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(...) droga, ktérg kazq nam kroczy¢, jest stroma i wyboista. I co z tego? Czy gtadkg drogg
zdobywa si¢ szczyty? W rzeczywistosci nie jest wcale taka stroma ta droga, jak sig niektorym
wydaje. To tylko sam poczgtek jest najezony gtazami i brylami skalnymi i sprawia wrazenie,
ze jest nie do przebycia, podobnie jak niejedno miejsce, widziane z daleka, wydawac sie zwykto
urwistym i zrosnigtym masywem tylko dlatego, ze odlegtos¢ w blgd wprowadza bystrosé
spojrzenia. W miare jednak jak si¢ zblizamy, te same szczegoly terenu, ktére w jedng catosé
zespolito ztudzenie oczu, z wolna zarysowujg sie coraz wyrazniej, a wtedy to, co z oddalenia

miato wyglad spadzistej skaty, przybiera postac tagodnego wzniesienia (...)"

LUCIUS ANNAEUS SENECA

(Dialogi, ZIS, Poznan, 1996)
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Rozdziat 1

Spis skrétow

W tekscie niniejszej pracy oraz na rysunkach postugiwano si¢ nastgpujacymi skrétami:

» symbole podane w nawiasach kwadratowych przy objasnianiu znaczenia skrétow
receptorow sa numerami identyfikacyjnymi wynikajacymi z klasyfikacji i systemu
nazewnictwa receptoréw jadrowych, zaproponowanego przez Komitet Nomenklatury
Receptoréw Jadrowych (ang., Nuclear Receptors Nomenclature Committee) w 1999
roku; [NRxYZ], gdzie X oznacza podrodzing receptoréw jadrowych, Y- grupe, a
Z-okreslony receptor;

SKROTY
Aabc

ACTR

ADR3

AF,
AF-1; AF-2
AR

ARDBD

B. m.
CBP
CD

CoA

ZNACZENIE

absorbancja, abc odpowiada dlugosci fali w nm;

(ang., histone acetyltransferase nuclear coactivator); koaktywator
receptoréw jadrowych nalezacy do rodziny p160;

sekwencja regulatorowa receptora androgenowego typu DR, ktérego
pétmiejsca oddzielone sa ,,odst¢pnikiem” (ang., spacer) o dtugosci 3 par
zasad;

(ang., activation function); sekwencja aminokwasowa w regionie A/B
(AF-1, inaczej TAF-1) lub E (AF-2, inaczej TAF-2) receptoréw
jadrowych, posiadajaca zdolnos¢ aktywacji transkrypcji;

(ang., androgen receptor) [NR3C4]; receptor androgenowy;

domena wigzaca DNA biatka AR;

sekwencja regulatorowa warunkujaca odpowiedz na androgeny;

Bombyx mori (jedwabnik morwowy);

(ang., CREB-binding protein); biatko wigzace si¢ z biatkiem CREB;

(ang., circular dichroism); dichroizm kotowy;

(ang., coactivator complex); kompleks koaktywatoréw;
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CoRN (ang., corepressor nuclear receptor box); sekwencja wystepujaca w
korepresorach, za poSrednictwem ktdrej wiaza si¢ one z receptorami
jadrowymi;

COUP, (ang., chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor)

COUP-TF [NR2F]; czynnik transkrypcyjny nalezacy do sierocych receptoréw
jadrowych kregowcow;

CREB (ang., CAMP response element-binding protein), jeden z czynnikéw
transkrypcyjnych aktywowany przez kinaze biatkowa A, zalezng od
cAMP;

CTE (ang., C-terminal  extension); przedluzenie (lub  wydluzenie)
C-koricowe; biatkowy fragment receptora jadrowego obejmujacy
sekwencje aminokwasowa bezposrednio przylegta do DBD od strony C-
korica, zwigzany z dimeryzacja i oddzialywaniem receptoréw sierocych i
heterodimeryzujacych z DNA;

Cy-5 (ang., 5-N-N’-diethyl-tetramethylindodicarbocyanine);
5-N-N’-dietylotetrametyloindodikarbocyjanina;
znacznik fluorescencyjny;

Da dalton; atomowa jednostka masy;

DAX1 (ang., dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasia congenita critical
region on the X chromosome gene-1) [NROB1]; receptor sierocy nie
zawierajacy klasycznej DBD;

DBD (ang. DNA-binding domain); domena wigzaca DNA;

DHR38, (ang., Drosophila hormone receptors); grupa bialek sierocych, nalezaca

DHR39 do rodziny receptoréw jadrowych D. melanogaster; [NR4A4], [NHR5B1]

DHR78 i [NR2D1], odpowiednio;

DHR38DBD domena wiazaca DNA biatka DHR38;

D. m. Drosophila melanogaster (wywilzna karléwka; zwana potocznie muszka
OWOCOWa3);

DNaza I deoksyrybonukleaza I;

dNTP trifosforan deoksyrybonukleozydu (A,T,G lub C);

DRIP patrz TRAP;

DRX; (ang., direct repeat); sekwencja regulatorowa DNA wigzaca receptory

jadrowe zorganizowana w postaci bezposredniego (lub prostego)
powtérzenia, w ktérej péimiejsca utozone sa tandemowo jedno za drugim
1 oddzielone ,,odstepnikiem” o dtugosci X par zasad;
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DTT ditiotreitol;

20E 20-hydroksyekdyzon; hormon steroidowy stawonogéw; ligand tzw.
funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego;

EcR (ang., ecdysone recceptor); produkt genu EcR; jeden z receptoréw
jadrowych owadéw; uwaza si¢, ze wspélnie z Usp tworzy fukcjonalny
receptor ekdysteroidowy, wiazacy ekdyzon; u D. melanogaster
zidentyfikowano trzy izoformy:EcR-B1, EcR-B2 i EcR-A;

EcRDBD domena wigzaca DNA biatka EcR;

EcRDBDxyz domena wiazaca DNA biatka EcR zawierajaca mutacj¢ reszty
aminokwasowej X na reszt¢ Z, znajdujaca si¢ w pozycji Y w biatku;

EcRDBDax domena wigzaca DNA biatka EcR zawierajaca mutacj¢ delecyjng w CTE,
gdzie X jest ostatnig reszta aminokwasowg pochodzaca z biatka;

EcRE sekwencja regulatorowa warunkujaca odpowiedz na 20E;

EMSA (ang., electrophoretic ~mobility  shift assay); technika analizy
oddzialywania bialek z DNA wykorzystujaca  zmiang ruchliwosci
elektroforetycznej sondy DNA w zelu, po zwiazaniu si¢ biatka;

EcRLBD domena wigzaca ligand EcR;

Eip28/29 EcCRE  (ang., ecdysone-induced protein 28/29 kDa); EcRE 2z regionu
regulatorowego genu Eip28/29; gen biatka D. melanogaster o masie 28 -
29 kDa, indukowany przez ekdyzon;

ER (ang., estrogen receptor); receptor estrogenowy, nazwa obejmuje dwa
biatka kodowane przez dwa odrgbne geny - ERa [NR3A1] i ERf
[NR3A2];

ERDBD domena wigzaca DNA biatka ER;

ERE sekwencja  regulatorowa warunkujaca odpowiedZ na hormony
estrogenowe;

ERR (ang., estrogen receptor-related receptor); nazwa obejmuje trzy biatka:
ERRoa [NR3B1], ERRP [NR3B2] i ERRy [NR3B3], kodowane przez
odrgbne geny;

FbpIEcRE (ang. fat body protein-1); gen bialka ciala tluszczowego — 1; EcRE z
regionu regulatorowego genu Fbpl D. melanogaster;

FTZ-F1 (ang. fushi tarazu factor 1); jeden z receptoréw jadrowych bioracy udziat

w apoptozie u D. melanogaster; [NRSA3];
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FXR (ang. farnesoid X receptor) [NR1H4]; receptor jadrowy kregowcow
aktywowany pochodnymi farnezolu;

GCNF (ang., germ cell nuclear factor) [NR1H4]; sierocy receptor jadrowy
kregowcdow;

GdmCl chlorowodorek guanidyny;

GPCR (ang., G-protein coupled receptors); receptory wykorzystujace jako
przekaznik biatko G;

GR (ang., glucocorticoid receptor) [NR3C1; receptor glukokortykoidowy;

GRDBD domena wiazaca DNA biatka GR;

GRE sekwencja regulatorowa warunkujaca odpowiedZ na  hormony
glukokortykoidowe;

GRIP1 (ang. GR-interacting protein 1); jeden z koaktywatoréw receptoréw
jadrowych;

GST glutationo-S-transferaza;

GTF (ang., general transcription factors); gtéwne czynniki transkrypcji ;

GST-EcRDBD  biatko fuzyjne z GST umieszczong na N-koricu;

HAT (ang., histone acetylase); biatko o aktywnoSci acetylazy histonéw;

HDAC (ang., histone deacetylase); kompleks deacetylazy histonowej;

HNF4 (ang., hepatocyte nuclear factor 4) [NR2A]; sierocy receptor jadrowy
kregowcow 1 bezkregowcdw;

HRE (ang., hormone response element); sekwencja DNA warunkujaca
odpowiedZ na hormon, zlokalizowana w rejonie promotorowym
docelowego genu;

HspX (ang., heat shock protein); bialko szoku termicznego; liczba w miejscu X
oznacza mas¢ w kilodaltonach:;

hsp27EcRE (ang., heat shock protein 27-gene ecdysone response element); sekwencja

hsp27pa EcRE 1z regionu promotorowego genu hsp27 biatka Hsp27 z

hsp27 ar D. melanogaster; hsp27,,,- dwuniciowy oligonukleotyd, ktéry obejmuje
pary zasad od pozycji -552 do -527 promotora genu hsp27, uzywany jako
sonda w eksperymentach EMSA; hsp27 4 — pochodna sekwencji hsp27,4,
posiadajaca tylko 5°-koncowe péimiejsce;

IPTG izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd,;
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IRX

IUp

JH
LBD

Lsp2 EcRE

LXR

MR

MRE

NBRE

ng EcCRE

NCoR

NFxB

NGFI-B

NGFI-BDBD

NHR

NLS

NURRI

(ang., inverted repeat); sekwencja regulatorowa z pdimiejscami
ulozonymi palindromowo, zwana réwniez odwréconym powtdrzeniem;
pétmiejsca IR oddzielone sa ,,odstepnikiem” diugosci X par zasad;

(ang., intrinsically unstructered protein); biatko wykazujace szczatkowg
zawartoS¢ regularnych struktur drugo- i trzeciorzgdowych w warunkach
natywnych;

(ang., juvenile hormone); hormon juwenilny;

(ang., ligand-binding domain); domena wiazaca ligand;

(ang., larval serum protein-2); EcRE z regionu regulatorowego genu Lsp2;
gen larwalnego biatka surowicy 2 z D. melanogaster,

(ang., liver X receptor) [NR1H]; receptor jadrowy wiazacy oksysterole);

(ang., mineralocorticoid receptor) [NR3C2]; receptor
mineralokortykoidowy;

sekwencja regulatorowa  warunkujaca odpowiedZ na hormony
mineralokortykoidowe;

(ang., NGFI-B response element); element regulatorowy wiazacy receptor
jadrowy NGFI-B;

(ang., new-glue protein 1 precursor),; sekwencja EcRE z regionu
regulatorowego genu ng-11ng-2 z D. melanogaster;

(ang., nuclear receptor korepresor); korepresor receptoréw jadrowych;

(ang., nuclear transcription factor «kB); prozapalny czynnik
transkrypcyjny;

(ang., nerve growth factor - induced protein B); receptor indukowany
czynnikiem wzrostu komérek nerwowych; nazwa obejmuje trzy znane
biatka: NGFI-Bo. [NR4A1], NGFI-B [NR4A2] i NGFI-By [NR4A3],
ktére sa kodowane przez odrgbne geny;

domena wigzaca DNA biatka NGFI-B;
(ang., nuclear hormone receptor); skrét wykorzystywany m.in. do
okreslenia sierocych receptoréw jadrowych zidentyfikowanych w genomie

nicienia Caenorhabditis elegans;

(ang., nuclear localization signal); sygnal lub sekwencja warunkujaca
jadrowa lokalizacje¢ biatka;

inna nazwa receptora kregowcéw NGFI-Bf3 [NR4A2];
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ODsoo
OC

OctA

PALX

PB-ARE-2

PCR

PDB

PIC

poli(dI-dC)

PPAR

PR

Pu

Py

Pz

RelA

gestos¢ optyczna mierzona przy diugosci fali 600 nm;
(ang., osteocalcin); sekwencja VDRE z promotora szczurzej osteokalcyny;

(ang., octamer binding protein); czynnik transkrypcyjny wiazacy
oktameryczny motyw;

sekwencja regulatorowa wiazaca receptory jadrowe, w ktérej pétmiejsca
ufozone sa palindromowo i oddzielone ,,odstgpnikiem” o diugosci X par
zasad; element wykazuje dwukrotna o§ symetrii (C?);

(ang., probasin androgen response element); element regulatorowy
odpowiadajacy na androgen, znajdujacy si¢ w promotorze genu probazyny
szczura;

(ang., polymerase chain reaction); reakcja tancuchowa polimeryzacji;

(ang., protein data bank); informatyczna baza danych, gdzie zdeponowane
sa m.in. struktury trzeciorzgdowe biatek (http://www.rcsb.org/pdb/);

(ang., preinitiation complex); tzw. kompleks “preinicjacyjny”, w ktérego
sktad wchodza m.in. czynniki transkrypcyjne TF i polimeraza RNA 1I);

syntetyczny  dwuniciowy  polimer deoksyinozynodeoksycytozyny,
wykorzystywany jako niespecyficzny kompetytor w EMSA;

(ang., peroxisome proliferator-activated receptor); receptor aktywowany
czynnikami wywolujacymi proliferacje peroksysoméw; nazwa obejmuje
trzy biatka: PPARo. [NR1C1], PPARB [NR1C2] i PPARY [NR1C3];

(ang., progesteron receptor) [NR3C3]; receptor progesteronowy;
deoksyrybonukleotyd purynowy;

deoksyrybonukleotyd pirymidynowy;

para zasad;

(ang., retinoid acid receptor),; receptor kwasu catkowicie-trans
retinowego; nazwa obejmuje trzy biatkaz RARo [NR1B1], RARP
[NR1B2] i RARY [NR1B3], kodowane przez odr¢bne geny;

domena wiazaca DNA biatka RAR;

sekwencja regulatorowa warunkujaca odpowiedZ na kwas catkowicie-
trans retinowys;

czlonek rodziny prozapalnego czynnika transkrypcyjnego NFxB,;
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Spis skrétéw

RevErb

RevErbDBD
RNaza A

RXR

RXRDBD
SDS

SDS-PAGE

SDS-PAG

SF1

SMRT

sgs EcCRE

SPP
SRC-1

TBP

TEMED

TFIIA

(B, D, E, F, H)

TEE

TIF2

represor transkrypcji, sierocy receptor jadrowy kregowcéw; nazwa
obejmuje dwa biatka: RevErbo. [NR1D1] i RevErbp [NR1D2], kodowane
przez odrgbne geny;

domena wiazaca DNA biatka RevErb;

rybonukleaza A;

(ang., retinoid X receptor); receptor kwasu 9 catkowicie-cis retinowego;
nazwa obejmuje trzy biatka: RXRow [NR2B1], RXRB [NR2B2] i RXRy
[NR2B3], kodowane przez odr¢bne geny;

domena wigzaca DNA biatka RXR;

dodecylosiarczan sodu;

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych w
obecnos$ci SDS;

zel wykorzystywany w eksperymencie SDS-PAGE;

(ang., steroidogenic factor 1) [NRSAI1]; sierocy receptor jadrowy
kregowcédw; homologiem biatka u bezkregowcow jest FTZ-F1;

(ang., silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone
receptors); korepresor dla RAR 1 TR;

(ang. salivary gland secretion protein); ECRE z regionu regulatorowego
genu biatka kleju wydzielanego przez gruczoty Slinowe D. melanogaster,

sekwencja VDRE z promotora mysiej osteopontyny (ang., osteopontin);
(ang., steroid receptor coactivator), koaktywator nalezacy do grupy TIF;

(ang., TATA-binding protein); biatko z grupy GTF wiazace sekwencje
DNA, zwang kaseta TATA; podstawowy czynnik transkrypcyjny;

1,4-N,N,N’,N’-tetrametylenodiamina;

(ang., RNA polymerase II transcription factor A, B, D, E, F, H);
podstawowe czynniki transkrypcyjne polimerazy RNA 1I;

trifluoroetanol;

(ang., transcription intermediary factor 2); grupa koregulatoréw
posredniczacych w transaktywacji z udziatem receptoréw jadrowych;
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Spis skrétéw

TRAP

TR

TRE
TRDBD

Usp

UspDBD

VDR

VDRDBD

VDRE

(ang., thyroid hormone receptor-associated protein complex); kompleks
biatek posredniczacych w werbowaniu polimerazy RNA II w wyniku
transaktywacji z udzialem receptor6w jadrowych; inna nazwa: DRIP
(ang., vitamin D receptor - interacting protein complex);

(ang., thyroid hormone receptor); receptor hormonéw tarczycy; nazwa
obejmuje dwa biatka: TRo [NR1A1] i TR [NR1A2], kodowane przez
odrgbne geny;

sekwencja regulatorowa warunkujaca odpowiedZ na hormony tarczycy;
domena wiazaca DNA biatka TR;

(ang., ultraspiracle) [NR2B4]; produkt genu Usp; receptor jadrowy
bezkregowcow; razem z EcR tworzy funkcjonalny receptor
ekdysteroidowy;

domena wigzaca DNA biatka Usp;

(ang., vitamin Dj receptor) [NR1I1]; receptor 1,25-dihydroksywitaminy
Ds;

domena wiazaca DNA biatka VDR;

sekwencja  regulatorowa  warunkujaca  odpowiedZz na  1,25-
dihydroksywitaming Ds;
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Funkcjonalny receptor 20-hydroksyekdyzonu (20E), owadziego hormonu steroidowego
zaangazowanego w kontrol¢ metamorfozy i reprodukcji owadéw, jest heterodimerem dwéch
bialek nalezacych do nadrodziny receptoréw jadrowych: receptora 20E (EcR) oraz biatka
Ultraspiracle (Usp). Stanowi on szczegllnie atrakcyjny obiekt badawczy. Z uwagi na to, ze
20E jest hormonem nietoksycznym dla organizmu czlowieka, zbadanie molekularnych
podstaw dziatania funkcjonalnego receptora 20E, moze przyczyni¢ si¢ do zaprojektowania
minimalnych czynnikéw transkrypcji zdolnych do modulowania ekspresji genéw bedacych
pod kontrola 20E. Czynniki te moga znaleZz¢ zastosowanie w terapiach genowych i
agrochemii do kontroli populacji owadéw. Domeny wiazace DNA (DBD) funkcjonalnego
receptora ekdysteroidowego wigza specyficzne sekwencje DNA zwane elementami
regulatorowymi. Wigkszo$¢ naturalnie wystgpujacych elementéw regulatorowych
funkcjonalnego receptora 20E (EcRE) stanowia niedoskonate palindromy. Najczesciej
badanym EcRE jest sekwencja pochodzaca z promotora genu biatka szoku cieplnego hsp27
z Drosophila melanogaster (hsp27,q). Przeprowadzone wczesniej badania oddziatywania
oczyszczonych DBD biatek EcR i Usp z D. melanogaster (ECRDBD i1 UspDBD) z hsp27,a
pokazaty, ze heterodimer UspDBD/EcRDBD wiaze kooperatywnie hsp27,, z okreslong
orientacja. UspDBD pelni rol¢ domeny predefiniujacej architektur¢ heterokompleksu i
obsadza 5’-koncowe pétmiejsce hsp27,u4, natomiast ECRDBD wigze si¢ do pdéimiejsca
3’-koncowego. W nieobecnosci UspDBD, EcCRDBD wigze si¢ do hAsp27,, réwniez w postaci
homodimeru. Pokazano ponadto, ze C-koncowe wydtuzenia (CTE) obu DBD wnosza rézny
wktad w formowaniu komplekséw na hsp27,,. W przypadku ECRDBD zasugerowano, ze w
tworzeniu homo- i heterodimeru istotna jest jego sekwencja CTE, w szczegblnosci reszty
wchodzacych w jej sklad przypuszczalnych kaset: kasety T i kasety A. Badania mutacyjne
oraz analizy struktur krystalicznych DBD receptor6w jadrowych zwiazanych z

asymetrycznymi elementami regulatorowymi zorganizowanymi w postaci bezposredniego
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powtérzenia (DR) podkreslity istotne znaczenie CTE w tworzeniu komplekséw na DNA.

Region CTE, w ktérego sklad wchodzi kaseta T 1 kaseta A, stanowi unikalny i

charakterystyczny element strukturalny, ktéry posredniczy w dimeryzacji na elementach typu

DR i wnosi znaczacy wktad w specyficzno$¢ wigzania DNA. W przeciwienstwie do kasety A,

oddziatujacej gtéwnie z elementem regulatorowym, kaseta T posiada wiele funkcji, takich jak

np. udzial w tworzeniu specyficznych kontaktéw z parami zasad DNA, tworzenie ptaszczyzny
dimeryzacyjnej i co najwazniejsze, zapewnia ona odpowiednig orientacj¢ w stosunku do DNA

dalej potozonej kasecie A.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie roli C-terminalnej sekwencji EcRDBD w
specyficznym rozpoznawaniu elementu regulatorowego. W szczegdélnosci  postanowiono
zidentyfikowac reszty aminokwasowe kasety T EcCRDBD istotne dla tworzenia homodimeru
EcRDBD i heterodimeru UspDBD/EcRDBD na hsp27,,. Ponadto dazono do okreSlenia
minimalnego fragmentu kasety A z CTE EcRDBD wystarczajacego dla wiazania hsp27,q i
tworzenia na nim komplekséw homo- i1 heterodimerycznych.

W tym celu:

» Otrzymano seri¢ mutantéw EcRDBD posiadajacych mutacje punktowe w obszarze kasety
T. Poszczegblne reszty aminokwasowe zamieniono na alaning. Biatka oczyszczono,
nastgpnie zbadano wplyw wprowadzonych mutacji na homodimeryzacje przy
wykorzystaniu techniki EMSA. Mutanty R67A 1 V71A wigzaly si¢ z obnizonym
powinowactwem do hsp27,,, zaréwno jako monomery i homodimery. Najsilniejszy
defekt wiagzania DNA zaobserwowano w przypadku, kiedy druga z reszt prolinylowych
(P73) zostata zastapiona alanina. W przypadku reszty V72, podstawienie w jej miejsce
alaniny spowodowalo istotny wzrost powinowactwa obu komplekséw: monomeru i
homodimeru do hsp27,,. Ponadto wyniki uzyskane z analiz tworzenia heterodimeréw z
UspDBD pokazaty, ze ECRDBD wykazywatl duza tolerancj¢ na wprowadzone mutacje w
kasecie T, szczegdlnie w obecnosci UspDBD. Zakres zmian w sile wigzania DNA, w
poréwnaniu ze zdolnoScig tworzenia komplekséw homodimerycznych, byt zdecydowanie
mniejszy. Najwigkszy defekt wigzania DNA zaobserwowano dla mutacji reszty P73. Aby
sprawdzi€, czy zaobserwowane zmiany w powinowactwie mutantéw do hsp27,, byty
efektem utraty danej reszty, czy tez byl to wplyw wprowadzonej mutacji, wykonano
pomiary widm dichroizmu kotowego (CD). Okazalo sig, ze niektére mutacje wprowadzity
zmiany w strukturze ECRDBD. Mutanty R67A, P68A i E74A posiadalo widma CD
bardzo zblizone do widma CD bialka typu ,,dzikiego”. Natomiast widma CD czterech

innych mutantéw (E69A, C70A, V71A, V72A) wykazywaly mniejsze intensywnosci w
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poréwnaniu z widmem CD biatka typu ,.dzikiego”. Z kolei poréwnanie ze soba widma
CD biatka P73A i EcCRDBD typu ,,dzikiego” pokazalo, ze podstawienie reszty P73 alaning
spowodowalo wzrost zawartoSci struktur o-helikalnych. Poréwnanie wynikéw
eksperymentow EMSA 1 analiz widm CD sugeruje, ze reszty C70, V71, V72 i P73,
tworzace hydrofobowy rdzen kasety T, pelnig wazng rol¢ strukturalng w utrzymywaniu
wiasciwej konformacji regionu CTE. Uzyskane wyniki pokazuja, ze EcRDBD jest
biatkiem wykazujacym plastycznosé.

» Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych DBD bialek EcR pochodzacych z
réznych organizméw wskazuje, ze reszty aminokwasowe kasety T sa bardzo dobrze
zachowanie w toku ewolucji. Wyjatek stanowi sekwencja pochodzaca z Bombyx mori.
W celu zbadania, czy kaseta T zachowuje strukturalno-funkcjonalna integralnosé¢ w
rodzinie, skonstruowano potréjnego mutanta ECRDBD z D. melanogaster, posiadajacego
sekwencje kasety T z B. mori (ECRDBDvy721p73q/n75p). Stwierdzono nieznaczne obnizenie
jego zdolnosci do tworzenia homodimeréw. Ponadto obecno$é trzech reszt
aminokwasowych z B. mori nie wplyneta znaczaco na tworzenie komplekséw
heterodimerycznych z UspDBD. Analiza widma CD pokazata brak znaczacego wptywu
podstawiei na struktur¢ biatka. Uzyskane wyniki sugeruja, ze charakterystyczne
aminokwasowe substytucje dla sekwencji B. mori zachowuja strukturalno-funkcjonalng
integralnos¢ regionu kasety T.

» W obrgbie moduléw cynkowych DBD receptoréw jadrowych wykazuja wysoka
homologi¢ sekwencji, jednakze w regionie CTE wystepuja bardzo male sekwencyjne i
strukturalne podobiedstwa w rodzinie. Decyduje to o unikalnosci i specyficznosci
oddziatywan biatko-biatko i biatko-DNA tej czeSci DBD. Region CTE domen wigzacych
DNA bialek EcR pochodzacych z réznych organizméw charakteryzuje sie
zdumiewajacym zachowaniem w toku ewolucji. Wyjatkiem sa sekwencje kasety T i
kasety A z B. mori, odmienne od tej z D. melanogaster i innych przedstawicieli rodziny
bialek EcR. Wczesniejsze badania biochemiczne pokazaly, ze kaseta A jest niezbedna dla
EcRDBD z D. melanogaster do tworzenia komplekséw homo- i heterodimerycznych na
hsp27,4. Jednakze nie okreslono, jak dlugi fragment tej kasety A jest zaangazowany w
specyficzne rozpoznawanie hsp27,,. Aby zatem okreSli¢ minimalny fragment kasety A
biatka ECRDBD z D. melanogaster i B. mori niezb¢dny do specyficznego oddziatywania
i tworzenia komplekséw z hsp27,,, otrzymano szereg mutantéw delecyjnych w regionie
CTE obu DBD. Pokazano, ze w przypadku CTE z ECRDBD D. melanogaster minimalny
fragment ograniczony jest resztami N75 1 K92. Co wigcej, fragment pomigdzy K85 a K92
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wydaje si¢ byc¢ istotny dla tworzenia homodimeréw EcRDBD na hsp27,,. Natomiast w
EcRDBD z B. mori kaseta A, ktora okazata si¢ by¢ niezbedna dla wigzania hsp27,, i
tworzenia na nim komplekséw, obejmuje reszty P75 1 G89.

» Zaskakujaca tolerancja EcRDBD na podstawienia reszt aminokwasowych kasety T
alanina, zrodzita wazne pytanie, czy efekt ten dotyczy tylko regionu CTE, czy tez jest to
wlasciwos$¢, ktéra moze by¢ obserwowana réwniez dla innego fragmentu DBD. Aby
odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace plastycznosSci EcRDBD, otrzymano dziewigd
mutantéw o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy EcCRDBD z D. melanogaster w
ktérych poszczegdlne reszty aminokwasowe zamieniono na alaning. Wchodzace w jej
sklad reszty odpowiedzialne sa za specyficzno$§¢ wiazania receptoréw jadrowych do
DNA. Wyniki pokazaty, ze powinowactwo homodimeréw do hsp27,., zostalo wyraznie
obnizone w wyniku podstawienia alaniny w pozycjach G20, K22, R26, R27, S28 i K31.
Mutanty K22A, R26A, R27A i K31A wykazywaly najwigkszy defekt w wigzaniu DNA,
podczas gdy zdolnoS¢ tworzenia homodimeréw przez mutanty G20A i S28A ulegta
nieznacznemu, w poréwnaniu do EcRDBD typu ,dzikiego”, ostabieniu. Zastgpienie
glicyny w pozycji 23 i treoniny w pozycji 30 alaning spowodowato wzrost powinowactwa
komplekséw homodimerycznych tych mutantéw do hsp27,,. Mutacja jednej z
kluczowych reszt kasety P - E19 nie zmienita znaczaco sity wigzania DNA. Eksperymenty
przeprowadzone z uzyciem pochodnej elementu hsp27,,, posiadajacej wylacznie
5’-koficowe poétmiejsce hsp27,q (hsp274r), pokazaly, ze reszty G20 i S28 moga by¢
zaangazowane w wiazanie 3’-korficowego pétmiejsca elementu hsp27,,. Mutanty o-helisy
rozpoznajacej element regulatorowy EcCRDBD wykazywaly tolerancje na podstawienia
reszt alaning podczas tworzenia heterodimeréw z UspDBD na hsp27,,. Zakres zmian w
powinowactwie heterodimeré6w do DNA w poréwnaniu do homodimeréw byt
zdecydowanie mniejszy. Kluczowe dla tworzenia heterodimeru z UspDBD okazaty sie
by¢ reszty K22, R26 1 R27. Jednakze tylko reszta R27 EcCRDBD wydaje sie¢ by¢ niezbedna
w tworzeniu heterodimeru. Wprowadzone mutacje wyidukowaty w niektérych mutantach
zmiany w strukturze, co pokazaty analizy widm CD. Widma CD mutantéw K22A, R26A,
S28A i T30A byly zasadniczo poréwnywalne z widmem CD biatka typu ,,dzikiego”.
Zaobserwowane zmiany aktywnoSci wigzania DNA dla tych bialek moga byé
zinterpretowane jako utrata kontaktu danych reszt z hsp27,,. Widma CD pozostatych
mutantéw réznity si¢ od widma CD typu ,dzikiego”. Mogloby to oznaczad, ze

zaobserwowane funkcjonalne efekty dla reszt E19, G20, G23, R27 i K31 mogg by¢

12



Rozdziat 2 Streszczenie

Y

interpretowane zaréwno jako konsekwencja strukturalnych zmian wywotanych
wprowadzong mutacja lub utraty poszczegdlnych reszt. Analizy eksperymentéw EMSA i
widm CD pokazaty, ze tylko reszty K22, R26 i S28 EcRDBD sa odpowiedzialne za
oddziatywanie z hsp27,,, nie uczestnicza one natomiast w stabilizacji zaréwno o-helisy
jak 1 calej czasteczki ECRDBD. Natomiast pozostale reszty, istotne dla efektywnego
wiazania hsp27,,, wlaczajac R27, sa w pewnej mierze zaangazowane w stabilizacje
EcRDBD. Ponadto otrzymane wyniki potwierdzity przypuszczenie, iz ECRDBD wykazuje
duza plastyczno$¢ w obecnosci partnera - biatka UspDBD.

Aby sprawdzié¢, czy plastycznoS¢ EcRDBD jest odzwierciedlona w jego stabilnosci,
przeprowadzono eksperymenty denaturacji chemicznej przy uzyciu chlorowodorku
guanidyny. Wyniki pokazaty, ze w przeciwiefistwie do UspDBD, EcCRDBD jest biatkiem
niestabilnym. WeczeSniejsze doniesienia literaturowe dotyczace eksperymentéw
denaturacji chemicznej DBD ssaczych receptoréw jadrowych pokazaty, ze biatka te,
pozbawione zasadowego CTE, wykazywaly wigksza stabilno$¢. W celu zbadania, czy
stabilno§¢ EcCRDBD jest zalezna od obecnosci regionu CTE, wykonano pomiary dla
mutanta pozbawionego natadowanych dodatnio reszt aminokwasowych kasety A. Okazato
si¢, ze sekwencja kasety A nie destabilizuje ECRDBD. Jak si¢ wydaje, brak stabilnosci
jest inherentng cechg rdzenia domeny.

Zbadano, czy zdenaturowany chlorowodorkiem guanidyny EcRDBD zdolny jest do
odtworzenia swojej aktywnej struktury po renaturacji. Zaobserwowano, ze homodimer
utworzony przez ECRDBD z D. melanogaster odzyskal okoto 79% aktywnosci wiazania
hsp27,4, homodimer EcRDBD z B. mori okolo 75%, natomiast w przypadku
heterodimeréw UspDBD/EcRDBD z D. melanogaster utworzonych przez niedenaturowane
i renaturowane DBD, zaobserwowano prawie identyczne powinowactwo do elementu
regulatorowego, ktére wynosito okoto 90% aktywnosci wigzania DNA przez heterodimer

typu ,,dzikiego” nie poddany dzialaniu denaturanta.
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Organizmy wielokomérkowe wymagaja specyficznej komunikacji migdzykomérkowe;j,
aby wlasciwie zorganizowa¢ podczas stadium embriogenezy plan budowy calego organizmu i
pbzniej, zeby utrzymaé jego wilasciwosci i funkcje w ciggu calego okresu zycia. Wzrost
komérek organizméw eukariotycznych, ich réznicowanie si¢, organizacja w odpowiednie
tkanki, specyficzne odpowiedzi na zmiany Srodowiska zewngtrznego oraz inne wazne
funkcje, niejednokrotnie decydujace o zyciu lub $mierci organizmu, modulowane sg i
koordynowane przez tzw. ,.chemicznych postancéw”, ktérymi sg czasteczki sygnatowe
(Tata, 2002). Ponad sto lat temu, Bayliss i Starling (1902) uzyli po raz pierwszy stowa

»l) aby okredli¢ wydzieline

,hormon” (gr., hormao, ,jpobudzam, stymuluj¢, poruszam
trzustkowa. Do substancji sygnalowych zaliczy¢ mozna: hormony steroidowe
(glukokortykoidy, mineralokortykoidy, estrogeny, progesteron, androgeny), hormony
niesteroidowe, hormony tarczycy, pochodne witaminy D3 i kwasy retinowe, hormony
peptydowe, neurotransmitery, cytokiny oraz wiele innych czasteczek przekaznikowych
(Alberts i wsp., 1994; Rosen i wsp., 1995).

Informacja o zasadach prawidlowego funkcjonowania organizmu - mozna w tym
miejscu pokusi¢ si¢ o filozoficzne stwierdzenie ,,przepis na zycie”- zapisana jest w genach.
Owe tajemnicze ,,zarodki” przenoszone mi¢dzy rodzicami spgdzaly sen z powiek starozytnym

filozofom, starajacym si¢ przekaza¢ swoim uczniom Owczesne rozumowanie praw

rzadzacych natura:

(...) A gdy sie miesza nasienie, to jesli wtedy kobieta
Naglym atakiem zwyciezZy moc meska i nig zawladnie,

! Wielka Encyklopedia Powszechna, Tom 4, PWN, Warszawa 1994.
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Z nasienia matek si¢ rodza dzieci podobne do matek,
Jak z ojcowego do ojcéw. Jezeli zas widzisz w dzieciach
Obraz podwdéjny, taczacy twarze obojga rodzicow,

Te rodza si¢ z krwi i ciata zaréwno ojca, jak matki,
Kiedy wzajemny i zgodny Zar zderzyt z soba zarodki,
Dobywajace si¢ z cztonkéw za sprawg bodzcéw Wenery,

I zadne z nich nie zostato zwycigezca ni zwycigzonym.

I bywa tez, iz niekiedy rodza si¢ dzieci podobne
Do dziadéw, bywa, ze czasem przypominaja pradziadéw;
A dzieje sig tak dlatego, ze czesto rodzice kryja
W swych ciatach wiele zmieszanych na rézny sposéb zarodkéw,
Ktére dziedzictwem sg rodu, przechodzac z ojca do ojca.
Stad Wenus przez r6zny wybér wytwarza rézne postacie,
Majace oblicza przodkéw, a takze ich glos i wlosy;

Bo one tez nie powstajg z przypadkowego nasienia,

Tak samo jak nasze twarze, jak nasze ciata i cztonki.
Nastepnie, jak z ojcowskiego nasienia moze si¢ rodzié
Plec¢ zeniska, tak z matczynego rodza si¢ rowniez mezczyzni;
Albowiem p16d zawsze skiada si¢ z dwoistego nasienia (...)

(T. Lucretius Carus ,, O naturze rzeczy”, IV; 1208-1229, PIW, W-wa 1994)

W regulacji ekspresji genéw biora m.in. udzial czynniki transkrypcyjne, do ktérych
zalicza si¢ receptory jadrowe. Naleza one do wyspecjalizowanej grupy biatek odbierajacych
informacje ze Srodowiska zewnetrznego komorki 1 przekazujacych je do odpowiednich
systemOw efektorowych znajdujacych si¢ w komoérce. Obiektem badawczym niniejszej pracy
jest receptor owadziego hormonu 20-hydroksyekdyzonu, nalezacy do nadrodziny receptoréw
jadrowych, bedacych czynnikami transkrypcyjnymi aktywowanymi przez zwigzanie sie
odpowiedniego liganda, ktérym moga by¢ hormony lub tez inne mate lipofilowe czasteczki
sygnalowe. Receptory jadrowe posiadaja w domenie wigzacej DNA zachowane w toku
ewolucji osiem reszt cysteinylowych koordynujacych dwa atomy Zn*, tworzac
charakterystyczng strukture przestrzenna moduiéw cynkowych, ktéra wiaze tzw. elementy
regulatorowe DNA. Szczegélowe poznanie molekularnych podstaw oddziatywania domen
wigzacych DNA receptor6w jadrowych z tymi specyficznymi sekwencjami przyczyni sie do
zrozumienia mechanizmu kontroli transkrypcji genéw bedacych pod kontrola specyficznych
hormonéw. Moze tez dostarczy¢ niezbednych informacji do konstruowania sztucznych
czynnikéw transkrypcyjnych mogacych znalez¢ zastosowanie w medycynie, np. w terapiach
genowych oraz w przemysle biotechnologicznym, ktéry w duzej mierze opiera si¢ na
nowoczesnych technikach biologii molekularnej i inzynierii genetycznej. Intensywny w

ostatnich latach rozwdj nowych galezi nauk biologicznych, takich jak: proteomika - nauka
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zajmujaca si¢ kompleksowym badaniem struktury i funkcji bialek (proteomu) (ang.
,,proteome = protein + genome”) (Pandey 1 Mann, 2000; Lockhart i Winzeler, 2000), otwiera
przed naukowcami nowe mozliwosci eksperymentalne w biochemii i biologii molekularnej,
ktére pozwola pozna¢ mechanizm kontroli ekspresji genéw i tym samym przeptywu
informacji genetycznej od DNA do biatka, podstawy czegos, co nazywamy Zyciem. Niniejsza
praca stanowi skromny wktad w tym procesie poznawczym.

Wstep poswigcony bedzie strukturze, funkcjom i mechanizmom dziatania receptoréw
jadrowych kregowc6éw, z uwzglednieniem elementéw strukturalnych komplekséw receptoréw

z DNA. Szczegdlna uwaga poSwigecona bedzie receptorowi ekdysteroidowemu owaddéw.

3.1. SZLAKI PRZEPLYWU SYGNALOW W KOMORKACH
EUKARIOTYCZNYCH

Organizmy zywe koordynuja swoje aktywnoSci na kazdym poziomie organizacyjnym
poprzez kompleks chemicznych systeméw sygnalizacyjnych. W przekazywaniu sygnatéw
plynacych ze Srodowiska zewnetrznego komorki do jej systeméw docelowych znajdujacych
si¢ wewnatrz komorki poSrednicza receptory. U wyzszych eukariotow wyrdznia sie dwa
gltéwne szlaki przekazywania sygnatow. Pierwszy opiera si¢ na obecnosci ,,zakotwiczonych™
w blonie cytoplazmatycznej receptoréw, ktére w wyniku zwigzania si¢ czynnika sygnatowego
indukuja kaskade reakcji prowadzacych do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych. Drugi
szlak wykorzystuje obecno$¢ w jadrze komérkowym tzw. ,receptoréw jadrowych”, ktére po
zwiazaniu odpowiedniego liganda reguluja transkrypcje wybranych genéw (Gronemeyer i
Laudet, 1995).

Ogolny mechanizm przekazywania sygnalu mozna opisa¢ w uproszczeniu nastepujaco:
(1) wytworzenie sygnatu, ktéry moze by¢ pochodzenia endokrynnego, parakrynnego lub, co
jest mozliwe, autokrynnego; (2) jego transport do wnetrza (i/lub wewnatrz) docelowych
komorek ekspresjonujacych odpowiedni receptor (transport ulatwiony przez biatka wiazace);
(3) zwiazanie z biatkiem receptorowym; (4) regulacja transkrypcji okreslonej grupy genéw
(Gronemeyer i Laudet, 1995). Nalezy jednak pamietal, ze chociaz przedstawione powyzej
szlaki przekazywania sygnatu rdznig si¢, nie sa one od siebie niezalezne i moga one

wzajemnie wplywa¢ na siebie, co okreSlane jest jako porozumiewanie sie kaskad
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przekazywania sygnatéw lub tzw. sygnalizacja krzyzowa (ang., cross-talk®) (Gottlicher i WSp.,
1998; Arzt i wsp., 2000; Favre-Young 1 wsp., 2000; Doppler i wsp., 2000; Kato i wsp., 2000;
Harnish i1 wsp., 2000; Widen i wsp., 2000; Herrlich, 2001; Wong i wsp., 2001; Xu i wsp.,
2001; Fiebeler i wsp., 2001). Przyktadow sygnalizacji krzyzowej dostarczaja rezultaty badani
otrzymane dla czynnikéw transkrypcyjnych, przyktadowo dla Oct2A (ang., octamer binding
protein) i RelA (czlonek rodziny NFkB; ang., nuclear transcription factor xB), podczas
ktérych zaobserwowano, ze aktywnosci tych czynnikéw sa regulowane przez receptory
jadrowe (Gottlicher 1 wsp., 1998).

Ze wzgledu na budowe receptoréw, szybkoS¢ przekazywania sygnalu oraz sposéb
przenoszenia informacji z receptora na system efektorowy, receptory podzielono na cztery
grupy. Pierwsze trzy grupy obejmuja biatka zwigzane z blona komoérkowa. Do grupy
pierwszej zaliczono receptory bezposrednio zwigzane z kanalem jonowym i przenoszace
sygnaly w transmisji synaptycznej. Pobudzenie receptora przez zwiazki sygnatowe
(neuroprzekazniki lub neuromodulatory) prowadzi do przejSciowego zwigkszenia
przepuszczalnosci blony komérkowej dla okreSlonych jonéw prowadzac do depolaryzacji lub
hiperpolaryzacji blony. Druga grupe stanowia receptory wykorzystujace jako przekaznik
biatko G (receptory GPCR; ang., G-protein coupled receptors). GPCR naleza do najwigkszej
i najbardziej zréznicowane] grupy receptoréw, do ktdérej naleza receptory dla wiekszosci
neuroprzekaznikow 1 neuromodulatoréw, np. receptory dopaminowe, receptory
adrenergiczne, receptory opioidowe i histaminowe (Nowak i Zawilska, 2004). Do grupy
trzeciej zaliczono receptory zwiazane z kinaza tyrozylowa (receptory takich hormonéw jak
insulina, prolaktyna, hormon wzrostu oraz receptory cytokin), biorace udzial w fosforylacji
szeregu bialek wewnatrzkomérkowych. Czwartg grupe stanowia biatka wewnatrzkomérkowe,
niezwiazane z btong komoérkowa. Receptory wewnatrzkomdrkowe s receptorami jadrowymi
(Gronemeyer i Laudet, 1995; Nowak i Zawilska, 2004). Receptory jadrowe moduluja
ekspresj¢ okreSlonych genéw wigzac si¢, po przylaczeniu specyficznego liganda,
bezpoSrednio z okreSlonymi sekwencjami DNA, umiejscowionymi w regionach
regulatorowych genéw (Kwiatkowska 1 Kwiatkowska-Korczak, 2000; Laudet i Gronemeyer,

2002).

? Przy tlumaczeniu nazw z jezyka angielskiego starano si¢ stosowa¢ terminologie najczesciej wystepujaca w
literaturze polskojezycznej (Stryer, 1997; Kwiatkowska i Kwiatkowska-Korczak, 2000; Kwiatkowska-Korczak i
Kwiatkowska, 2000; Nowak i Zawilska, 2004). W nawiasach podawano termin przyjety w jezyku angielskim.
Gdy bezposrednie ttumaczenie bylo niemozliwe, postugiwano si¢ terminem angielskim. Autor niniejszej pracy
pragnie przeprosi¢ za ewentualne biedy jezykowe lub zbyt dostowne ttumaczenie niektérych terminéw, wynikle
z trudnosci w znalezieniu odpowiedniej terminologii polskie;j.
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3.2. RECEPTORY JADROWE KREGOWCOW

3.2.1. Nadrodzina receptoréw jgdrowych kregowcow

Przekazywanie sygnatéw z udzialem receptoréw jadrowych jest jednym z giéwnych
paradygmatéw transdukcji sygnatu wytworzonym w toku ewolucji przez organizmy
wielokomérkowe w celu regulacji transkrypcji genéw (Robinson-Rechavi i wsp., 2001).
Receptory jadrowe sa waznymi, zaleznymi od liganda, czynnikami transkrypcyjnymi
bioracymi udzial w wielu istotnych procesach zyciowych komdrki, takich jak np. wzrost,
réznicowanie si¢, rozwdj i homeostaza organizmu (Evans, 1988). Zlokalizowane sa gtéwnie
w jadrze komérkowym (Welshons 1 wsp., 1984). Ich charakterystyczng cecha odrézniajacy je
od innych czynnikéw transkrypcyjnych jest wiasnie zdolno$¢ do specyficznego wiazania
matych, hydrofobowych czasteczek. Badania molekularne i strukturalne pokazaty, ze ligandy
modyfikuja aktywnoS¢ transkrypcyjng receptoréw jadrowych poprzez zmiany konformacyjne,
prowadzace do rozpadu kompleksu korepresoréw, co z kolei umozliwia przylaczenie
koaktywatoréw i aktywacje transkrypcji (Schwabe, 1996; Kamei i wsp., 1996; Glass i wsp.,
1997; McKenna 1 wsp., 1999; Kingston 1 Narlikar, 1999; Egea i wsp., 2000; Renaud i Moras,
2000; Lee i Lee Kraus, 2001). Receptory jadrowe poddawane sa licznym modyfikacjom,
ktére modulujg ich aktywnoS$¢. Oprécz zmian konformacji indukowanych przytaczeniem
liganda, modyfikacje wywolywane sa réwniez oddzialywaniami z innymi biatkami
(koregulatorami, innymi receptorami jadrowymi lub czynnikami transkrypcyjnymi) lub
oddziatywaniami z elementami regulatorowymi (Laudet i Gronemeyer, 2002). Receptory
jadrowe moga takze ulegac fosforylacji (Rauch i wsp., 1998; Tremblay i wsp., 1999; Yudt i
wsp., 1999; Song i wsp., 2003) katalizowanej przy udziale kinaz aktywowanych przez
hormony biatkowe lub biatka uczestniczace w regulacji cyklu komdrkowego. Stanowi to
przykiad sygnalizacji krzyzowej z udziatem receptoréw jadrowych. Jednym z godnych uwagi
przykladéw jest fosforylacja receptora estrogenowego (ERo) (Yudt i wsp., 1999). Receptor
ten ulega fosforylacji przez kinaz¢ A na reszcie Ser537, w wyniku czego dochodzi do takich
zmian konformacyjnych wyindukowanych przez fosfoseryne, ktére powoduja, ze receptor
ERa staje si¢ konstytutywnie aktywny.

Ligandami receptoréw jadrowych moga by¢ naturalne zwiazki sygnatowe lub zwigzki
egzogenne posiadajace struktur¢ zblizong do naturalnych, umozliwiajaca im wiazanie sie do
receptora. W wyniku zwigzania si¢ specyficznego liganda z receptorem, dochodzi do jego

aktywacji lub represji. Ligandy aktywujace receptor to agoniSci, natomiast ligandy hamujace
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ich aktywno$¢ to antagoniSci (Renaud i Moras, 2000). Zasadnicza cecha odrézniajaca
agonist¢ od antagonisty jest tzw. aktywnoS¢ wewnetrzna zwiazku, czyli zdolno$¢ do
aktywacji receptora (Nowak i Zawilska, 2004). Wiazanie przez receptory jadrowe czasteczek
sygnalowych 1 modulowanie w wyniku tego procesu aktywnoSci receptoréw,
wykorzystywane jest w farmakologii 1 medycynie jako potencjalne narzedzie w walce m.in. z
chorobami nowotworowymi i w  réznego rodzaju terapiach hormonalnych (Laudet i
Gronemeyer, 2002).

Do rodziny receptoréw jadrowych zalicza si¢ receptory hormondéw steroidowych
kregowcow: glukokortykoidéw (GR) (Hollenberg i wsp., 1985), estrogenéw (ER) (Green i
wsp., 1986), progesteronu (PR) (Conneely i wsp., 1986), mineralokortykoidéw (MR) (Patel i
wsp., 1989), androgenéw (AR) (Chang i wsp., 1988) oraz inne receptory jadrowe hormonéw,
takich jak receptory hormonéw tarczycy (TR) (Weinberger i wsp., 1996), 1,25-
dihydroksywitaminy D3 (VDR) (Baker i wsp., 1988), kwasu catkowicie-trans-retinowego
(RAR) (Giguere i wsp., 1987) oraz kwasu 9-cis-retinowego (RXR) (Mangelsdorf i wsp.,
1990). Do rodziny receptoréw jadrowych nalezy takze produkt genu EcR u owadéw, receptor
wigzacy jedyny znany hormon steroidowy stawonogéw (20-hydroksyekdyzon) (EcR)
[NRIHIJ (Koelle i wsp., 1991). Ligandami receptorow jadrowych moga byé réwniez
pochodne metabolitéw, takich jak np. prostaglandyny, kwasy tluszczowe, farnezol czy
cholesterol. Bialka te moga ponadto odpowiada¢ na sygnaly pochodzenia niehormonalnego
od kinaz biatkowych lub cytokin (Denner i wsp., 1990; Weigel, 1996; Tremblay i wsp., 1999;
de Urquiza i wsp., 2000; Repa i Mangelsdorf, 1999; Speirs i wsp., 2000; Yamamoto i wsp.,
2001; Laudet i Gronemeyer, 2002). Receptory jadrowe, dla ktérych nie znaleziono liganda
naleza do klasy tzw. receptoréw ,,sierocych™ (ang., orphan receptors) (Sladek i wsp., 1990;
Sher i wsp., 1993; Seol i wsp., 1995; Enmark i Gustafsson, 1996; Laudet i Gronemeyer,
2002). Wystepuja one zaréwno u prymitywnych nicieni (Caenorhabditis elegans) (Kostrouch
1 wsp., 1995), owadéw (Segraves, 1994), jak 1 u kregowcéw (Mangelsdorf i Evans, 1995).
Pomimo iz czasteczki sygnalowe dla tych receptoréw nie sa znane, biatka te biorg udziat w
regulacji rozwoju organizmu. Sa one ekspresjonowane w réznych stadiach zycia i jak
zaobserwowano, wylaczenie ich genéw prowadzi do zaburzen prawidiowych funkcji w tych
procesach (Segraves, 1994; Kostrouch 1 wsp., 1995). Istnieje poglad, ze receptory jadrowe

wyeluowaty od wspdlnego ,.sierocego” przodka, a nastepnie dopiero péZniej wyksztalcity

3 W nawiasie podano numer identyfikacyjny EcR wynikajacy z klasyfikacji i systemu nazewnictwa
zaproponowanego przez Komitet Nomenklatury Receptoréw Jadrowych (ang., Nuclear Receptors Nomenclature
Committee) w 1999 roku.
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zdolno$¢ wigzania zwigzkéw sygnatowych (Escriva i wsp., 1997). Tym niemniej, tak dtugo
jak ligandy dla uprzednio sklasyfikowanych jako sieroce receptoréw sa identyfikowane, nie
mozna wykluczyé, ze wszystkie receptory jadrowe moga posiada¢ odpowiednie ligandy.
Mozliwe jest réwniez, ze pewna grupa receptoréw sierocych funkcjonuje w komérkach jako
konstytutywne koaktywatory lub korepresory transkrypcji (Laudet i Gronemeyer, 2002).
Postep jaki dokonat si¢ w ciagu ostatnich lat w dziedzinie odkrywania nowych genéw
receptorow i jednoczesnie bogactwo ich nazw sprawily, ze dotychczasowe oznaczenia
stawaty si¢ coraz bardziej zawite i wprowadzaty chaos w klasyfikacji receptoréw. Istnienie
kilku nazw dla tego samego genu stanowi wazny problem w przypadku receptoréw sierocych,

ktore czesto nie moga by¢ scharakteryzowane pod wzgledem petnionych funkcji.

TR

RAR

PPAR 1
EcR

VDR

NGFI-B ] 4

NURR1
ER
ERR
GR

MR 3
PR
AR

SF1 —5

FTZ-F1

GCNF 6
HNF4

RXR 2

Usp

COuP

Rys.3.1. Schemat drzewa filogenetycznego nadrodziny receptoréw jadrowych.

1 U L
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Zamieszczony uproszczony schemat nie obejmuje wszystkich biatek nalezgcych do przedstawionych
szesciu podgrup. Podrodzina pierwsza obejmuje receptory tworzace heterodimery z RXR lub Usp*, do
grupy tej nalezy réwniez receptor RevErb; druga to receptory z grupy RXR; trzecia obejmuje receptory
hormonéw steroidowych oraz ERR; do czwartej nalezy podgrupa NGFI-B; piatg stanowig receptory
sieroce grupy SF1; szésta - GCNF. Receptory, ktére posiadajg tylko jedng z dwdch zachowanych
ewolucyjnie domen (domene wigzacg DNA lub domene wigzacq ligand) zostaty przyporzadkowane do
podrodziny 0 (siédmej), nie uwzglednionej na schemacie. W tej grupie znajdujg sie receptory
pozbawione klasycznej domeny wigzacej DNA lub klasycznej domeny wigzacej ligand. Schemat
wykonano na podstawie Nuclear Receptors Nomenclature Committee (1999) oraz Renaud i Moras
(2000). Regularne uaktualnienia  zamieszczane @ sg na  stronie  hitp:/www.ens-
lyon.fr/LBMC/laudet/nomenc.htm! (Laudet i Gronemeyer, 2002).

4 Skréty nazw receptoréw, ktére nie zostaty dotad wprowadzone, wyjasniono w spisie skrotow.
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Na podstawie zdeponowanych w bazach informatycznych sekwencji ¢cDNA receptoréw
jadrowych skonstruowano dotychczas kilka tzw. ,drzew filogenetycznych” (Amero i wsp.,
1992; Laudet i wsp., 1992; Detera-Wadleigh i Fanning, 1994). W roku 1999 postanowiono
uporzadkowaé zgromadzone dane i1 wprowadzono ujednolicony system nazewnictwa
nadrodziny receptor6w jadrowych, uzywany do dnia dzisiejszego (Nuclear Receptors
Nomenclature Committee, 1999). Wedlug tego systemu, receptory jadrowe podzielono na
siedem podrodzin (Rys.3.1.). Receptory, ktére posiadaja tylko jedna z dwoch zachowanych
ewolucyjnie domen (domen¢ wiazacag DNA lub domen¢ wiazaca ligand) zostaty dodatkowo
przyporzadkowane do podrodziny O, nie uwzglednionej na Rysunku 3.1.. W tej grupie
znajduja si¢ receptory pozbawione klasycznej domeny wiagzacej DNA lub klasycznej domeny
wiazacej ligand (Renaud i Moras, 2000). Do tej pory zidentyfikowano 21 genéw receptoréw
jadrowych w genomie Drosophila melanogaster (Adams i wsp., 2000; Rubin i Lewis, 2000) i
ponad 270 w Caenorhabditis elegans (C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Sluder i
Maina, 2001). Szacowanie liczby genéw receptoréw jadrowych w genomie cztowieka (Venter
i wsp., 2001; Sachidanandam i wsp., 2001), wykonane na podstawie analiz filogenetycznych i
poréwnania sekwencji, wykazato obecnoS¢ u Homo sapiens 49 genéw receptoréw i 3
pseudogenéw (Robinson-Rechavi i wsp., 2001). Interesujacy jest fakt, iz nie znaleziono dotad
liganda dla zadnego z poznanych receptoréw jadrowych nicieni. Godna uwagi jest tez
wyjatkowa liczba genéw (ponad 270(!)) jak na tak prymitywny organizm, jakim jest C.
elegans. Sugeruje sig, iz tak niespotykane zréznicowanie rodziny receptoréw jadrowych u
nicieni moze by¢ wynikiem ewolucyjnej adaptacji Srodowiskowej (Sluder i Maina, 2001).
Fenomen ten moze mie¢ znaczenie w tworzeniu farmaceutykéw i w doktadnym poznaniu
tych pasozytéw (Enmark i Gustafsson, 2001).

Wsréd receptoréw jadrowych wyréznia si¢ wiele podtypéw i izoform dla
poszczegdlnych rodzajéw biatek. Przyktadowo w komdérkach mysich, ekspresjonowany jest
TRo (izoformy ol, 02, a3), TRB (Wood i wsp., 1991), RARaq, B, y (izoformy 1, 2 dla
wszystkich podtypéw 1 dodatkowo 3, 4 dla RARY) (Pemrick i wsp., 1994) oraz RXRa, B, ¥
(Mangelsdorf i wsp., 1992; Pemrick i wsp., 1994). W komérkach ludzkich obok ERo (Green i
wsp., 1986), wystepuje ERB (Mosselman i wsp., 1996). Oba podtypy biatek receptora
estrogenowego nie sg izoformami lecz odrebnymi biatkami kodowanymi przez rézne geny
(Ogawa i wsp., 1998). Ponadto ekspresjonowanych jest wiele izoform receptoréw sierocych
takich jak np. FTZ-F1 (ang., fushi tarazu factor 1) z Drosophila melanogaster (Lavorgna i

wsp., 1993). Poszczegdlne izoformy receptoréw powstaja w wyniku alternatywnego sktadania
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(ang., splicing), wykorzystywania rdznych promotoréw oraz réznych miejsc inicjacji
translacji (Gronemeyer 1 Laudet, 1995). Jak zaobserwowano, podtypy i izoformy moga by¢ w
sposéb specyficzny ekspresjonowane w réznych typach komdrek, stadiach rozwojowych
organizmu, co sugeruje, iz moga peini¢ odmienne role fizjologiczne (Lavorgna i wsp., 1993;
Gronemeyer i Laudet, 1995; Luo i wsp., 1996; Keightley, 1998). Ponadto uwaza sie, ze
réznorodno§¢ form receptoréw moze wynika¢ z tkankowej, genowej i rozwojowej
specyficznosci zlozonego dziatania hormonéw (Kuiper i wsp., 1996; Mansen i wsp., 2001;
Cheng i1 wsp., 2001). Podtypy 1 izoformy moga réwniez posrednio lub bezposrednio
oddzialywa¢ ze soba, co pokazano wykonujac eksperymenty blokowania gendéw (ang.,
knockout), w ktérych aby uzyska¢ wyrazna zmiane¢ fenotypu blokowano transkrypcje genéw
kilku izoform. Ten aspekt rdéznorodnosci izoform lub podtypéw receptoréw generujacy
rozmaito§¢ odpowiedzi na okreSlony hormon zilustrowano dobrze na przykiadzie mysich

TRo i TRP (Gauthier 1 wsp., 1999; Mansen 1 wsp., 2001).

3.2.2. Budowa domenowa receptoréw jgdrowych

Receptory jadrowe zbudowane sg z 5-6 regionéw (od A do F), posiadajacych strukture
modularng (Rys.3.2.) (Krust 1 wsp., 1986; Laudet i Gronemeyer, 2002).

Region A/B obejmuje N-koniec faricucha polipeptydowego i posiada najmniejszy
stopien homologii sekwencji w rodzinie. Nie jest on zachowany w toku ewolucji nawet w
obrebie izoform danego receptora. Region ten nalezy do najbardziej zmiennych pod
wzgledem sekwencji pierwszorzgdowych oraz dlugosci, ktéra waha sie od 23 reszt
aminokwasowych w receptorze VDR do 602 w MR (Krust i wsp., 1986; Arriza i wsp., 1987).
W wyniku wykorzystywania réznych promotoréw, alternatywnemu skiadaniu wczesnych
transkryptéw oraz wyborowi réznych miejsc inicjacji startu translacji, dochodzi do
powstawania réznych subtypow i izoform receptoréw jadrowych (Tora i wsp., 1988; Nagpal i
wsp., 1992). Region A/B posiada reszty aminokwasowe wazne dla aktywacji transkrypcji
docelowych genéw. Tworzg one domeng¢ transaktywacyjna 1 (AF-1, ang., activation function
I lub TAF-1, ang., transactivation function 1), ktéra jest odpowiedzialn za aktywacje
transkrypcji niezaleznie od obecnosci liganda i specyficznie dla réznych izoform receptoréw
(Hollenberg i Evans, 1988; Tora i wsp., 1988; Tora i wsp., 1989; Bocquel i wsp., 1989;
Sartorius 1 wsp., 1994; Laudet i Gronemeyer, 2002). Jak do tej pory nie jest znana struktura

trzeciorzedowa tego regionu; réwniez szacowanie zawartoSci struktury drugorzedowej
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sprawia duzo klopotéw, ze wzgledu na ztozone wlasciwosci tego obszaru. Jednakze badania
NMR i pomiary dichroizmu kotowego (CD, ang., circular dichriosm) pokazaty, ze region
AF-1 receptora GR oraz N-koricowe regiony ERo i ERP sa w roztworze wysoce
nieuporzadkowane (Dahlman-Wright i wsp., 1995; Wiarnmark i wsp., 2001). Ponadto
eksperymenty ograniczonej proteolizy przeprowadzone na receptorze PR réwniez ujawnity
brak zdefiniowanej struktury dla tego izolowanego regionu (Birnbaumer i wsp., 1983; Bain i
wsp., 2000). Uwaza si¢ jednak, ze te izolowane fragmenty, chociaz ubogie w struktury
wyzszych rzedéw, moga by¢ stabilizowane w kontekScie calego nienaruszonego receptora
(Wirnmark i wsp., 2003). Swiadczy¢ o tym moga chociazby badania wykonane na regionie
N-koncowym PR, ktéry, jak pokazano, byl bardziej ustrukturyzowany, kiedy zostat
wyekspresjonowany razem z domena wiazaca DNA. Swiadczy to o wystgpowaniu
allosterycznych efektow lub wewnatrz-czasteczkowych oddzialywan w biatku (Bain i wsp.,
2000; Bain i wsp. 2001). Podobne obserwacje uzyskano dla GR (Kumar i wsp., 1999).
Wydaje sig, ze dla aktywacji transkrypcji istotne sa hydrofobowe reszty regionéw AF-1 dla
GR (Almlof 1 wsp., 1995). Co wigcej, jak pokazaty pomiary CD i spektroskopii NMR regionu
AF-1 GR w obecnosci trifluoroetanolu (TFE), czynnika silnie stabilizujacego struktury
o-helikalne, domena ta wykazywata znaczacg o-helikalng charakterystyke (Dahlman-Wright i
wsp., 1995). Aktywacja transkrypcji genéw zachodzi najprawdopodobniej w wyniku
oddzialywania m.in. z innymi czynnikami transkrypcyjnymi i/lub koregulatorami. Pokazano,
ze kilka réznych koaktywatorow moze wigzac si¢ z regionem AF-1 receptoréw jadrowych,
przyktadowo TBP (ang., TATA-binding protein), CBP (ang., CREB-binding protein) i DRIP
(ang., vitamin D receptor-binding protein complex) bezposrednio oddzialywuja z domenag
AF-1 GR (Ford i wsp., 1997; Henriksson i wsp., 1997; Almlof i wsp., 1998; Hittelman i wsp.,
1999), jednakze strukturalne podstawy tych oddzialywan nie sa dobrze poznane. Postuluje sie,
ze formowanie struktury drugorzedowej w regionie obejmujacym AF-1 jest istotnym krokiem
w aktywacji transkrypcji (Dahlman-Wright i wsp., 1995; Wiarnmark i wsp., 2001). W obrebie
domeny AF-1 znajduje si¢ ponadto wiele miejsc ulegajacych fosforylacji (Shao i Lazar,
1999). Mozliwe jest, ze fosforylacja regionu AF-1 indukuje prawidlowa konformacje domeny
transaktywacyjnej, jednak molekularne i funkcjonalne aspekty tego procesu nie sg jeszcze do
korca zrozumiale i poznane. Podobnie z reszta, jak i synergizm tego regionu z drugim
obszarem wykazujacym aktywno$¢ transaktywacyjng zalezng od liganda, znajdujacym sie w
domenie wigzacej ligand (region E receptoréw jadrowych) (Laudet i Gronemeyer, 2002;

Wirnmark i wsp., 2003).
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Regiony

Najwazniejsze funkcje:

Aktywacija transkrypcji
niezalezna od liganda s
zalezna od liganda

Wiazanie DNA —
Wiazanie liganda
Dimeryzacja

Wiazanie koaktywatoréow —_— —_—
Wiazanie korepresorow — _—
Lokalizacja jadrowa (NLS)

Rys.3.2. Schemat strukturalnej i funkcjonalnej organizaciji receptora jadrowego.

Receptory jgdrowe wykazujg modularng budowe. Zbudowane sg z sze$ciu regionéw. Poczgwszy od
N-konica wyrdéznia sie: region A/B, ktérego dtugos¢ jest rézna dla poszczegdlnych biatek oraz dla
ré6znych izoform tego samego receptora; C - domene wigzacg DNA (DBD); D - zmienny region
zawiasowy; E - domene wigzaca ligand (LBD). Na C-koncu niektérych receptoréw znajduje sie region
0 zmiennej dtugosci i nieznanej funkcji (F). Liniami poziomymi pod schematem receptora zaznaczono
regiony, ktére sg odpowiedzialne za wymienione po lewej stronie funkcje, przy czym ich dtugos¢ nie
jest zwigzana z wielko$cig danego fragmentu biatka posredniczacego w danej funkcji. Pozostate
oznaczenia: AF-1 i AF-2, funkcje aktywacji transkrypcji niezaleznej i zaleznej od ligandu; CTE, C-
koncowe wydtuzenie DBD; NLS, sekwencje sygnatu lokalizacji jgdrowej. Wiecej szczegétéw podano
w tekscie. Schemat wykonano na podstawie Renaud i Moras (2000) i Laudet i Gronemeyer (2002).

Region C jest regionem o najwyzszym stopniu homologii sekwencji si¢gajacej S0% w
rodzinie receptoréw jadrowych (Gronemeyer i Laudet, 1995; Evans, 1988; Laudet i
Gronemeyer, 2002). Jest on odpowiedzialny za specyficzne rozpoznawanie sekwencji
regulatorowych DNA oraz dimeryzacj¢ receptorOw na DNA (Green i wsp., 1988;
Khorasanizadeh i Rastinejad, 2001; Laudet i Gronemeyer, 2002). Region ten zwany jest
réwniez domeng wigzaca DNA (DBD; ang., DNA-binding domain). Zbudowany jest on z
okoto 66 reszt, w tym z o$Smiu zachowanych reszt cysteinylowych wigzacych tetraedrycznie
dwa jony cynku (Freedman i wsp., 1988; Baumann i wsp., 1993). W ten sposéb tworzone sg

charakterystyczne dla tej grupy bialek struktury trzeciorzgdowe zwane ,,modutami

24



Rozdziat 3 Wstep

cynkowymi” typu Cysg (Berg i Shi, 1996; Laudet i Gronemeyer, 2002). Ponadto, tuz za
drugim modulem cynkowym znajduje si¢ tzw. C-koficowe przedtuzenie (lub wydtuzenie)’
domeny (CTE; ang., C-terminal extension), w sklad ktérego wchodzi wiele reszt zasadowych.
Region CTE, jak pokazano, odpowiedzialny jest m.in. za dimeryzacje i oddzialywanie
receptoréw sierocych oraz tworzacych heterodimery z sekwencjami DNA (Khorasanizadeh i
Rastinejad, 2001) (3.3.2.).

Region D zwany jest réwniez regionem ,,gigtkim”, ,,zawiasowym” (ang., hinge region).
Wykazuje on duza zmienno$¢ sekwencji aminokwasowej i dlugosci taricucha
polipeptydowego. Jego N-koniec stanowi region CTE, ktéry ze wzgledu na peinione funkcje
formalnie przypisywany jest czesto do domeny DBD (region C). Funkcja regionu D receptora
jest zmienna i obejmuje m.in. reszty zaangazowane w oddzialywania z biatkami szoku
termicznego (Hsp; ang., heat shock protein), bedacymi skladnikami wielopodjednostkowych
komplekséw czaperonéw (Evans, 1988; Tsai i O’Malley, 1994; Zhang i wsp., 1994),
lokalizacj¢ jadrowa (3.2.3.), czy tez regulacje transkrypcji (Picard i Yamamoto, 1987;
Hollenberg 1 Evans, 1988; Laudet i Gronemeyer, 2002). Wydaje si¢, ze region D pelni role
tzw. ,lacznika”, umozliwiajac domenie wiazacej DNA i domenie wiazacej ligand
przyjmowanie réznych konformacji bez stwarzania dodatkowych sterycznych przeszkéd
(Laudet i Gronemeyer, 2002).

Region E jest niezmiernie waznym i jednocze$nie najbardziej zlozonym funkcjonalnie
fragmentem receptora. Tworzy on wysoce ustrukturyzowana domen¢ wiazaca ligand (LBD;
ang., ligand-binding domain). Region E odpowiedzialny jest m.in. za zalezna od liganda
aktywacje (AF-2 lub TAF-2), zalezna od liganda lokalizacj¢ jadrowa, oddzialywania z
biatkami Hsp, tworzenie gioéwnej plaszczyzny dimeryzacyjnej, oraz czesto funkcje
represorowe (Tsai 1 O’Malley, 1994; Gronemeyer i Laudet, 1995; Chambon, 1996; Moras i
Gronemeyer, 1998). Uzyskane liczne struktury krystaliczne wolnego regionu E lub w
obecnoSci  agonistow, antagonistéw lub peptydéw koregulatorowych, umozliwity
szczegbtowy wglad w powiazania strukturalno-funkcjonalne w odpowiedzi receptora na
zwiazanie czasteczki sygnalowej (Renaud i Moras, 2000). Pierwsze struktury trzeciorzedowe
LBD uzyskano dla wolnego RXRo, RARyYy w kompleksie z kwasem catkowicie-trans-
retinowym i zwiazanym z agonista TR (Bourguet i wsp., 1995; Renaud i wsp., 1995;
Wagner i wsp., 1995). Niezwigzane z ligandem receptory okresla si¢ czgsto w literaturze jako

forme¢ apo-, natomiast kompleks receptor-ligand jako forme¢ holo- (Laudet i Gronemeyer,

W dalszej czesci pracy region CTE okreslany jest jako C-koricowe wydtuzenie DBD.
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2002). Otrzymane struktury pokazuja, ze apo- i holo- LBD wykazuja zblizone zwiniecie
(ang., fold). Co wigcej, analizy poréwnawcze struktur pierwszorzedowych wszystkich
znanych LBD oparte na otrzymanych pierwszych strukturach krystalicznych, jak i p6Zniejsze
uzyskane struktury innych LBD receptoréw jadrowych wydaja si¢ to potwierdza¢ (Wurtz i
wsp. 1996; Renaud 1 Moras, 2000). Ogdlna architektura LBD receptoréw sktada sie z tzw.
tréjwarstwowej o-helikalnej ,.kanapki” (ang., three-layered o-helical sandwich). Do innych
elementéw naleza: struktura ,,3-szpilki do wloséw” (ang., S-hairpin) oraz petle taczace o
zmiennej dlugosci. W skiad LBD wchodzi 12 o-helis (od H1 do H12, odpowiednio)
tworzacych hydrofobowa kieszen wiazaca ligand (Wurtz i wsp. 1996; Brzozowski i wsp.,
1997; Renaud i Moras, 2000; Laudet i Gronemeyer, 2002). Jak pokazaly struktury form apo- i
holo- oraz badania biochemiczne, zwiazanie liganda indukuje zmian¢ konformacyjna,
giéwnie w obregbie C-koricowej H12. Helisa ta przesuwa si¢ w kierunku rdzenia LBD, co
powoduje zamkniecie hydrofobowej kieszeni ze zwiazanym ligandem i tym samym wptywa
na stabilizacj¢ uformowanego kompleksu, tworzac dodatkowe oddziatywania z ,,uwieziong”
czasteczka sygnalowa. Jest to w duzym uproszczeniu mechanizm tzw. ,,putapki na mysz”
(ang., mouse trap mechanism) (Egea i wsp., 2000). Ponadto w skiad H12 wchodza reszty
odpowiedzialne za aktywacje transkrypcji (funkcja AF-2) oraz wiazanie koaktywatoréw
(Chambon, 1996; Moras 1 Gronemeyer, 1998; Laudet i Gronemeyer, 2002). Badania
strukturalne pokazaty, ze po zmianie konformacyjnej zamykajacej kieszeri, H12 tworzy wraz
z innymi eksponowanymi z otoczenia resztami hydrofobowa szczeline, ktéra wigze krétki o-
helikalny tzw. ,motyw LXXLL” (gdzie L oznacza leucyn¢ a X inny dowolny aminokwas)
obecny w sekwencji koaktywator6w, np. w TIF2 (ang., transcription intermediary factor)
czy GRIP1 (ang., GR-interacting protein) (Le Douarin i wsp., 1996; Heery i wsp., 1997,
Torchia i wsp., 1997; Ding i wsp., 1998; Shiau i wsp., 1998; Savkur i Burris, 2004). Niektére
receptory moga funkcjonowac réwniez jako zwigzane z DNA represory transkrypcji. Ten
fenomen pojawia si¢ w nieobecnoSci agonistéw, moze by¢ ,,wzmocniony” pewnymi
antagonistami i jest zwigzany z wigzaniem korepresoréw. Wiazanie korepresoréw ma miejsce
na powierzchni apo-LBD i jest podobne do wiazania koaktywatoréw, lecz posredniczy w nim
motyw tzw. ,kasety CORNR” (ang., CoRNR-box) wystepujacy w sekwencjach korepresoréw,
ktére wiaza si¢ do plaszczyzny topologicznie odpowiadajacej oddziatywaniom z
koaktywatorami (Hu i Lazar, 1999; Nagy i wsp., 1999; Perissi, 1999). Po zwiazaniu liganda

zmiany konformacyjne powoduja odiaczenie kompleksu korepresoréw, umozliwiajac
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werbowanie koaktywator6w i w konsekwencji aktywacje transkrypcji (3.2.4.) (Egea i wsp.,
2000).

Region F umiejscowiony jest przy C-korcu tadcucha polipeptydowego i jego rola nie
jest do konica poznana. Nie wystepuje on we wszystkich receptorach jadrowych. Sugeruje si¢
jednak, ze obszar ten moze mie¢ znaczenie w werbowaniu i determinacji specyficznosci
wigzania koaktywatoré6w do domeny LBD (Peters i Khan, 1999; Sladek, 1999) oraz za
odréznianie agonistycznych i antagonistycznych ligandéw (Nichols i wsp., 1998; Peters i
Khan, 1999). Sekwencja regionu F bierze udzial w wigzaniu hormonu w przypadku
receptoréw AR, GR i1 PR, natomiast delecja tego obszaru w receptorze ER, jak si¢ wydaje, nie
wplywa na jego aktywnoS¢ wiazaca (Kumar, 1987). Co jest interesujace, region ten jest
réwniez celem modyfikacji potranslacyjnych, co dodatkowo podkresla kompleksowos¢ i
ztozono$¢ odpowiedzi receptora jadrowego na sygnat (Laudet i Gronemeyer, 2002).

Do rodziny receptoréw jadrowych zalicza si¢ ponadto receptory o nietypowej budowie,
odmiennej od wczesniej zaprezentowanej. Zostaly one przyporzadkowane, o czym juz
wspomniano wczesniej (3.2.1.), do podrodziny 0. Receptory te posiadaja tylko jedng z dwéch
zachowanych ewolucyjnie domen - domen¢ wiazaca DNA lub domene wiazaca ligand
(Renaud i Moras, 2000). Przykladowo, ludzkie biatko DAXI1 (ang., dosage-sensitive sex
reversal adrenal hypoplasia congenita critical region on the X chromosome gene-1) zawiera
klasyczna LBD, natomiast pozbawione jest ono typowej DBD. Receptor ten jest receptorem
sierocym, poniewaz nie jest dotad znany jego ligand. Jego DBD zbudowana jest z
powtérzonego trzykrotnie motywu o diugosci okolo 68 reszt aminokwasowych,
posiadajacego zachowane reszty cysteinylowe, jednakze nie tworzace klasycznych motywéw
cynkowych (Zanaria i wsp., 1994). DAX-1 wiaze si¢ z DNA rozpoznajac struktury ,,szpilek
do wloséw” (ang., hairpin) bez silnej specyficznosci sekwencji (Zazopoulos i wsp., 1997),
dzialajac jako silny represor transkrypcyjny w szlakach przekazywania sygnatéw z udziatlem
hormonéw steroidowych. Ponadto, receptor ten moze wigza¢ si¢ do zaktywowanych
receptor6w, np. do LBD/AF-2 poprzez motyw ,LXXLL” lub funkcjonowaé sam jako
korepresor lub tez bra¢ udziat w oddzialywaniach z innymi korepresorami (Willson i Moore,
2002; Holter i wsp., 2002; Lalli i Sassone-Corsi, 2003; Song i wsp., 2004).

Pomimo, ze receptory jadrowe wykazuja modularng budowe, skladajaca sie z
autonomicznych domen, badania pokazaly, ze danemu regionowi mozna przypisaé¢ wiele
funkcji (Wong 1 wsp., 1993; Xu i wsp., 1996) i niejednokrotnie pelniona funkcja nie jest
ograniczona wylacznie do danego fragmentu biatka (Laudet i Gronemeyer, 2002), dlatego

zaprezentowany schemat organizacji receptoréw jadrowych nalezy traktowaé umownie
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wylacznie jako ogdlny wglad w architekture receptora, a nie jako jego szczegétowa mape
funkcjonalna.

Jak dotad nie udato si¢ uzyskac struktury trzeciorzedowe;j caiyéh receptoréw, z uwagi na
duze trudnosci z ich ekspresja i oczyszczaniem. Dlatego tez badania konformacyjne obejmuja

wylacznie izolowane domeny receptorow.

3.2.3. Lokalizacja jgdrowa receptorow jgdrowych

Jak juz wspomniano wcze$niej, receptory jadrowe zlokalizowane sa przede wszystkim
w jadrze komérkowym, jednakze w przypadku receptoréw GR i MR stwierdzono lokalizacje
w nieobecno$ci odpowiednich ligandéw giéwnie w cytoplazmie. Dopiero po zwigzaniu
czasteczek sygnalowych nastgepowata ich translokacja do jadra (Wikstrom i wsp., 1987,
Robertson i wsp., 1993; Baumann 1 wsp., 1999). Ponadto pokazano, ze VDR obecny jest w
przewazajacej formie w jadrze, jednakze w nieobecnosci liganda jego frakcja
cytoplazmatyczna jest znaczaca. Udzial jadrowego VDR wzrasta w obecno$ci hormonu
(Haussler 1 wsp., 1997). Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja receptoréw jest zatem rezultatem
réwnowagi dynamicznej. Receptory jadrowe w sposéb ciagly przemieszczaja si¢ z jadra do
cytoplazmy oraz sg aktywnie transportowane z powrotem do jadra, co okre§lane jest jako tzw.
ang., ,,shuttling” (Guiochon-Mantel i wsp., 1996; Melchior i Gerace, 1995; Defranco i wsp.,
1995; Laudet i Gronemeyer, 2002). W selektywnym transferze makroczasteczek pomiedzy
jadrem a cytoplazmg poSrednicza rozpuszczalne biatka pelniace funkcje receptorowe, ktére
oddzialuja ze skladnikami kompleksu por jadrowych, w celu translokacji swoich
specyficznych tadunkéw (ang., cargo) (Fried i Kutay, 2003). O jadrowej lokalizacji
receptorow decyduja sekwencje bedace sygnatami lokalizacji jadrowej (NLS; ang., nuclear
localization signal), ktore, jak si¢ uwaza, sg rozpoznawane przez biatka transportujace. Biatka
zawierajace NLS oddzialywuja z o-importynami, ktére nastgpnie wiaza si¢ do B-importyn;
obie importyny sa bialkami transportowymi przenoszacymi ladunki (biatka z NLS) przez
kompleksy por jadrowych i uwalniajacymi je w jadrze (Gorlich i wsp., 1995; Pollard i wsp.,
1996). NLS stanowia krétkie sekwencje o duzej zawartoSci zasadowych reszt arginylowych
ilizylowych (Gronemeyer i Laudet, 1995; Melchior 1 Gerace, 1995; Wente, 2000). Co jest
interesujace, NLS nie wykazuja wysokiego stopnia zachowania sekwencji aminokwasowych
w toku ewolucji. Przyktadowo antygen T wirusa SV40 posiada klasyczna pojedyncza
sekwencje NLS, PKKKRKYV, podczas gdy nukleoplazmina zawiera dwucz¢$ciowy NLS,
KRPAATKKAGQAKKKK, rozdzielony dziesigcioma resztami aminokwasowymi (Kalderon
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i wsp., 1984; Colledge i wsp., 1986; Robbins i wsp., 1991). Posréd zidentyfikowanych
sekwencji sygnatlowych w receptorach jadrowych, NLS PR jest podobny do obecnego w
antygenie T wirusa SV40 (Guiochon-Mantel i wsp., 1989; Guiochon-Mantel i wsp., 1996).
Sekwencje NLS receptoréw jadrowych niezalezne od wiazania liganda znajduja si¢ m.in. w
regionie obejmujacym CTE DBD i fragment D. Natomiast NLS zalezny od czasteczki
sygnatlowej wystepuje w LBD (Rys. 3.2.) (Guiochon-Mantel i wsp., 1989; Gronemeyer i
Laudet, 1995; Guiochon-Mantel 1 wsp., 1996; Michigami i wsp., 1999). W przypadku VDR
stwierdzono réwniez obecno$¢ NLS w sekwencji migdzy dwoma motywami cynkowymi w
obrgbie DBD (Hsieh i wsp., 1998). Sygnat lokalizacji jadrowej jest wigc ztozony i obejmuje
kilka fragmentéw zawierajacych ciag zasadowych reszt aminokwasowych. Dopiero w wyniku
ich kooperatywnego dzialania moze zachodzi¢ wydajny transport receptora do jadra

(Guiochon-Mantel i wsp., 1996; Michigami i wsp., 1999).

3.2.4. Rearanzacja chromatyny i inicjacja transkrypcji z udziatem receptoréw
jadrowych

Proces inicjacji transkrypcji, w ktérej dochodzi m.in. do rearanzacji i modyfikacji
chromatyny, jest niezbednym warunkiem dziatania receptoréw jadrowych, w konsekwencji
prowadzacym do ekspresji informacji genetycznej. Jest on procesem zlozonym i
skomplikowanym. Postep jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w tej dziedzinie badania
receptordw pozwolil na identyfikacje¢ wielu czynnikéw bioracych udzial w tym procesie i
zaproponowanie wielu modeli oraz mechanizméw modulacji aktywacji transkrypcji (Lee i
Lee Kraus, 2001; Stallcup, 2001; Dilworth i Chambon, 2001; Hebbar i Archer, 2003).
Zaprezentowany ponizej uproszczony mechanizm inicjacji transkrypcji opisany zostat w
publikacji przegladowej Renaud i Moras (2000) i zamieszczono go we Wstepie niniejszej
pracy w celu ogélnego przedstawienia pogladu na role receptoréw jadrowych w koordynacji
zaleznej od hormonu modulacji ekspresji genéw.

Powszechnie uwaza si¢, ze receptory jadrowe aktywuja transkrypcje w obecnosci
liganda. Z drugiej jednak strony, niektdre receptory tworzace heterodimery z RXR takie jak,
RAR, czy TR w nieobecnosci czasteczki sygnalowej dzialajg jako tzw. ,,wygaszacze” (ang.,
silencers), hamujac podstawowa transkrypcje (Burcin i wsp., 1994; Bendik i Pfahl, 1995;
Horlein 1 wsp., 1995; Nagy 1 wsp., 1997; Renaud i Moras 2000). Dawniej uwazano, ze w celu
uzyskania aktywacji transkrypcji docelowych genéw, receptory jadrowe bezposrednio

oddziatuja z giéwnymi czynnikami transkrypcji (GTF; ang., general transcription factors)
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(takimi jak: TFIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF 1 TFIIH), aby utworzy¢ razem z polimeraza
RNA II tzw. kompleks ,,preinicjacyjny” (PIC; ang., preinitiation complex) (Roeder, 1996).
Jednakze badania prowadzone w ciggu ostatnich lat doprowadzity do odkrycia dodatkowych
czynnikéw towarzyszacych receptorom jadrowym i wptywajacych na transkrypcje, o ktérych
to juz wczeSniej wspomniano, mianowicie koaktywatoréw i korepresoréw (Torchia i wsp.,
1997; Renaud i Moras, 2000; Wiarnmark 1 wsp., 2003). Niekt6re apo-receptory (oraz niektére
receptory steroidowe zwigzane z antagonistami) moga oddzialtywaé z korepresorami takimi
jak np. NCoR (ang., nuclear receptor corepressor) lub SMRT (ang., silencing mediator for
retinoic acid and thyroid hormone receptors) stanowigcymi cze$¢ wigkszych komplekséw
posiadajacych aktywno$¢ deacylazy histonowej (HDAC; ang., histone deacetylase), w ten
spos6b wnoszac wkiad w utrzymanie konformacji chromatyny uniemozliwiajacej wiazanie
czynnikéw transkrypcyjnych, a tym samym hamujac transkrypcje (Wade i wsp., 1997).
Krytycznym krokiem jest zwigzanie liganda, co prowadzi do odlaczenia korepresoréw i
przylaczenia z kolei koaktywator6w. Jednymi =z pierwszych zidentyfikowanych
koaktywatoréw byly biatka o masie okolo 160 kDa (stad ta klas¢ bialek nazwano rodzing
p160), wiaczajac SRC-1 (ang., steroid receptor coactivator) i TIF2/GRIP1 (Renaud i Moras,
2000). Koaktywatory rodziny pl60 posiadaja wewnetrzng aktywno$¢ acetylo-transferazy
histonowej (HAT, ang., histone acetyl-transferase activity), ale co jest bardziej istotne,
werbuja one tzw. ,integratory sygnatu”, takie jak CBP/p300, ktére réwniez wykazuja
aktywno$¢ HAT. Czynniki te oddziatujg bezposrednio z niektérymi receptorami jadrowymi;
to oddziatywanie dodatkowo wzmocnione jest poprzez obecno$¢ koaktywatoréw p160. Tak
wigc, zwigzane z DNA i z odpowiednim ligandem receptory jadrowe werbuja kompleks
czynnikéw wykazujacych aktywnoS¢ HAT, co w obecnoSci zaleznych od ATP czynnikéw
rearanzujacych chromatyne prowadzi do miejscowego jej rozwinigcia na poziomie sekwencji
promotora. W ten sposéb moze dojs¢ do utworzenia kompleksu PIC, obejmujacego czynniki
GTF i polimeraze RNA II (Renaud i Moras, 2000).

Jednakze, jak zaobserwowano, wyindukowana ligandem zmiana konformacji
chromatyny nie jest wystarczajaca, aby osiagna¢ wydajng aktywacje transkrypcji (Wong i
wSsp., 1997).  Badania  biochemiczne  doprowadzily = do  odkrycia  duzych,
wielopodjednostkowych komplekséw znanych jako tzw. ,kompleksy poSredniczace” (ang.,
mediator complexes): TRAP (ang., thyroid hormone receptor-associated protein complex) lub
DRIP, ktére prawdopodobnie wymagane sg do stabilizacji kompleksu PIC poprzez rekrutacje
C-koricowej domeny duzej podjednostki polimerazy RNA II (Fondell i wsp., 1996; Ito i wsp.,
1999; Rachez i wsp., 1999). Sugeruje si¢ wigc, ze aktywacja transkrypcji moze byé procesem
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KOMPLEKS
POSREDNICZACY; .

Represja transkrypcji Aktywacja transkrypcji

Rys.3.3. Schemat zaleznej od liganda aktywacji transkrypcji z udziatem receptoréw jgdrowych.

W nieobecnosci liganda, zwigzany ze specyficznym elementem regulatorowym heterodimer RAR/RXR
wigze kompleks zawierajgcy korepresor(y) (CoR). Nastgpnie korepresor(y) wigze inne biatka o
aktywnosci deacetylazy histonowej (HDAC), powodujgc zahamowanie transkrypcji genu. Deacetylacja
histonéw bierze udziat w utrzymywaniu zwartej struktury chromatyny podczas stanu represji.
Zwigzanie liganda (L) powoduje odtgczenie kompleksu korepresoréw, umozliwiajgc przytaczenie
koaktywatoréw (CoA) zawierajgcych biatko p160 i jedng lub wiele acetylo-transferaz histonéw (HAT).
Koaktywatory p160 wykazujg stabg aktywno$¢ HAT. Acetylacja histondw prowadzi do lokalnego
rozwiniecia chromatyny (krok 1). Nastepnie kompleks koaktywatoréw rozpada sie i zwigzany z
ligandem heterodimer werbuje kompleks posredniczacy (krok 2), ktéry bierze udziat w formowaniu i
stabilizacji kompleksu preinicjalnego (PIC), ztozonego z podstawowych czynnikéw transkrypcyjnycch
(GTF) i polimerazy RNA Il (Pol. RNA Il), prowadzac do aktywacii transkrypcji. Na podstawie Renaud i
Moras (2000).

dwuetapowym (Rys.3.3.): 1) - zwigzanie liganda prowadzi do miejscowego rozwinigcia
chromatyny poprzez acetylacj¢ histonéw w wyniku aktywnosci kompleksu HAT; 2) -
,kompleks posredniczacy” pomaga nastgpnie w stabilizacji kompleksu PIC, wzmacniajac tym
samym inicjacj¢ transkrypcji (Renaud i Moras, 2000). Wskazéwka jak pierwszy kompleks
ulega rozpadowi, pozwalajac na zwigzanie si¢ drugiemu, byly rezultaty pokazujace
wyindukowang hormonem acetylacj¢ koaktywatora ACTR (ang., histone acetyltransferase
nuclear coactivator) przez p300/CBP, prowadzaca do rozpadu kompleksu koaktywatorowego
receptor-p160 (Chen i wsp., 1999). Istnieje poglad, ze w ten sposéb receptory jadrowe,
dziatajac jako ,,przetaczniki molekularne”, nieobecno$¢ versus obecno$¢ liganda
,przetaczaja” w zahamowanie versus wzmocnienie transkrypcji genéw (Renaud i Moras,

2000).
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3.3. ODDZIALYWANIE RECEPTOROW JADROWYCH Z DNA

3.3.1. Sekwencje regulatorowe DNA wigzgce receptory jadrowe

Receptory jadrowe, o czym juz uprzednio wspomniano, modulujg transkrypcje
docelowych genéw, wiazac si¢ ze specyficznymi sekwencjami DNA zwanymi ,.elementami
regulatorowymi” lub ,sekwencjami warunkujacymi odpowiedZ na hormon” (HRE; ang.,
hormone response element) (Mangelsdorf i wsp.,1995; Evans, 1988). Sekwencje HRE
sklasyfikowano ponadto jako sekwencje wzmacniajace transkrypcje (ang., enhancer
sequences), niezaleznie od ich orientacji w stosunku do bedacego pod ich kontrolg genu
(Gronemeyer 1 Laudet, 1995). W skfad kazdego elementu regulatorowego wchodzi co
najmniej jedno tzw. ,,p6tmiejsce” (ang., half-site), tzw. ,,motywu rdzeniowego” (ang., core
recognition motif) o budowie 5’-PuGGTCA-3" (gdzie ,Pu” oznacza zasad¢ purynowa),
Sekwencja ta zwana jest rowniez w literaturze sekwencja konsensusowa lub zgodng (ang.,
consensus sequence) (Rys.3.4.). Zmiany, jakie zaszly w tym motywie w toku ewolucji
przyczynily si¢ do powstania réznych klas HRE, ktére sa specyficznie wiazane przez
receptory jadrowe (Laudet i Gronemeyer, 2002). Mutacje w sekwencji miejsca potéwkowego,
wydluzenia, duplikacje, dilugo$¢ tzw. ,odstepnika” (ang., spacer) migdzy danymi
poéimiejscami HRE oraz wzajemna ich orientacja, przyczynily si¢ do powstania rozmaitych
HRE, selektywnych dla danej klasy receptoréw (Laudet i Gronemeyer, 2002). Zmiany
ewolucyjne pozwolity naturze stworzy¢ takie HRE, ktére zapewniaja optymalne
oddzialywania pomigdzy receptorem a DNA, umozliwiajac tym samym formowanie
aktywnych fizjologicznie komplekséw receptoréw wylacznie na danym specyficznym
elemencie. W zaleznoSci od orientacji obu pdéimiejsc, elementy regulatorowe moga by¢
zorganizowane w postaci palindroméw (PAL), bezposrednich (lub inaczej prostych)
powtérzen (DR, ang., direct repeat) lub palindromami o odwrdconej orientacji (IR, ang.,
inverted repeat) (Rys.3.4.) (Glass, 1994; Laudet i Gronemeyer, 2002). W tym miejscu nalezy
podkreslié, ze jednak wigkszoS¢ naturalnie wystgpujacych elementéw stanowia tzw.
,hiedoskonale”, nazywane réwniez ,,zdegenerowanymi” (ang., degenerate), pod wzgledem
sekwencji 1 organizacji HRE, czesto bowiem jedno péimiejsce rézni si¢ jedng lub wieloma
zasadami, co dodatkowo podkresla ich zlozono$¢ 1 selektywno$¢ (Khorasanizadeh i

Rastinejad, 2001; Laudet i Gronemeyer, 2002).
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5'- QUGGTCH -3

=

(wRugarca) N, (TGACCPy )  ((RuGGICA) N,(Ruseica)  (wacteerw N, ( Pyccaet )
Palindromy Bezposrednie Odwrocone
(PALX) powtorzenia powtorzenia
(DRX) (IRX)
SYMETRIA C° 2 O LARN OS C SYMETRIA C°
HOMODIMERY HOMO- | HETERODIMERY HOMO- | HETERODIMERY
PAL3: RECEPTORY STEROIDOWE | DR1: RAR-RXR, RXR-RXR
ERE PuGGTCA PPAR-RAR
GRE PuG(G/A)ACA DR2: RXR-RAR KOMPLEKS SEKWENCJI
PALO: RECEPTORY TYROIDOWE | Dio: RYR-YDR REGULATOROWYCH
TRE PUGGTCA DRS:- RXR-RAR

Rys.3.4. Elementy regulatorowe receptoréw jadrowych.

Schemat przedstawia sekwencje konsensusowe elementéw regulatorowych rozpoznawanych przez
domeny wigzace DNA réznych receptoréw jadrowych. Duplikacja motywu rdzeniowego 5’-PuGGTCA-
3’ (gdzie ,Pu” oznacza A lub G) doprowadzita do powstania symetrycznych palindroméw (PALX),
bezposrednich powtérzern (DRX) lub odwréconych powtérzen (IRX) (zwanych takze odwréconymi
palindromami) z odstepnikami pomiedzy pétmiejscami o réznej dtugosci par zasad, co symbolizuje Ny.
N - oznacza dowolny nukleotyd, natomiast X - ilo§¢ nukleotydéw odstepnika. Strzatki symbolizujg
orientacje zgodnego motywu rdzeniowego 5-PuGGTCA-3’. PAL3 jest elementem regulatorowym
receptora estrogenowego (ERE), natomiast PALO receptora hormondéw tarczycy (tyroidowego)
(TRE). Pojedyncza mutacja w pozycji 4 sekwencji rdzeniowej (T na A) powoduje, ze PAL3 jest
rozpoznawany przez GR (ale takze przez receptory AR, PR i MR). Nalezy pamieta¢, ze wiekszo$¢
naturalnych HRE odbiega od ideatu, czesto jedno pétmiejsce rézni sie jedng lub wieloma zasadami od
drugiego, stanowigc niedoskonaty lub zdegenerowany HRE danego typu. Elementy typu DR, w
przeciwienstwie do PAL, charakteryzuje tzw. ,polarno$¢” wigzania, co przejawia si¢ niesymetrycznym
formowaniem komplekséw na DNA. Na podstawie Laudet i Gronemeyer (2002).
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Receptory jadrowe wiazg si¢ do HRE jako homodimery, heterodimery i monomery, co
jest réwniez zwigzane z architekturg i zmiennoScia HRE oraz réznicami wystepujacymi w
sekwencjach DBD i innych regionach receptora tworzacych plaszczyzny dimeryzacyjne
(Gronemeyer i1 Laudet, 1995). Na Rys.3.5. pokazano przykladowe struktury komplekséw
DBD na odpowiednich HRE. Dimeryzacja receptoréw jadrowych jest mechanizmem, ktéry
zwigksza powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania do okreslonego elementu regulatorowego.
Badania biochemiczne pokazaty, ze receptory posiadaja dwie plaszczyzny dimeryzacyjne:
jedna, staba, znajdujaca si¢ w obrebie DBD (3.3.2.) oraz druga nalezaca do LBD. Domeny
wiazace ligand dimeryzuja w roztworze, natomiast domeny wiazace DBD oddziatywaja ze
soba wyltacznie w obecnosci DNA. Uzyskane struktury krystaliczne DBD homodimeréw oraz
heterodimeréw utworzonych na DNA pozwolity zidentyfikowaé powierzchnie zaangazowane
w dimeryzacj¢ (Renaud i Moras, 2000; Khorasanizadeh i Rastinejad, 2001; Laudet i
Gronemeyer, 2002). Istotne jest to, ze DBD receptoréw jadrowych moga generowaé takie
same wzorce selektywnosci odpowiednich elementéw regulatorowych i dimeryzacji, jak
peinej diugosci receptory. Co wigcej, uwaza sig¢, ze plaszczyzna odpowiedzialna za
dimeryzacje, zlokalizowana w LBD, nie odgrywa roli w selekcji HRE lecz jedynie wpltywa
dodatkowo na stabilizacje utworzonego dimeru (Laudet i Gronemeyer, 2002). Ze wzgledu na
sposéb wigzania si¢ receptoréw jadrowych z DNA oraz rodzaj dimeryzacji, receptory jadrowe
czesto dzieli si¢ na cztery klasy: homodimery receptoréw hormonéw steroidowych (GR, ER,
AR, MR, PR), heterodimery réznych receptoréw jadrowych utworzone z RXR (RAR, TR,
VDR, NGFI-B (ang., nerve growth factor-induced protein B), LXR (ang., liver X receptor),
PPAR (ang., peroxisome proliferator-activated receptor), EcR), dimery receptoréw sierocych
(COUP-TF (ang., chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor), HNF-4 (ang.,
hepatocyte nuclear factor-4), RevErb (sierocy receptor jadrowy krggowcéw) oraz monomery
receptoréw jadrowych (NGFI-B, FTZ-FI) (Mangelsdorf i Evans, 1995; Khorasanizadeh i
Rastinejad, 2001). Receptory hormonéw steroidowych kregowcéw wiaza si¢ gléwnie jako
homodimery do elementéw palindromowych o odstgpniku dlugosci trzech par zasad
(Rys.3.4.) (Glass, 1994; Tsai i O’Malley, 1994; Mangelsdorf i wsp., 1995). W utworzonym
kompleksie, poszczeg6lne DBD zwigzane z péimiejscami HRE, oddziatuja ze sobg w obrebie
podobnych regionéw domeny, co w konsekwencji prowadzi do powstania struktury o
podwdjnej symetrii 0Siowe] () (Rys.3.5.A) (Luisi i wsp., 1991 Schwabe i wsp., 1993;
Laudet i Gronemeyer, 2002).
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Rys.3.5. Wybrane struktury krystaliczne komplekséw DBD-DNA.

Monomery DBD oznaczono kolorem czerwonym i zielonym; jony cynku - zéttymi kulami; DNA -
kolorem niebieskim, za wyjatkiem par zasad pétmiejsc HRE, ktére zaznaczono na rézowo. Sekwencje
flankujgce pdtmiejsca od strony 5’-konca oznaczono kolorem pomarafnczowym. (A) - homodimer
ERDBD zwigzany do ERE (Schwabe i wsp., 1993; kod dostepu w bazie PDB (ang., protein data
bank): 1HCQ); (B) - heterodimer RXR-TR zwigzany do DR4 (Rastinejad i wsp., 1995; 2NLL);
(C) - monomer NGFI-BDBD zwigzany do wydtuzonego motywu rdzeniowego (Meinke i Sigler, 1999;
1CIT); (D) - homodimer RevErbDBD zwigzany do DR2 (Zhao i wsp., 1998; 1A6Y). Wedtug Renaud i
Moras (2000).

Receptory steroidowe, jak zauwazono, moga wigza¢ si¢ réwniez do innych sekwencji
DNA. W przypadku receptora ERo zaobserwowano, ze moze on oddzialywaé z elementem
zbudowanym z jednego péimiejsca o sekwencji 5’-GGTCA-3’, poprzedzonej 5’-TCA-3’,
tworzac monomer, ktéry jest w stanie aktywowac transkrypcj¢ (Vanacker i wsp., 1999).
Ponadto, receptory hormonéw steroidowych moga formowaé kompleksy heterodimeryczne.
Przyktadowo, receptory GR i MR wiaza si¢ do glukokortykoidowego elementu
regulatorowego (GRE®, odpowiednio) ze zblizonym powinowactwem i oprdcz tworzenia

aktywnych homodimeréw, biatka te moga regulowa¢ transkrypcj¢ genéw bedacych pod

® W niniejszej pracy elementy regulatorowe receptoréw jadrowych oznaczane beda jako XE, gdzie w miejscu X
bedzie znajdowat sig skrét danego receptora. Przyktadowo, element regulatorowy GR to GRE.
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kontrolg GRE, tworzac heterodimeryczne kompleksy na tym elemencie, zaréwno in vitro jak i
in vivo (Liu 1 wsp., 1995; Trapp i Holsboer, 1996). GR moze réwniez tworzy¢ heterodimery z
receptorem AR na odpowiednich HRE (Chen i1 wsp., 1997).

Receptory jadrowe tworzace heterodimery z RXR tworza kompleksy przede wszystkim
na DR zgodnego péimiejsca 5’-AGGTCA-3" (Rys.3.4. 1 Rys.3.6.). Co jest istotne, zar6wno
RXRDBD, jak i DBD partneréw nie oddzialuja ze soba w nieobecno$ci elementu
regulatorowego. Jednakze w obecnosci specyficznej sekwencji regulatorowej, wykazuja one
identyczne wzorce selektywnoSci DNA i dimeryzacji, jak pelnej dlugosci receptory. W
formowanych kompleksach odstepniki migdzy péimiejscami DR maja rézna, specyficzna dla
danego heterodimeru diugos¢, od 1 pary zasad do 5 par zasad (DR1-DRS, odpowiednio).
Selektywnos¢ z jaka te heterokompleksy wigza DR okresla tzw. ,reguta 1-5” (ang., 1-5 rule)
(Rys.3.6.) (Glass, 1994; Umesono 1 wsp., 1991; Perlmann i wsp., 1993; Kwiatkowska-
Korczak i Kwiatkowska, 2000; Rastinejad, 2001). W konsekwencji szlak sygnalizacyjny z
udzialem hormonu tarczycy moze by¢ ,,przetaczony” na inny, np. witaminy D3 lub kwasu
retinowego poprzez, odpowiednio, odjecie lub dodanie pojedynczej pary zasad z/lub do
odstepnika elementu DR4 (Rys.3.6.) (Rastinejad, 2001). RXR moze tworzy¢ heterodimery na
okreS§lonych DR z udzialem m.in. TR, VDR, RAR i niektérych receptoréw sierocych, np.
PPAR i NGFI-B (Harbers i wsp., 1996; Schrdder i wsp., 1994a/b; Kurokawa i wsp., 1994;
Ijpenberg 1 wsp., 1997; Rastinejad, 2001). Sekwencja elementu regulatorowego
zorganizowana w postaci DR jest asymetryczna, w przeciwienistwie do HRE receptoréw
steroidowych. Powoduje to, ze receptory heterodimeryzujace z RXR nie sg ulozone
symetrycznie na DNA, lecz zachowana jest okreslona kolejno$¢ utozenia DBD na DR, co
okreSlane jest jako ,,polarnoS¢” lub ,anizotropia” wiazania (Kurokawa i wsp., 1993;
Gronemeyer i Laudet, 1995). Takie ulozenie sprawia, ze w tworzeniu powierzchni
dimeryzacyjnych biorg udziat rézne regiony obu DBD (Rastinejad, 2001). W konsekwencji,
na elementach DR3, DR4 1 DR5 RXR zajmuje 5’-koficowe péimiejsce, natomiast jego partner
péimiejsce 3’-konicowe (TR, VDR, RAR) (Rys.3.5.B) (Perlmann i wsp., 1993; Kurokawa i
wsp., 1993; Rastinejad, 2001). Homodimer RXR oraz heterodimer RXR z RAR wiazg DR1, z
tym, ze ten ostatni posiada odwrdcong ,polarno$¢”: RAR wiaze si¢ do 5’-koricowego
p6imiejsca, natomiast RXR do pétmiejsca 3’-kodcowego (Zhao i wsp., 2000; Rastinejad i
wsp., 2000). Co jest interesujace, obecnos¢ RXR nie jest konieczna dla heterodimeryzacji,
gdyz jak zaobserwowano VDR i TR oraz VDR i RAR moga réwniez tworzy¢ kompleksy
heterodimeryczne na DNA, réznigce si¢ ,,polarnoScia” w zalezno$ci od typu elementu

(Schréder 1 wsp., 1993; Schrider 1 wsp., 1994a/b). Sekwencje DR wiazane sa ponadto przez
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homodimery takich receptoréw sierocych, jak np. RevErb, COUP-TF, czy HNF-4
(Mangelsdorf i Evans, 1995; Mangelsdorf i wsp., 1995). Warta uwagi jest obserwacja, ze
steroidowy receptor AR wykazuje charakterystyke receptoréw heterodimeryzujacych z RXR,

co przejawia si¢ zdolnoscig jego DBD do wigzania sekwencji DR (Claessens i wsp., 1996)

(3.3.3.2.).

LIGAND

O

KWAS 9-cis-RETINOWY

RXR - RXR

DR2 QaceicAY NN@AGSICAY  RxR - g};\pﬁn

RevErb-RevErb

@aceioad NNN @ASSIeA) xg . ypR
DR3 '=> => VDR - VDR

@asta® NNNN GGl . 7r
DR4 => => RXR - LXR

- CAR

DR5 @AssieAd NNNNN@AGSISAD RxR - RAR

- NGFI-B

Rys.3.6. Receptory heterodimeryzujace z RXR wigzg sie z sekwencjami DR o okreslonej dtugosci
odstepnika pomiedzy pétmiejscami - ,reguta 1-5”.

Receptory jadrowe, ktére funkcjonujg jako heterodimery z RXR rozpoznajg specyficznie sekwencije
DNA zorganizowane w postaci bezposrednich powtérzen (DR) zgodnego motywu 5-AGGTCA-3'.
Heterodimer wigze sie do danego DR z odstepnikiem o cisle okreslonej dtugosci, co zwigzane jest z
utworzeniem unikalnej ptaszczyzny dimeryzacyjnej pomiedzy partnerami na specyficznym DR. Ten
selektywny sposéb wigzania nazwano ,regulg 1-5” (Umesono i wsp., 1991; Kliewer i wsp., 1992).
Na podstawie Rastinejad (2000); Tata (2002) i Laudet i Gronemeyer (2002).

Receptory jadrowe tworzace powyzsze heterokompleksy, regulujq transkrypcje genéw
po zwigzaniu si¢ ze swoim partnerem - RXR (Zhang i wsp., 1992; Kliewer i wsp., 1992;
Kastner i wsp., 1997; Jiang i Sladek, 1997). Biatko RXR tez wykazuje cechy tzw. ,,cichego

partnera” (ang., silent partner), nie wiazac liganda w kompleksach z takimi receptorami, jak
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RAR i TR (Kurokawa i wsp., 1994; Forman i wsp., 1995; Garcia-Vallve i Palau, 1998).
Pokazano takze, ze w innych kompleksach, np. w 5’-PPAR-RXR-3’ na DR1, obaj partnerzy
sa w stanie wigza¢ swoje ligandy niezaleznie, co znajduje odzwierciedlenie w synergicznej
aktywacji transkrypcji (Kliewer 1 wsp., 1992; Mangelsdorf i Evans, 1995). Oznacza to, ze
ligandy mogg odgrywac znaczaca role w dimeryzacji i w wigzaniu do DNA. Innym
przyktadem jest hormon tarczycy, ktéry hamuje wigzanie homodimeréw, ale nie wptywa na
formowanie heterodimeréw na DNA, promujac tym samym tworzenie heterokomplekséw na
odpowiednich HRE (Riberio 1 wsp., 1992). Przeciwiefistwem jest kwas 9-cis-retinowy, ktéry
z kolei powoduje wzrost powinowactwa homodimeréw RXR do DR1 (Zhang i wsp., 1992).
Zaobserwowano, ze w przeciwiefistwie do innych apo-receptoréw, apo-RXR jest w stanie
oligomeryzowac, tworzac homotetramery, ktére nastepnie ulegajg rozpadowi pod wptywem
wigzania DNA 1 ligandu (Kersten i wsp., 1995; Chen i wsp., 1998; Kersten i wsp., 1998).
Sugeruje sig, ze ta oligomeryzacja nie tylko stuzy gromadzeniu wewnatrzkomérkowej puli
nieaktywnego heterodimeryzacyjnego partnera, ale réwniez obejmuje dodatkowy poziom
zlozonoSci regulacji transkrypcji genéw z udzialem tych receptoréw (Rastinejad, 2001).
Wsréd grupy receptoréw jadrowych wiazacych DNA jako monomery, wyrdznia sie dwie
podrodziny: NGFI-B i1 SF-1 (ang., steroidogenic factor-1) (Meinke i Sigler, 1999). Pierwsza,
NGFI-B, preferencyjnie rozpoznaje sekwencje 5’-AAA znajdujaca si¢ w bezpoSrednim
sasiedztwie motywu rdzeniowego 5’-AGGTCA-3" (Rys.3.5.C), podczas gdy podrodzina SF-1
wiaze sekwencje 5’-TCA (Meinke i Sigler, 1999).

Regiony regulatorowe niektérych genéw posiadaja kompleks elementéw HRE,
zawierajacych kilka rozdzielonych od siebie wieloma parami zasad bezposrednich powtérzer
motywu 5’-AGGTCA-3" (Laudet i Gronemeyer, 2002). Pokazano, ze region promotora genu
albuminy z jaja kurzego posiada takie powtdrzenia, rozdzielone od siebie sekwencja wiecej
niz 100 par zasad, ktére moga funkcjonowac synergistycznie, jako kompleks elementéw
regulatorowych ER (ERE) (Kato i wsp., 1992). Przynajmniej dwa inne naturalnie wystepujace
HRE sa réwniez zbudowane z nietypowo rozdzielonych' DR. Jednym jest element
regulatorowy RAR (RARE) z genu lamininy Bl (ang., laminin Bl), ktéry posiada trzy
zdegenerowane motywy DR, rozdzielone odpowiednio 3 parami zasad i 4 parami zasad
(Vasios i wsp., 1991). Drugi stanowi RARE promotora genu oksytocyny (ang., oxyfrocin)
zlozony z czterech bezposrednio powtérzonych motywéw podobnych do 5’-AGGTCA-3’,
oddzielonych od siebie odpowiednio przez 14, 47 i O par zasad (Richard i Zingg, 1991).

Systematyczne badania rozdzielonych wieloma parami zasad DR pokazuja, ze elementy te
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stanowig nowg klas¢ sekwencji regulatorowych dla receptoréw RAR, VDR i ER, ale nie dla
TR (Kato i wsp., 1995).
Sczegétowa budowa molekularna komplekséw homo- 1 heterodimerycznych

przedstawiona zostanie w Rozdziatach 3.3.3.1, 3.3.3.2.,3.3.3.3.13.3.3.3.1..

3.3.2. Domena wigzgca DNA receptoréw jadrowych - reszty aminokwasowe biorgce
udziat w wigzaniu DNA i dimeryzacji - definicja kaset P, D, Ti A

Jak juz wczeSniej wspomniano, domena wiazaca DNA receptoréw jadrowych
odpowiedzialna jest za specyficzne oddzialywanie z sekwencja elementu regulatorowego. Z
tego wzgledu region ten jest, poza LBD, najintensywniej badanym fragmentem receptora.
Specyficznos¢ wigzania HRE uzyskiwana jest dzigki selektywnemu rozpoznawaniu pétmiejsc
elementu  regulatorowemu oraz  unikalnemu  wykorzystywaniu  réznych  reszt
aminokwasowych w celu zapewnienia optymalnych kontaktéw biatko-biatko i biatko-DNA
(Glass, 1994; Gronemeyer i1 Laudet, 1995). Analizy struktur krystalicznych oraz wyniki
uzyskane przy pomocy spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego wolnych DBD
oraz komplekséw DBD-DNA pokazaty, ze region obejmujacy domeng wiazaca DNA tworzy
charakterystyczng strukture przestrzenng zbudowana z dwdéch modutéw cynkowych o
sekwencjach: Cys-X,-Cys-X;3-Cys-X,-Cys (N- koicowy modut pierwszy) i Cys-Xs-Cys-Xo-
Cys-X,-Cys (modut drugi C-koidcowy). Kazda z dwéch par reszt cysteinylowych modutéw
koordynuje tetraedrycznie jeden jon Zn>*. Dwie o-helisy moduléw cynkowych utozone sa
prostopadle do siebie, tworzac rdzed domeny, ktéry wiaze si¢ do duzej bruzdy DNA
(Rys.3.7.) (Renaud i Moras, 2000; Laudet i Gronemeyer, 2002). Badania biochemiczne,
eksperymenty mutacyjne, analizy struktur krystalicznych oraz badania przy uzyciu
spektroskopii NMR, pozwolily zidentyfikowac sekwencje aminokwasowe odpowiedzialne za
oddziatywanie z HRE oraz zaangazowane w tworzenie zaleznych od DNA Kkontaktéw
pomiedzy sktadowymi komplekséw homo- i heterodimerycznych receptoréw jadrowych.
Reszty te tworzg charakterystyczne regiony w DBD, zwane kasetami (ang., boxes): P, D, T i
A (Rys.3.8. (3.3.2.)) (Renaud i Moras, 2000; Laudet i Gronemeyer, 2002). Na podstawie
eksperymentéw biochemicznych stwierdzono, ze trzy reszty lezace na C-konicu pierwszego
modulu cynkowego, wchodzace w skiad o-helisy rozpoznajacej DNA, odpowiedzialne sg za

tworzenie specyficznych kontaktéw z HRE (Umesono i Evans, 1989).
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Rys.3.7. Schemat struktury ERDBD w roztworze uzyskanej przy wykorzystaniu spektroskopii
jadrowego rezonansu magnetycznego.

Region receptoréw jadrowych obejmujacy domene wigzgca DNA tworzy charakterystyczng strukture
przestrzenng zbudowang z dwéch modutéw cynkowych, co pokazano schematycznie na powyzszym
rysunku na przyktadzie ERDBD (Schwabe i wsp., 1990; kod dostepu w bazie PDB: 1HCP). W sktad
modutéw wchodzi osiem reszt cysteinylowych (kolor niebieski) koordynujacych tetraedrycznie dwa
jony Zn?* (czerwone kule). Pierwszy jon koordynowany jest przez reszty C1,C4, C18 i C21 (modut
pierwszy), natomiast drugi jon przez reszty C37, C43, C53 i C56 (modut drugi); Dwie a-helisy
(zaznaczone jako H1 i H2) tworza rdzen domeny, ktéry wigze sie do duzej bruzdy DNA. Reszty
rdzenia DBD zaznaczono kolorem zéttym, natomiast reszty zewnetrznie tworzace kontakty z rdzeniem
- brgzowym. Wedtug Renaud i Moras (2000).

Reszty te, znajdujace si¢ w pozycjach 19, 20 i 23 (numeracja odnosi si¢ do pierwszej
reszty cysteinylowej koordynujacej jon cynku w module pierwszym) nazwano ,kaseta P”
(ang., proximal box; P-box). W oddzialywaniach tych posrednicza czg¢sto uporzadkowane
czasteczki wody, tworzac ,mostki” pomigdzy resztami bocznymi biatka a grupami
funkcyjnymi par zasad DNA (Luisi i wsp., 1991; Rastinejad i wsp., 1995; Meinke i Sigler,
1999). Pokazano, ze mutacja reszt w sekwencji CEGCKA (sekwencja wystgpujaca w
receptorze estrogenowym typu ,dzikiego”) na sekwencje¢ CGSCKY, (sekwencja
charakterystyczna dla receptora glukokortykoidowego typu ,dzikiego”), powodowata
rozpoznawanie przez GR elementu ERE, zamiast GRE (Green i wsp., 1988; Danielsen i wsp.,
1989; Mader i wsp., 1989; Umesono i Evans, 1989). Z uwagi na reszty kasety P, receptory
podzielono na dwie grupy, grupe ,,GR” oraz grupg ,.ER i TR” (Tsai i O’Malley, 1994; Nelson
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i wsp., 1994; Gronemeyer 1 Laudet, 1995). Do grupy pierwszej (kaseta P - GSV) zaliczono
GR, MR, AR oraz PR. Grupa druga jest bardziej zréznicowana i nalezy do niej wiele
receptoréw jadrowych m.in. EcR, ktérego kaseta P jest identyczna jak w RXR (EGG) (Nelson
i wsp., 1994; Gronemeyer i Laudet, 1995).

modut cynkowy | modut cynkowy Il
1
G H RXRDBD
S Y
S G kasetaD

A —\
kaseta P

kaseta T kaseta A
I m 86(221)

QRGKDRNENEVE /

a-helisa | a-helisa |l a-helisa |l

Rys.3.8. Schemat struktury drugorzedowej RXRDBD.

W DBD receptoréw jgdrowych wyrézniono cztery regiony nazwane kasetami P, D, T i A, ktére sg
istotne dla wigzania HRE i dimeryzacji. Jako przyktad zaprezentowano schematycznie strukture
drugorzedowga RXRDBD. Szare obszary obrysowuja reszty wchodzgce w skiad trzech o-helis: | i Il
widocznych w strukturze krystalicznej i w strukturze uzyskanej metodg spektroskopii NMR oraz IlI
widocznej wytgcznie w roztworze, wykorzystujgc technike NMR. Reszty kasety P (E197, G20 i G23)
zaznaczono czarnymi kétkami. Kasete D obrysowano linig ciggta, natomiast reszty kaset T i A
zaznaczono ciggtymi klamrami. CTE oznaczono linig przerywang. Na podstawie Lee i wsp. (1993),
Rastinejad i wsp.(1995), Holmbeck i wsp.(1998) oraz Laudet i Gronemeyer (2000).

Drugim charakterystycznym fragmentem DBD sa reszty pochodzace z drugiego modutu
cynkowego, tworzace ,kasete D” (ang. distal box; D-box) (Tsai i O’Malley, 1994; Evans,
1988). Struktury krystaliczne DBD na HRE, lacznie ze strukturami wolnych domen w
roztworze, uzyskanymi technika NMR, oraz mutacje punktowe i wymiana kaset D pomiedzy
DBD receptoréw jadrowych pokazaty, ze kaseta ta jest odpowiedzialna za homodimeryzacje
receptoréw hormonéw steroidowych na PAL o odstgpniku diugosci trzech par zasad oraz w
przypadku homodimeréw TR na PALO (Umesono i Evans, 1989; Luisi i wsp., 1991; Schwabe
i wsp., 1993; Laudet i Gronemeyer, 2002).

7 Numeracja poszczegdlnych reszt aminokwasowych receptoré6w jadrowych zastosowana w niniejszej pracy
odnosi si¢ do pierwszej reszty cysteinylowej koordynujacej jon cynku w module I. W nawiasie podano numer
odzwierciedlajacy kolejno$¢ danej reszty w stosunku do pierwszego aminokwasu w catym biatku.
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Reszty aminokwasowe zlokalizowane poza drugim modulem cynkowym i nalezace do
N-korica regionu zawiasowego (region D, Rys.3.2.), formalnie wchodzace w sktad
C-koncowego wydtuzenia DBD (CTE), okazaly si¢ by¢ kluczowymi dla homo- i
heterodimeryzacji DBD receptoréw jadrowych na DR, biorac m.in. udzial w rozpoznawaniu
sekwencji regulatorowych. Reszty te tworza ,.kaset¢ T (ang., T-box) oraz zlokalizowang tuz
za nig ,kaset¢ A” (ang., A-box). Kaseta T zostala zlokalizowana po raz pierwszy w RXRp,
jako fragment DBD istotny dla homodimeryzacji na DRI, tworzacy plaszczyzne
dimeryzacyjng (Wilson i wsp., 1992; Lee i wsp., 1993). Ponadto, jak pokazata struktura
krystaliczna heterodimeru RXRDBD/TRDBD na DR4 (3.3.3.3.) (Rastinejad i wsp., 1995),
region ten w TRDBD tworzy powierzchni¢ kontaktu z RXRDBD. Reszty kasety A TRDBD
zaangazowane sg dodatkowo w oddziatywania z parami zasad umieszczonymi po 5’-stronie
péimiejsca rozpoznawanego przez TRDBD. Kasete A zidentyfikowano pierwotnie dla NGFI-
B wiazacego si¢ jako monomer do DNA (Wilson i wsp., 1992). Badania powinowactwa in
vitro, przeprowadzone z uzyciem zmodyfikowanego elementu regulatorowego wiazacego
NGFI-B (NBRE) i chimerycznych DBD zasugerowaly, ze kaseta A rozpoznaje specyficznie
sekwencje flankujaca 5°-(A/T)AA elementu NBRE, umiejscowiong w malej bruzdzie DNA
(Wilson i wsp., 1993). Otrzymana pdzniej struktura krystaliczna NGFI-BDBD na NBRE
(Meinke i Sigler, 1999) potwierdzita te spostrzezenia pokazujac, ze kaseta T, krzyzujac sie z
DNA, umozliwia dalej polozonej kasecie A kontakt z mala bruzda i oddzialywanie z
sekwencja 5’-AAA znajdujaca si¢ tuz przed motywem 5°-AGGTCA-3’ (Rys.3.5.C (3.3.1.))
(Meinke i Sigler, 1999). Co wigcej, w przypadku homodimeru RevErbDBD na DR2, kaseta
A, zwana réwniez tzw. ,kaseta chwytajaca” (ang., grip box) podjednostki wiazacej sie do
3’-koncowego péimiejsca DR2 (3’-podjednostka) oddziatuje z drugim modutem cynkowym
partnera, zwigzanego z 5’-koficowym péimiejscem (5’-podjednostka) (Zhao i wsp., 1998).

Tak wiec, sekwencja CTE peini wazng role w rozpoznawaniu HRE poprzez: (1)
stabilizacj¢ wiazania DNA, tym samym umozliwiajac oddziatywanie receptoréw
monomerycznych z DNA; (2) selekcje elementéw regulatorowych posiadajacych
odpowiednie 5’-wydiluzenia motywu rdzeniowego - w przypadku heterodimeréw z RXR
dotyczy to partnera wigzacego si¢ do 3’-koncowego pétmiejsca HRE, ktéry to réznicuje do
pewnego stopnia sekwencj¢ odstgpnika w DR; (3) dyskryminacj¢ mi¢dzy elementami DR
bedaca konsekwencja uniemozliwienia tworzenia wiasciwych komplekséw receptor6w na
sekwencjach regulatorowych z odstepnikiem o nieodpowiedniej dlugosci, w wyniku
powstawania zawady przestrzennej niwelujacej prawidlowa plaszczyzne oddziatywania

biatko-biatko-DNA (Zhao i wsp., 1998; Laudet i Gronemeyer, 2002).
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Wigcej szczegétow dotyczacych roli CTE w specyficznym rozpoznawaniu HRE

zamieszczono w Rozdziatach 3.3.3.3.1 3.3.3.3.1..

3.3.3. Struktury domen wigzacych DNA receptoréw jadrowych
i ich komplekséw z HRE

3.3.3.1. Symetria utoZzenia domen wigzacych DNA receptorow hormondw
steroidowych na elementach palindromowych

Pierwszymi poznanymi, przy wykorzystaniu spektroskopii NMR, strukturami
przestrzennymi receptoréw jadrowych byty struktury DBD GR i ER (Hérd i wsp., 1990;
Schwabe i1 wsp., 1990). Otrzymane wyniki analiz pokazaly, ze domeny wiazace DNA
receptoréw jadrowych wykazuja podobna budowe przestrzenng (Schwabe i wsp., 1990;
Baumann i wsp., 1993). Okazalo si¢, ze posiadaja one motywy cynkowe o strukturze
znacznie odbiegajacej od klasycznych palcow cynkowych znalezionych po raz pierwszy w
czynniku transkrypcyjnym TFIA z Xenopus (Miller i wsp.,1985; Brown i wsp., 1985).
Klasyczny palec cynkowy zawiera dwie reszty cysteinylowe i dwie histydynylowe (Cys2-
His2), koordynujace tetraedrycznie jon cynku, tworzac upakowana i wydtuzong strukture
przestrzenna, ktéra umozliwia czgSciowe owinigcie si¢ tego palca wokét DNA (Berg, 1990;
Pavletich 1 Pabo, 1991; Rhodes i Klug, 1993; Berg i Shi., 1996). W przeciwieristwie do
TFIIA, dwa moduty cynkowe DBD receptoréw jadrowych oddziatujg ze soba poprzez reszty
aromatyczne o-helis, tworzac z innymi hydrofobowymi resztami rdzeri domeny, co z kolei
prowadzi do uzyskania przez DBD struktury globularnej (3.3.2.) (Freedman i wsp., 1988;
Freedman, 1992; Baumann i wsp., 1993). Wigkszos¢ tych reszt aminokwasowych jest wysoce
zachowana w toku ewolucji. Jak zauwazono, ich mutacje wplywaja znaczaco na utrate
funkcji, co podkresla ich role w stabilizacji rdzenia (Xu i wsp., 1993; Grad i wsp., 2001).
Pokazano, ze struktura globularna GRDBD utrzymywana jest w wyniku oddziatujacych ze
soba reszt aromatycznych: F24(463), F25(464), Y58(497), Y13(452), Y35(474) (Hérd i wsp.,
1990; Baumann 1 wsp., 1993) powodujac, ze dwie o-helisy ( o-helisa I i II) utozone sg

prostopadle do siebie (Rys.3.9.).
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Rys.3.9. Schemat struktury przestrzennej GRDBD w roztworze uzyskanej spektroskopig NMR.

Na schemacie zaznaczone zostaty widoczne w GRDBD struktury drugorzedowe, o-helisy (I i II)
przedstawiono jako cylindrycznie zwiniete wstazki, natomiast struktury B jako strzatki. Zaznaczono
orientacyjne potozenie charakterystycznych reszt aminokwasowych ograniczajgcych o-helisy w
modutach cynkowych. Koordynowane jony zZn* zaprezentowano jako szare kule. Schemat nie
uwzglednia wszystkich struktur drugorzedowych. Wiecej szczegdétéw w tekscie. Na podstawie
Baumann i wsp. (1993); kod dostepu w bazie PDB: 1GDC.

Reszty znajdujace si¢ na koncu pierwszego modulu cynkowego (I) (G19(458)-
E30(469)) wchodza w sklad o-helisy I, natomiast o-helisa II obejmuje reszty
aminokwasowe ulokowane przy koricu drugiego modutu cynkowego (C53(493)-A64(503))
(Rys.3.9.) (Hérd i wsp., 1990; Baumann i wsp., 1993). Pierwszy modut cynkowy zaczyna sie
krétka antyréwnolegly strukturg  (Rys.3.9.), ktéra utatwia wtasciwe zorientowanie reszt
bioracych udzial w oddzialywaniach ze szkieletem fosforanowym GRE (Baumann i wsp.,
1993). W obrebie o-helisy I obecna jest kaseta P. Uzyskana struktura krystaliczna
homodimeru GRDBD w kompleksie z DNA pokazata, ze o-helisa I odpowiedzialna jest za
bezposrednie oddziatywanie ze specyficznymi parami zasad HRE umiejscowionymi w duzej
bruzdzie DNA (Rys. 3.10.A.) (Luisi 1 wsp., 1991). Drugi modul cynkowy istotny jest dla
dimeryzacji DBD i kontaktéw ze szkieletem fosforanowym DNA po zwigzaniu si¢ obu
podjednostek do PAL3 (Luisi i wsp., 1991). Jak pokazata analiza struktury krystalicznej, w
wyniku kooperatywnego zwigzania DNA i dimeryzacji GRDBD na PAL3, najbardziej
znaczace zmiany konformacyjne zachodza w obrebie petli tworzacej plaszczyzne
dimeryzacyjna (kaseta D), umozliwiajac tym samym utworzenie homodimeru GRDBD (Rys.
3.10.A) (Luisi 1 wsp., 1991; Baumann 1 wsp., 1993). Zadziwiajace jest to, ze wprowadzenie

mutacji punktowych w pozycjach S459 i P493 (S zamienono na A, natomiast w miejsce P
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podstawiono R, uzyskujac mutanty S459A i P493R, odpowiednio) lezacych poza ptaszczyzna
dimeryzacyjng w GRDBD, indukowalo identyczne zmiany strukturalne w regionie kasety D,
jak w zwigzanym GRDBD z DNA (van Tilborg i wsp., 2000). Analizy struktur
przestrzennych mutantéw S459A i P493R w roztworze, wykonane spektroskopia NMR, i
poréwnanie ich ze strukturami GRDBD bez DNA i z GRE (Luisi i wsp., 1991; Baumann i
wsp., 1993), potwierdzily istnienie allosterycznego efektu wigzania DNA i transmisji zmian
konformacyjnych pomiedzy HRE a powierzchnia kontaktu biatko-biatko (van Tilborg i wsp.,
2000). Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze reszty kasety D nie sg zachowane w toku ewolucji
migdzy podklasami rodziny receptoréw jadrowych. Dlatego kontakty tworzone przez
specyficzne reszty tej kasety moga odgrywac role w dyskryminacji migdzy homodimeryzacja
a heterodimeryzacja receptoréw jadrowych (Glass, 1994).

Kompleks homodimeryczny GRDBD na GRE jest symetryczny osiowo. Obie
podjednostki wiaza si¢ do GRE po tej samej stronie DNA, w dwdéch sasiednich duzych
bruzdach, w sposoéb tzw. ,glowa do glowy” (ang., head to head) (Luisi i wsp., 1991).
Lancuchy boczne reszt aminokwasowych a-helisy I, utozonej pod katem prawie 90° do osi
DNA, tworza specyficzne wigzania z GRE (Luisi i wsp., 1991). Co jest interesujace, obie
podjednostki nie sg zaangazowane w oddzialywania z odstgpnikiem (3 pary zasad)
znajdujacym si¢ w matej bruzdzie DNA. Plaszczyzna kontaktu migdzy DBD znajduje sie tuz
nad mata bruzda. Oddzialywania pomigdzy DBD-DBD obejmuja symetryczng par¢ mostkow
solnych utworzonych przez reszty R40(479) 1 D42(481) w jednej podjednostce z D42(481) i
R40(479) w podjednostce drugiej oraz symetryczng par¢ wigzaii wodorowych pomiedzy
grupa karbonylowa A38(477) agrupa amidowa reszty 144(483) w obu domenach
(Rys.3.10.A) (Luisi 1 wsp., 1991). W stabilizacji utworzonego homodimeru biorg réwniez
udziat reszty lezace poza kaseta D: symetryczna para wigzan wodorowych utworzonych przez
grupe karbonylowa N52(491) jednej podjednostki oraz fadcuch boczny N52(491)
podjednostki drugiej. Ponadto symetryczne oddziatywania hydrofobowe 148(487) i L36(475)
w obu DBD dodatkowo zwigkszaja site kontaktéw (Rys. 3.10.A.) (Luisi i wsp., 1991).

Druga poznang struktura kompleksu DBD-DNA receptoréw jadrowych byta struktura
krystaliczna homodimeru ERDBD na ERE (Rys. 3.10.B) (Schwabe i wsp., 1993).
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Rys.3.10. Schematyczne przedstawienie elementéw strukturalnych GRDBD i ERDBD waznych dla
homodimeryzacji na GRE i ERE.

Schemat przedstawia struktury pierwszorzedowe GRDBD i ERDBD z zaznaczonymi istotnymi
resztami dla homodimeryzacji GRDBD na GRE (Luisi i wsp., 1991) (A) oraz ERDBD na ERE
(Schwabe i wsp., 1993) (B). Reszty zapisane matymi literami na N-koricu i C-koricu GRDBD pochodzg
z wektora ekspresyjnego. Linig przerywang zaznaczono C-konicowg sekwencje GRDBD, nie
posiadajgcg w krysztale zdefiniowanej struktury drugorzedowej. Regiony o strukturze helikalne;
zaznaczono ramkami linig ciggta, natomiast reszty kasety D objeto linig kropkowana. Szarymi kétkami
oznaczono reszty kasety P. Symbolami i kolorami wyrézniono reszty, ktére biorg udziat w
oddziatywaniach. Pominigto reszty zaangazowane w wigzania wodorowe przez czasteczki wody.
Gwiazdkami i kolorem czerwonym zaznaczono reszty bezpo$rednio oddziatujgce z grupami
funkcyjnymi par zasad danego HRE (GRE (A) i ERE (B)). Kolorem zielonym wyrézniono reszty
zaangazowane w dimeryzacje, natomiast petnymi kwadratami pozostate reszty oddziatujace z DNA.
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Na Rys.3.5.A (3.3.1.) zaprezentowano ogO0lna architektur¢ dimeru. Uzyskane struktury
krystaliczne homodimeré6w GRDBD i ERDBD na odpowiednich elementach regulatorowych
przyczynily si¢ do zrozumienia podstaw specyficznego rozpoznawania HRE przez receptory
jadrowe hormondéw steroidowych. Wzbogacily réwniez wiedz¢ uzyskang z wczesniejszych
eksperymentéw genetycznych 1 biochemicznych oraz analiz struktur DBD w roztworach
(Glass, 1994). Sekwencja zgodna GRE (5’-AGAACA-3") (Rys.3.10.A) rézni si¢ od ERE
(5’- AGGTCA-3’) (Rys.3.10.B) dwoma centralnymi nukleotydami, mianowicie: A(-4)® A(-3)
w GRE to G(-4) T(-3) w ERE (Evans, 1988; Tsai i O’Malley, 1994). W DBD receptora GR
V23(462) z kasety P jest jedyng reszta tworzacg za poSrednictwem wigzania van der Waalsa
kontakt ze specyficzng dla GRE zasada T(-3) (Luisi i wsp., 1991). Dodatkowo w wigzaniu
GRE uczestnicza reszty (R27(466) i K22(461)) nalezace do o-helisy rozpoznajacej DNA
(o-helisy I), niezmienne dla rodziny receptoréw jadrowych, tworzace wigzania wodorowe z
zasadami G(-2) 1 G(-5), ktére sa zachowane w wielu poznanych HRE (Rys.3.10.B) (Luisi i
wsp., 1991). Co jest wazne, w orientacji DBD na HRE, oprécz oddziatywani z grupami
funkcyjnymi par zasad, biorg udziat kontakty taficuchéw bocznych reszt aminokwasowych ze
szkieletem fosforanowym, co réwniez wplywa na stabilno$¢ utworzonego kompleksu DBD-
DNA, m.in. poprzez umozliwienie innym resztom o-helisy I oddzialywanie z parami zasad
duzej bruzdy DNA (Luisi 1 wsp., 1991; Glass, 1994). Reszta R50(489) z drugiego modutu
cynkowego tworzy wigzanie wodorowe z grupa fosforanowa zasady G(-2), ktére to
oddzialywanie dodatkowo wspomagane jest siecia wigza wodorowych tej reszty z D6(445)
pochodzaca z pierwszego modutu, N41(480) z kasety D oraz S20(459) z kasety P (Luisi i
wsp., 1991). W celu zbadania wplywu odleglo$ci migdzy pdimiejscami GRE na
homodimeryzacje¢ przeprowadzono eksperyment, w ktérym zwigkszono odlegto$¢ odstepnika
w GRE o 1 parg zasad (Luisi 1 wsp., 1991). Jak si¢ okazalo, jedna podjednostka homodimeru
GRDBD wiazata si¢ do poléwki GRE4 specyficznie, natomiast druga w sposéb
niespecyficzny, zachowujac jednakze niezmieniona powierzchni¢ dimeryzacyjna.
Zasugerowano, ze wigzanie DNA i jednoczesnie dimeryzacja sa faworyzowane przez HRE z
odpowiednio rozdzielonymi péimiejscami motywu rdzeniowego (Luisi i wsp., 1991).

W przypadku ERDBD w wiazaniu si¢ tej domeny do ERE istotne sa cztery polarne
reszty aminokwasowe wchodzace w skiad o-helisy I, z ktérych trzy stanowig reszty
zasadowe: E19(203), K22(206), K26(210) i R27(211) (Rys.3.10.B.) (Schwabe i wsp., 1993).
Reszta pierwsza (E19(203)), bedaca czescig kasety P ERDBD, tworzy wiazanie wodorowe ze

¥ Cyfra w nawiasie oznacza pozycje danego nukleotydu wzgledem osi symetrii HRE przechodzacej w
centralnym miejscu HRE.
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specyficzna dla ERE zasada C(-4). Laricuchy boczne reszt E19(203) i K22(206) zorientowane
saq w przestrzeni, w wyniku szeregu oddziatywan pomiedzy E19(203), S9(193), H12(197) i
szkieletem fosforanowym DNA, dzigki czemu zapewniona zostaje odpowiednia pozycja ich
kontaktéw z ERE (Schwabe 1 wsp., 1993). Reszta K22(206) jest donorem wiazania
wodorowego do G(-5) (podobnie jak analogiczna reszta w GRDBD). Ponadto, R27(211)
oddziatuje z G(-2) i grupg fosforanowg zasady T(-1) oraz przez trzy czasteczki wody z G(-2)
i szkieletem fosforanowym DNA (Rys.3.10.B). K26(210) tworzy kontakty z A(-3) i C(-6)
elementu ERE (Schwabe 1 wsp., 1993). Analogiczna reszta lizylowa w GRDBD nie jest
istotna dla tej domeny w wigzaniu GRE (Rys.3.10.B).

Powyzsze spostrzezenia pokazuja w sposéb wyrazny, ze te same reszty aminokwasowe
sa wykorzystywane w rézny sposéb przez dwie DBD, aby rozpoznaé¢ odpowiedni HRE.
Ponadto, reszty spoza kasety P, wchodzace w skiad o-helisy rozpoznajacej DNA, réwniez
biora udziat w réznicowaniu HRE (Luisi 1 wsp., 1991; Schwabe i1 wsp., 1993; Glass, 1994).
Receptory jadrowe wiaza si¢ z réznym powinowactwem do szerokich klas HRE rézniacych
si¢ od sekwencji uzgodnionej (Laudet i Gronemeyer, 2002). W celu zapewnienia
optymalnych oddziatywan na danym elemencie regulatorowym, w kontaktach z grupami
funkcyjnymi par zasad niejednokrotnie znaczaca rol¢ odgrywaja uporzadkowane czasteczki
wody, ktére kompensuja brak mozliwosci bezposSredniego kontaktu migdzy reszta
aminokwasowa a sekwencja DNA (Schwabe, 1996). Dlatego tez receptory jadrowe
rozpoznaja rézne sekwencje regulatorowe nie tylko ze wzgledu na zdolno$¢ do dimeryzacji,
ale przez mozliwo$¢ tworzenia réznorodnych typéw kontaktéw z DNA. Warto podkreslié, ze
wigkszo$¢ naturalnie wystepujacych HRE receptoréw hormondéw steroidowych stanowia
niedoskonate palindromy (Luisi 1 wsp., 1991; Gronemeyer i Laudet, 1995; Renaud i Moras,
2000; Laudet i Gronemeyer, 2002). Jak si¢ powszechnie uwaza, w zréznicowaniu HRE przez
receptory hormondéw  steroidowych znaczacym elementem, pomingwszy stopieri
zdegenerowania sekwencji HRE, moze by¢ obecnos¢ specyficznych —sekwencji
oskrzydlajacych elementy regulatorowe, zaréwno po stronie 5°, jak i 3’ (Nelson i wsp., 1999).
Nie bez znaczenia jest réwniez fakt, iz w rozpoznawaniu wilasciwego HRE mogg
posredniczy¢ dodatkowo koregulatory lub inne czynniki transkrypcyjne oddziatywujace z
receptorami (Schoenmakers i wsp., 2000). Przypuszcza si¢ bowiem, ze wyidukowane pod
wplywem HRE zmiany konformacyjne w strukturze trzeciorzedowej moga wptywaé na

modulacje oddziatywani z koregulatorami, co zasugerowano m.in. w przypadku ERq,
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wykonujac eksperymenty proteolizy na ERo. w nieobecnosci i obecnosci réznych ERE

(Klinge 1 wsp., 2001).

3.3.3.2. Homodimer receptora androgenowego wigze asymetryczny element
zorganizowany jako DR (ADR3) w konfiguracji typowej dla homodimeréw
receptorow steroidowych zwigzanych z symetrycznymi HRE

Jak juz wczesniej wspomniano, klasyczne receptory steroidowe (AR, PR, MR i GR)
rozpoznaja palindromowe HRE, zbudowane z dwéch zgodnych heksamerycznych péimiejsc
(5’-AGAACA-3’) zorganizowanych w postaci odwréconych powtérzen z odstepnikiem
diugosci 3 par zasad (IR3). Pozostaje to w zgodzie z faktem, ze kaseta P tych receptoréw jest
identyczna (CGSCKYV) (Beato i wsp., 1995; Gronemeyer i Laudet, 1995). Jednakze, jak
pokazaly badania, AR pomimo przynaleznoSci do powyzszej rodziny, wykazuje
charakterystyke wigzania DNA zblizong do receptoréw heterodimeryzujacych z RXR,
przejawiajacq si¢ zdolnosScia AR do wigzania réwniez sekwencji typu DR. Zidentyfikowano
bowiem naturalne selektywne elementy regulatorowe dla AR (ARE), zbudowane z dwdch
heksamerycznych péimiejsc o architekturze zblizonej do bezposredniego powtérzenia
zgodnego poéimiejsca (5’-AGAACA-3’) z odstgpnikiem 3 par zasad (ADR3) (Claessens i
wsp., 1996; Verrijdt 1 wsp., 1999; Verrijdt i wsp., 2000). Eksperymenty mutacyjne
zasugerowatly, ze sposéb wiazania elementu pochodzacego z promotora szczurzej probazyny
(ang., probasin) (PB-ARE-2) przez AR jest identyczny ze sposobem, w jakim asymetryczne
elementy DR wiazane sg przez heterodimery RXR, tzn. ,,gfowa do ogona” (ang., head to tail).
Co wigcej, w selektywnym wigzaniu tego elementu najprawdopodobniej bierze udziat CTE
DBD (Schoenmakers i wsp., 1999). Jednakze opublikowana ostatnio struktura krystaliczna
homodimeru ARDBD na ADR3 (5’-CCAGAACATCAAGAACAC-3’, nié ,,gérna” ADR3)
(Shaffer 1 wsp., 2004) nieoczekiwanie ujawnita, ze homodimer ARDBD wiaze asymetryczny
ADR3 w konfiguracji ,,glowa do glowy” (Rys.3.11.A), typowej dla receptoréw hormonéw
steroidowych (3.3.3.1.). Plaszczyzna dimeryzacyjna obu podjednostek jest symetryczna i
bardzo zblizona do zaobserwowanej w kompleksie GRDBD/DNA (Luisi i wsp., 1991).
Wigkszos¢ reszt zaangazowana w oddziatywania pochodzi z kasety D (Rys.3.11.B). Jednakze,
w plaszczyznie dimeryzacyjnej homodimeru GRDBD wystepuje ,,pusta przestrzen”
utworzona pomiedzy naprzeciwlegltymi resztami G39(478) zwana ,dziura glicylowg”
(ang., glicine hole) (Rys.3.11.D). W przeciwienistwie do GRDBD, w ARDBD w miejscu
glicyny podstawiona jest seryna (S39(580)) (Rys.3.11.B). Reszty S39(580) obu podjednostek
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wypelniaja pusta przestrzefi, tworzac pomig¢dzy soba oddzialywania van der Waalsa. W
homodimerze ARDBD wystepuja réwniez dodatkowe symetryczne oddzialywania pomiedzy
T44(585) jednej podjednostki a grupa karbonylowa reszty A38(579) podjednostki drugiej
(Rys.3.11.B). Powyzsze kontakty zapewniajg optymalng sil¢ tworzenia wigzaii wodorowych,
wigksza niz zaobserwowana w przypadku GRDBD, co wptywa na stabilizacj¢ uformowanego
homodimeru i moze przetozyc¢ si¢ na zwigkszenie powinowactwa ARDBD do odpowiedniego
ARE w poréwnaniu do GRDBD (Shaffer i wsp., 2004). Do krystalizacji uzyto ARE o
sekwencji nici kodujacej: 5’-CCAGAACATCAAGAACAC-3’ (Rys.3.11.C), ktéry, jak
wspomniano powyzej, rézni si¢ architekturg od klasycznego HRE wigzanego przez receptory
steroidowe (symetryczna zgodna sekwencja 5~ AGAACANNNTGTTCT-3"). Konsensusowe
5’-koricowe péimiejsce w elementach DR3 i IR3 jest identyczne. Ponadto charakteryzuje sie
ono wysokim powinowactwem do DBD receptoréw steroidowych. Z drugiej strony,
podjednostka ARDBD wiaze si¢ do 3’-kofdcowego pdimiejsca zawierajacego tylko
zachowane w elementach typu IR3 pary zasad w pozycjach (+2) i (+5) (podkreslone wyzej).
Oddziatywania ze szkieletem DNA sa podobne dla obu podjednostek homodimeru ARDBD i
wykazuja wzorzec zaobserwowany w strukturach innych komplekséw DBD receptoréw
steroidowych z DNA. Specyficzne kontakty pomigdzy ARDBD i parami zasad zgodnego
péimiejsca sa prawie identyczne jak w kompleksie GRDBD z odpowiednim pdéimiejscem
GRE (Luisi i wsp., 1991). Zauwazono jednak, ze alifatyczny faricuch boczny reszty R27(568)
dodatkowo kontaktuje si¢ z V23(564) i grupa metylowa C5 tyminy w pozycji -1 (T(-1))
(Rys.3.11.B i1 Rys.3.11.C). Sie¢ wzajemnych oddzialywan w tym obszarze nosi nazwe tzw.
.kanapki van der Waalsa” (ang., van der Waals sandwich). Te specyficzne kontakty
czeSciowo wyjasniaja, dlaczego para A:T jest powszechnie obserwowana w tej pozycji w
ARE (Shaffer i wsp., 2004). Ponadto oddzialywanie pomi¢dzy zachowang w toku ewolucji
reszta R27 w DBD receptoréw a tyming w zgodnym péimiejscu, obserwowane réwniez w
innych strukturach krystalicznych DBD na odpowiednich HRE, tlumacza czeSciowo
preferencje obecnosci pary A:T w tej pozycji w kompleksach DBD-DNA (Shaffer i wsp.,
2004). W kompleksie ARDBD z odpowiednim péimiejscem ADR3, taicuch boczny
V23(564) kontaktuje si¢ poprzez oddzialtywania van der Waalsa z grupa 5-metylowa tyminy
w pozycji trzeciej danego péimiejsca (Rys.3.11.B i Rys.3.11.C). To wiazanie mi¢dzy dwiema
niepolarnymi resztami jest jednym z elementéw dyskryminujacych oddzialywanie biatko-
DNA dla receptoréw steroidowych, gdzie dehydratacja ptaszczyzny oddziatywan wptywa na

stabilno$¢ wigzania DNA (Lundback i wsp., 1993; Gewirth i Sigler, 1995).
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Rys.3.11. Elementy strukturalne ARDBD istotne dla tworzenia homodimeru na ADRS3.

Na podstawie struktury krystalicznej homodimeru ARDBD na DNA przedstawiono elementy
strukturalne istotne dla homodimeryzacji ARDBD na ADR3 (Shaffer i wsp., 2004). (A) Struktura
kompleksu ARDBD-ADR3. Podjednostke homodimeru wiazaca si¢ do 5-koricowego pétmiejsca
ADRB3 oznaczono kolorem czerwonym, natomiast podjednostke zwigzang z pétmiejscem 3’-koricowym
kolorem niebieskim. Pétmiejsca elementu ADR3 zaznaczono na zétto, natomiast odstepnik i
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sekwencje oskrzydlajgce na czarno. (B) Schemat struktury drugorzedowej ARDBD. Z uwagi na
problemy jakie pojawity sie podczas wstepnych eksperymentéw krystalizacji, autorzy pracy
ostatecznie wykorzystali mutanta ARDBD posiadajgcego w miejscu C11(552) reszte alaniny
(zaznaczono strzatkg) (Shaffer i wsp., 2004). Oznaczenia jak na Rys. 3.10.. (C) Sekwencja elementu
ADRB uzytego do krystalizacji. (D) Ptaszczyzny dimeryzacyjne ARDBD i GRDBD w obrebie sekwencji
kasety D. Liniami przerywanymi oznaczono wigzania wodorowe. W przypadku ptaszczyzny
dimeryzacyjnej homodimeru GRDBD, pustym kotem zakreslonym linia przerywang opisano tzw.
»dziure glicylowg”. Wigcej szczegdtdéw w tekscie. Wedtug Shaffer i wsp. (2004).

Dwie pary zasad w pozycjach (+2) 1 (+5), (G:C i C:G, odpowiednio), w 3’-konicowym
péimiejscu znajdujg si¢ w tych samych pozycjach jak w konsensusowym pdimiejscu
elementu IR3, poniewaz sa rozmieszczone symetrycznie w obrgbie tej czeSci elementu
(Rys.3.11.C). Ta zgodno$¢ pozycji w odniesieniu do IR3 pozwala resztom K22(563) i
R27(568) drugiej podjednostki na ,rekapitulacj¢” wigzan wodorowych z parami GC w
pozycji drugiej i piatej heksamerycznego pdéimiejsca, podobnie jak zaobserwowano to dla
podjednostki pierwszej wiazacej si¢ do péimiejsca 5’-koricowego (Shaffer i wsp., 2004).
Zauwazono, ze powyzsze tzw. dwa ,haki” (ang., hooks), uformowane przez reszty lizylowe i
arginylowe, sa elementami, ktére odpowiednio umiejscawiajg o-helis¢ rozpoznajaca DNA w
duzej bruzdzie DNA, w ktérej ulokowane jest heksameryczne péimiejsce (Nelson i wsp.,
1999; Shaffer i wsp., 2004). W niezachowanym 3’-koricowym pdimiejscu ADR3 w pozycji
(+3) nici kodujacej, w miejsce A podstawiona jest T, co przejawia si¢ utrata kontaktu reszty
V23(564), z podjednostki wiazacej si¢ do tej czeSci ADR3, z T (Rys.3.11.B i Rys.3.11.C).
Pomimo, ze w ten sposob redukcji ulegta liczba specyficznych, stabilizujacych oddziatywari z
DNA, substytucja A w miejsce T nie spowodowata zawady sterycznej, uniemozliwiajacej
wigzanie si¢ ARDBD do tego péimiejsca (Shaffer i wsp., 2004).

Podsumowujac, uzyskana struktura krystaliczna homodimeru ARDBD na
wyidealizowanym steroidowym asymetrycznym elemencie DR3 ujawnita niespodziewana
konfiguracje wiazania, ,glowa do glowy”, typowa dla symetrycznych komplekséw
dimerycznych receptoréw steroidowych (3.3.3.1.). Pomimo, ze zaréwno ARDBD jak i
GRDBD  wykazuja podobna charakterystyke wiazania steroidowego elementu
regulatorowego, to ARDBD dodatkowo jest w stanie oddziatywac z elementami DR. Jak sie
uwaza, réznice miedzy powinowactwami obu rodzajéw DBD moga wynikaé z réznic
wystepujacych w CTE DBD GR i AR (Shaffer i wsp., 2004). Jednakze, w strukturach
krystalicznych komplekséw GRDBD-GRE i ARDBD-ADR3 regiony C-koficowych

wydtuzeri domen sa nieuporzadkowane (Luisi i wsp., 1991; Shaffer i wsp., 2004). Sugeruje
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sig, ze obszary CTE moga wnosi¢ wkiad w ogélne oddzialywania elektrostatyczne, bez
wplywu na selektywnoS$¢ i dyskryminacj¢ HRE (Shaffer i wsp., 2004). W obszarze rdzenia
DBD, oddziatywania biatko-DNA sg prawie identyczne dla DBD receptor6w GR i AR.
Uwaza sig, ze réznice w powinowactwie do okreslonych HRE leza w zdolnosci reszt kazdego
z receptoréw do kooperatywnego tworzenia dimeréw o konfiguracji ,,gtowa do glowy” na
dwuczeSciowych HRE, gdzie oddzialywania z jednym lub dwoma heksamerycznymi
poéimiejscami nie sa optymalne (Shaffer 1 wsp., 2004). Ponadto silniejsza ptaszczyzna
dimeryzacyjna pomig¢dzy podjednostkami ARDBD, w przeciwienistwie do GRDBD, moze
pozwala¢ AR na wigzanie réznego rodzaju HRE 2z wigkszym powinowactwem i
kooperatywnoScia niz GRDBD. Co wigcej, aktywacja genéw bedacych pod kontrolg
selektywnych ARE moze by¢ wynikiem zdolnoSci AR do oddziatywania z elementami IR3
posiadajacymi wysoki stopien zdegenerowania (Shaffer i wsp., 2004). Otrzymana struktura
krystaliczna kompleksu ARDBD-ADR3 dodatkowo sugeruje, Zze najwazniejszym
parametrem decydujacym o rozpoznaniu docelowej sekwencji DNA przez receptory jadrowe
jest sita z jaka dimeryzuja obie podjednostki dimeru, nawet kosztem utraty specyficznych
oddziatywan z DNA (Shaffer i wsp., 2004). Stanowi¢ to moze prébe odpowiedzi na wciaz
nurtujace pytanie, w jaki sposéb receptory hormonéw steroidowych rozpoznaja wiasciwe

HRE, pomimo tak duzego zdegenerowania elementéw regulatorowych.

3.3.3.3. Anizotropowe kompleksy receptorow jadrowych z elementami
regulatorowymi zorganizowanymi w postaci bezposrednich powtdrzeri
Receptory jadrowe tworzace heterodimery z RXR preferencyjnie wiaza sekwencje
regulatorowe zorganizowane w postaci DR motywu rdzeniowego 5’-AGGTCA-3’ z
charakterystycznymi odstepnikami o réznej diugosci par zasad (3.3.1.). W przeciwieristwie
do HRE receptoréw hormonéw steroidowych, sekwencja DR jest asymetryczna, co powoduje
charakterystyczne wiazanie si¢ podjednostek dimeru (Glass, 1994). Ten tandemowy uktad
sprawia, ze kompleks asymetryczny posiada konfiguracj¢ ,.glowa do ogona”. Asymetria
elementu DR narzuca zdefiniowana orientacj¢ (tzw. ,,polarno$¢”) kompleksu w stosunku do
koncéw miejsca wigzacego. Przyktadowo, w heterokompleksie RXRDBD/TRDBD na DR4,
RXRDBD zajmuje 5’-koficowe poéimiejsce, natomiast TRDBD pdimiejsce 3’-koricowe
(Rastinejad 1 wsp., 1995). Polarnos¢ heterodimerycznych komplekséw DBD na DR zalezy od
budowy DBD oraz dhugosci odstepnika. Co jest interesujace, sekwencja odstgpnika jest mniej

krytyczna dla dyskryminacji niz jego diugos¢. Ulozenie obu podjednostek w odpowiedniej
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odleglosci gwarantuje powstanie stabilnej powierzchni dimeryzacyjnej miedzy DBD
receptoréw. Tylko wtedy dochodzi do utworzenia sieci odpowiednich oddziatywari pomiedzy
podjednostkami dimeru. Steryczne zawady powstajace na elementach o nieodpowiednim
odstepniku uniemozliwiajag formowanie okreS§lonych komplekséw DBD (Rastinejad i wsp.,
1995; Zechel 1 wsp., 1994). Przyktadowo kaseta A TRDBD tworzy dluga o-helise, ktéra
uniemozliwia formowanie kompleksu z RXRDBD na DR o odstgpniku krétszym niz 4 pary
zasad (Rastinejad 1 wsp., 1995). Eksperymenty mutacyjne pozwolily okresli¢ regiony DBD
receptorow odpowiedzialne za tworzenie powierzchni dimeryzacyjnych na danym DR
(Towers 1 wsp., 1993; Kurokawa 1 wsp., 1993; Mader i wsp., 1993; Zechel i wsp., 1994).
Jednakze uzyskane p6Zzniej struktury krystaliczne komplekséw okreslonych DBD z RXRDBD
ujawnily szczegéty tych oddziatywan. Jak dotad uzyskano trzy struktury krysztatléw dimeréw
zawierajacych RXRDBD na DR. Pierwsza poznang struktura przestrzenng dimeru z RXR
byla struktura heterodimeru RXRDBD/TRDBD na DR4 (Rys.3.12.) (Rastinejad i wsp., 1995),
nastepng homodimeru RXRDBD/RXRDBD na DR1 (Zhao i wsp., 2000) oraz heterodimeru
RARDBD/RXRDBD na DR1 (Rastinejad i wsp., 2000).

RXR jest waznym czionkiem nadrodziny receptoréw jadrowych, bioracym udziat w
regulacji rozwoju 1 homeostazy kregowcéw (Chambon, 1996). Trzy odrgbne geny koduja
gtéwne izoformy RXR: RXRa, RXRp i RXRy (Laudet i Gronemeyer, 2002). Izoformy te sa
wzajemnie homologiczne w obrebie dwdch waznych regionéw - DBD (93%) i LBD (88%).
Dodatkowe podtypy RXR, ktére wystepuja w réznych tkankach i na ré6znych etapach rozwoju
osobniczego, powstaja w wyniku alternatywnego skladania genéw (Kwiatkowska i
Kwiatkowska-Korczak, 2000; Laudet i Gronemeyer, 2002).

Pierwsza struktur¢ o niskiej rozdzielczoSci RXRDBD w roztworze uzyskano przy
uzyciu spektroskopii NMR (Lee 1 wsp., 1993). Ujawnita ona, ze w przeciwieristwie do DBD
klasycznych receptoréw steroidowych (3.3.3.1.), RXRDBD posiada dodatkowa trzecig o-
helis¢ (o-helisa III). Eksperymenty mutacyjne pokazaly, ze o-helisa III, obecna pomigdzy
R(68)202 a R(75)209 i wchodzaca w skiad kasety T (3.3.2.), konieczna jest dla
kooperatywnego wigzania RXRDBD do DRI (Lee i wsp., 1993). Pierwszego wgladu w to, w
jaki sposéb RXR posredniczy w heterodimerycznym wigzaniu innych receptoréw jadrowych
do DR, dostarczyla struktura krystaliczna kompleksu RXRDBD/TRDBD na DR4
(Rastinejad i wsp., 1995). Obie DBD umiejscowione sa po tej samej stronie DNA w duzych
bruzdach. Ich ulozenie jest podobne do zaobserwowanego dla GRDBD i ERDBD na
odpowiednich HRE (3.3.3.1.).
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Rys.3.12. Schemat elementéw strukturalnych RXRDBD i TRDBD istotnych dla tworzenia
heterodimeru na DR4.

(A) Struktury pierwszorzedowe RXRDBD i TRDBD z zaznaczonymi resztami biorgcymi udziat w
tworzeniu heterodimeru. Kolorem czerwonym opisano gtéwne reszty oddziatywujgce z DNA;
gwiazdkami - tworzace kontakty z grupami funkcyjnymi pz DR4. Kolorem zielonym zaznaczono
natomiast reszty odpowiedzialne za dimeryzacje. (B) Sekwencja elementu DR4. (C) Szczegoéty
oddziatywan pomiedzy RXRDBD (kolor czerwony) a TRDBD (niebieski). Reszta Arg19 z TRDBD
powinna by¢ oznaczona R14. Wedtug Rastinejad i wsp.(1995) oraz Rastinejad (2001).
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Jednakze oba biatka kontaktuja si¢ ze soba wykorzystujac rézne fragmenty domen, co w
konsekwencji sprawia, ze utozone sa one wzgledem siebie w konfiguracji ,,glowa do ogona”.
W specyficznym rozpoznawaniu sekwencji DR4 i w tworzeniu kontaktéw ze szkieletem
fosforanowym DNA odpowiedzialne sa, podobnie jak to ma miejsce w przypadku receptoréw
hormonéw steroidowych, réwniez o-helisy I z C-koicéw pierwszych modutéw cynkowych
(Rys.3.12.A) (Rastinejad 1 wsp., 1995). W utworzonym asymetrycznym kompleksie, o-helisa
III z regionu kasety T RXRDBD nie jest widoczna, natomiast analogiczne reszty TRDBD
(A66(169)-D73(173)) tworza petle lezaca prostopadle do osi DNA. Tuz za nig, pomigdzy
reszta D74(177) a Q97(200), zaobserwowano dodatkowa o-helis¢ o wyraZznie zasadowym
charakterze laicuchéw bocznych, wchodzaca w skiad kasety A, ktéra oddalona jest od
rdzenia TRDBD i ulozona w poprzek matej bruzdy DR4, gdzie tworzy liczne oddziatywania
ze szkieletem fosforanowym DNA (Rys.3.12.A) (Rastinejad i wsp., 1995). Wchodzaca w
sktad kasety A reszta K80(123) oddzialywuje poprzez wigzania wodorowe z zasadami A(+1)
i G(+3) 3’-konicowego pdéimiejsca DR4. Utworzona w ten sposéb wydluzona plaszczyzna
oddziatywan odgrywa wazna role w dyskryminacji sekwencji DR4 (Rys.3.12.B), gdyz
stwarza, jak wspomniano wczeSniej, sterczynga zawad¢ na elementach regulatorowych
posiadajacych inna dlugos¢ odstepnika oraz zwigksza liczbg kontaktéw biatko-DNA poza
rdzeniem domeny (Rastinejad i wsp., 1995). Zaobserwowano, ze o-helisy I rozpoznajace
DNA obu DBD (reszty 19-30) oddzialywuja z odpowiednimi péimiejscami DR4, tworzac
bezposrednie kontakty z zasadami oraz atomami tlenu szkieletu fosforanowego podobne do
tych, ktére maja miejsce w strukturze ERDBD-DNA (Schwabe i wsp., 1993) (3.3.3.1.).
Wazna rol¢ w przypadku wigzania TRDBD do pdéimiejsca 3’-koricowego odgrywa reszta
R26(127), tworzaca sie¢ wigzan wodorowych z dwiema centralnymi zasadami tego
pétmiejsca G(+3) 1 T(+4) (Rys.3.12.A 1 Rys.3.12.B). Co ciekawe, reszta ta jest zachowana w
sekwencji wigkszosci receptoréw jadrowych, poza receptorami hormonéw steroidowych
(Rastinejad 1 wsp., 1995). Jak zaobserwowano, podstawienie w pozycji R26 alaniny w
przypadku TRDBD spowodowato okoto dwudziestokrotny spadek powinowactwa TRDBD
(samego) do naturalnie wystepujacego TRE (Nelson i wsp., 1993). Liczne i rozlegle
oddzialywania TRDBD zar6wno z 3’-koAcowym péimiejscem, jak i nukleotydami lezacymi
w obrebie odstgpnika, sprawiaja, ze TRDBD moze wigzac si¢ efektywnie z DNA réwniez
jako monomer, rozpoznajac, prawdopodobnie poprzez reszty o-helisy kasety A, zasady
oskrzydlajace od strony 5’ zgodna heksameryczng sekwencje (Perlmann i wsp., 1993; Katz i

Koenig, 1993; Ikeda i wsp., 1994). Jak juz wspomniano, region kasety A jest obszarem
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oddziatujacym z DNA réwniez u receptoréw sierocych wiazacych si¢ jako monomery lub
homodimery do odpowiednich HRE (Wilson i wsp., 1991; Schwabe i wsp., 1993; Zhao i
wsp., 1998; Meinke 1 Sigler, 1999) (3.3.2.).

Analiza struktur krystalicznych bialek RXRDBD iTRDBD ujawnita, ze w
oddziatywaniach biatko-biatko biora udziat rézne regiony tych receptoréw. Asymetryczng
powierzchni¢ dimeryzacyjng w RXRDBD tworza: reszta R38(172), wchodzaca w sktad
kasety D, oraz R48(182) i R52(186) z obszaru drugiego motywu cynkowego. R38(172) wraz
z R48(182) kontaktuja si¢ poprzez mostki solne z D69(172) (kaseta T) i D-3(99) z regionu
poprzedzajacego pierwszy modut cynkowy TRDBD (Rys.3.12.A i Rys.3.12.C) (Rastinejad i
wsp., 1995). Reszta D69(172), wchodzaca w skiad o-helikalnego skretu typu 3/;9 z kasety T,
peini kluczowa role¢ w heterodimeryzacji z RXRDBD, wchodzac w skiad bezposredniej
plaszczyzny oddzialywan. W RXRDBD reszty R48(182) oraz R52(186) znajduja sie w
regionie bioragcym udzial w tworzeniu symetrycznej powierzchni dimeryzacyjnej w ERDBD i
GRDBD (Luisi i wsp., 1991; Schwabe i wsp., 1993; Rastinejad i wsp., 1995). R52(186) jest
reszta przejawiajaca zaleznoS¢ pomigdzy wiazaniem si¢ do DNA a tworzeniem dimeru. Jak
zaobserwowano, jest ona zaangazowana w formowanie stabilizujacych dimer bezposrednich
wigzan wodorowych z resztag R14(115) TRDBD. Ponadto oddziatuje ona z Y11(112) TRDBD
poprzez uporzadkowane czasteczki wody, kontaktujac si¢ z DNA w obrebie odstepnika
elementu DR4 (Rastinejad i wsp., 1995). Reszty aminokwasowe RXRDBD otaczajace
R48(182), odpowiednio R50(180), N51(181) oraz Q54(188), tworza wigzania wodorowe ze
szkieletem fosforanowym DNA, umozliwiajac tym samym odpowiednie ulozenie
powierzchni dimeryzacyjnej RXRDBD w stosunku do partnera (Rys.3.12.A) (Rastinejad i
wsp., 1995).

Struktura przestrzenna homodimeru RXRDBD na DR1 i DR2 (Zhao i wsp., 2000)
pokazata, ze homodimer RXRDBD wiaze si¢ na tych elementach réwniez w asymetryczny
sposéb ,.gtowa do ogona”. W tworzenie powierzchni dimeryzacyjnej na obu typach DR
zaangazowane jest CTE podjednostki wigzacej sie¢ do 3’-koficowego pGimiejsca,
oddzialywujace z regionem drugiego modulu cynkowego 5’-podjednostki (Zhao i wsp.,
2000). Reszta E74(208) wchodzaca w sktad kasety T 3’-podjednostki tworzy elektrostatyczne
oddzialywania poprzez kontakt z dodatnio natadowang ,.kieszenia” utworzong przez reszty
R38(172), R48(182), R52(186), Q49(183) i N51(185) regionu drugiego modutu cynkowego
5’-podjednostki (Rys.3.13.A).
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Rys.3.13. Powierzchnia dimeryzacyjna w homodimerze RXRDBD na DR1 i DR2.

Schemat oddziatywan pomigdzy podjednostkami homodimeru RXRDBD na DR1 (A) i DR2 (B). Wiecej
szczego6tow w tekscie. Wedtug Zhao i wsp. (2000).

Reszta kwasu glutaminowego 74(208) z 3’-podjednostki tworzy bezposrednie wigzania
wodorowe z resztami R52(186) i Q49(183) 5’-podjednostki. Warto w tym miejscu nadmienié,
ze E74(208), R52(186) i Q49(183) sa zachowane we wszystkich izotypach RXR, acznie z
jego homologiem biatkiem Usp z D. melanogaster (Oro i wsp., 1990; Zhao i wsp., 2000).
Sekwencja DR2 reprezentuje alternatywny w stosunku do DR1 obszar dla formowania
dimeréw RXRDBD w konfiguracji ,,glowa do ogona”. Jednakze zaobserwowano, ze w tym
przypadku E73(207) (z kasety T) tworzy wiazania wodorowe z dodatnio natadowang
,kieszenia” utworzong przez R38(172) i R52(186) 5’-podjednostki (Rys.3.13.B). Interesujace
jest, ze reszta E74(208), odpowiedzialna za kluczowe wigzanie na DRI, kontaktuje si¢
poprzez oddziatywania van der Waalsa z guanidylowa grupa R38(172) (Rys.3.13.B). Warte
podkreslenia jest to, ze zaden z regionéw kasety T RXRDBD nie jest o-helikalny, jak to
zaobserwowano w strukturze RXRDBD w nieobecnosci DNA, wykorzystujac spektroskopie
NMR (Rys.3.14.A) (Holmbeck i wsp., 1998). Strukturalne przejscie migdzy o-helisa a petla w
kasecie T, jak si¢ wydaje, wzmacnia zdolnos¢ RXRDBD do oddziatywania z DNA w postaci
dimeru (Zhao i wsp., 2000). Reszty R30(164) i K26(160) a-helisy I rozpoznajacej DNA sg
zwrocone w kierunku E74(208) w niezwigzanym z DNA RXRDBD (Rys.3.14.A).

Rozfaldowanie o-helisy kasety T, indukowane wigzaniem DNA, oddala tancuch boczny
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E74(208) i pozwala na oddzialywanie tych reszt z zasadami i grupami fosforanowymi DNA
(Rys.3.14.B). Uzyskane analizy poréwnawcze sugeruja, ze kaseta T w konformacji helikalne;j
tworzy sterczyng i elektrostatyczng zawade ze szkieletem fosforanowym via boczne atomy
tlenu reszt E73(207) i E74(208). Stad rozwinigcie o-helisy moze usunaé ta uniemozliwiajaca
wigzanie DNA struktur¢. Ponadto niewykluczone jest, ze konformacja helikalna kasety T
RXRDBD w nieobecnosci DNA moze dodatkowo stabilizowa¢ biatko (Holmbeck i wsp.,
1998; Zhao i wsp., 2000).

®

kaseta T o-helisa | ok a-helisa |

Rys.3.14. Zmiany konformacyjne kasety T RXRDBD wyindukowane wigzaniem DNA.

(A) Schemat struktury niezwigzanego z DNA monomeru RXRDBD, uzyskanej przy uzyciu
spektroskopii NMR (Holmbeck i wsp., 1998). (B) Fragment struktury 3’-podjednostki homodimeru
RXRDBD zwiazanej z 3'-koncowym pélmiejscem DR1. Rozfatldowanie o-helisy kasety T RXRDBD,
indukowane wigzaniem DNA, oddala tancuch boczny reszty E74(208) i pozwala na oddziatywanie
reszt R30(164) i K26(160), wchodzacych w sktad o-helisy | rozpoznajgcej DNA, z zasadami i grupami
fosforanowymi DR1. Wediug Holmbeck i wsp. (1998) oraz Zhao i wsp. (2000).

W obu kompleksach RXRDBD na DR1 i DR2, reszty E19(153) i R27(161) wchodzace
w skiad a-helisy I rozpoznajacej DNA, tworza najbardziej rozlegte i zachowane strukturalnie
kontakty z péimiejscami elementu regulatorowego. W specyficznych oddzialywaniach z
nukleotydami elementu regulatorowego uczestniczg takze reszty K22(156) i K26(160), jednak
kontakty jakie one tworza sa inne w przypadku kazdego z péimiejsc (Zhao i wsp., 2000).
Dodatkowo reszty R30(164), N51(185), R57(191), R27(161), Q54(188), Q72(206) i
K11(145) zaangazowane sa w stabilizacj¢ kompleksu na DNA poprzez oddzialywania ze

szkieletem fosforanowym DNA.
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Otrzymane wyniki potwierdzaja sugesti¢, ze zmiany konformacyjne powierzchni
dimeryzacyjnej, indukowane wigzaniem DNA, sa podstawa kooperatywnego formowania
dimeréw na DNA (Zhao i wsp., 2000). Ponadto, jak zaobserwowano, wystepowanie
niewielkiej ilosci kontaktéw z pdtmiejscami sekwencji regulatorowej sugeruje, ze RXR
posiada bardziej ,,luzng” specyficznos¢ rozpoznawania DR od innych receptoréw jadrowych
(Zhao 1 wsp., 2000).

W heterokompleksie RXRDBD/RARDBD na DR1 (Rastinejad i wsp., 2000) RXRDBD
wigze si¢ preferencyjnie do 3’-koncowego péimiejsca, natomiast RARDBD do péimiejsca
5’-koncowego elementu DR1. Tworzy si¢ w ten sposéb asymetryczny kompleks o polarnosci
5’-RARDBD-RXRDBD-3’ (Rastinejad i wsp., 2000). Obie podjednostki heterokompleksu
oddziatuja ze soba w sposéb zalezny od DNA, uzywajac kasety T RXRDBD i drugiego
modutu cynkowego RARDBD w tworzeniu kompleksu na DR1. Wigzanie mig¢dzy
E73(207) z kasety T RXRDBD a V48 RARDBD, w ktérym posrednicza czasteczki wody,
stabilizuje struktur¢ kompleksu (Rys.3.15.) (Rastinejad i wsp., 2000).

RARDBD

RXRDBD

Rys.3.15. Schemat oddziatywan pomiedzy RARDBD a RXRDBD na DR1.

W heterokompleksie RXRDBD/RARDBD na DR1, RXRDBD wigze sie preferencyjnie do 3'-koncowego
pbétmiejsca, natomiast RARDBD do pétmiejsca 5'-koricowego elementu DR1, tworzgc asymetryczny
kompleks o konfiguracji ,gtowa do ogona”. W tworzenie powierzchni dimeryzacyjnej obu DBD
zaangazowany jest drugi modut cynkowy RARDBD (w szczegdlnosci reszty V48 i N51) i kaseta T
RXRDBD (reszty Q72 i R75 oddziatywujg z parami zasad odstepnika). Wigzanie pomiedzy E73 z
RXRDBD a V48 z RARDBD, w ktérym posredniczg dwie czgsteczki wody, stabilizuje heterodimer.
Wedtug Rastinejad i wsp. (2000) oraz Rastinejad (2001).
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Jak sie wydaje, RXRDBD musi posiada¢ wiele réznorodnych powierzchni
przystosowanych do réznych kombinacji oddzialywan z jednym lub wieloma partnerami
(Rastinejad i1 wsp., 2000). Ponadto, wszystkie zaprezentowane powyzej struktury
kompleks6w na elementach zorganizowanych w postaci DR ujawnily, ze DBD wigzace si¢ do
5’-koncowego potmiejsca elementu wykorzystujg reszty drugiego modulu cynkowego w
tworzeniu plaszczyzny dimeryzacyjnej z partnerem. Partner zwigzany do poéimiejsca

3’-koncowego uzywa do tego celu sekwencji CTE, w szczeg6lnosci reszt z regionu kasety T.

DBD

odstepnik poimiejsce

Rys.3.16. Rdzne funkcje CTE DBD umozliwiajace tworzenie komplekséw receptorow na elementach
regulatorowych.

Pomimo tego, ze receptory jadrowe wykazujg wysoka homologie sekwencji w obrebie dwéch modutéw
cynkowych, region CTE wykazuje bardzo mate strukturaine i sekwencyjne podobienstwa w
nadrodzinie. Sekwencje CTE sg roznie wykorzystywane przez receptory jadrowe. CTE TRDBD
pozwala na rdéznicowanie elementéw regulatorowych o odstgpnikach réznej dtugosci (Rastinejad i
wsp., 1995), natomiast receptory sieroce wykorzystujg CTE do rozpoznawania sekwencii
oskrzydlajacych od strony 5’-korica pétmiejsce sekwencji regulatorowej. W przypadku RevErb, CTE
oddziatuje z sekwencjg 5-AACT-3’ bezposrednio poprzedzajacg sekwencje zgodng 5-AGGTCA-3
(Zhao i wsp., 1998), natomiast NGFI-B rozpoznaje sekwencje 5-AAA-3' (3.3.2.) (Meinke i Sigler,
1999). Wedtug Khorasanizadeh i Rastinejad (2001).
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Co jest interesujace, w przeciwienstwie do rdzenia DBD, w CTE wystepuja male
strukturalne i sekwencyjne podobiefistwa w nadrodzinie receptoréw jadrowych. Sugeruje to
mozliwo$¢ istnienienia unikalnych powierzchni dimeryzacyjnej w tej czeSci DBD (Zhao i
wsp., 2000; Rastinejad 1 wsp., 2000; Khorasanizadeh i Rastinejad, 2001). Chociaz uzyskane
struktury krystaliczne pokazaty jak jest osiagana dimeryzacja RXRDBD z innymi partnerami
na odpowiednich DR, to jednak eksperymenty te nie s3 w stanie do kornca wyjasni¢, w jaki
sposéb niemozliwe jest tworzenie kompleksow na DR o nieodpowiedniej diugosci
odstepnikach. Sugeruje si¢ dwa mechanizmy, wedtug ktérych moze zachodzi¢ dyskryminacja
niewlasciwych HRE. Po pierwsze, unikalne sekwencyjno-strukturalne wiasciwosci CTE
TRDBD, RevErbDBD, NGFI-B i innych receptoréw jadrowych moga dziata¢ jako steryczne
ograniczniki uniemozliwiajace wigzanie si¢ heterodimeréw z RXR do nieodpowiednich DR
(Rys.3.16.) (Rastinejad 1 wsp., 1995; Meinke i Sigler, 1999; Zhao i wsp., 2000; Rastinejad i
wsp., 2000). Po drugie, oddziatywania biatko-biatko moga wzajemnie stabilizowaé tylko te
elementy, gdzie zwigzanie jednej podjednostki faworyzuje nastgpnie werbowanie innej DBD,
w wyniku utworzenia przez ta pierwsza komplementarnej plaszczyzny oddziatywania

(Rastinejad i wsp., 2000).

3.3.3.3.1. Anizotropowa budowa homodimeru VDRDBD na naturalnie wystepujacych
sekwencjach typu bezposrednie powtdrzenie

Receptor VDR wiaze preferencyjnie elementy regulatorowe zorganizowane w postaci
bezposrednich powtdérzen sekwencji heksamerycznej, z odstgpnikami pomig¢dzy péimiejscami
dlugosci 3 par zasad (DR3) giéwnie tworzac heterodimery z RXR (Toell i wsp., 2000),
natomiast rzadko tworzac homodimery (Freedman i wsp., 1994; Takeshita i wsp., 2000). Do
tej pory zidentyfikowano przynajmniej 19 przypuszczalnych VDRE (Toell i wsp., 2000),
ktéore w wigkszoSci sa, z kilkoma wyjatkami, typu DR3 réznigcymi si¢ w sekwencjach
péimiejsc. Homodimer VDRDBD oraz heterodimer RXR/VDR wiaza VDRE ze zmiennym
powinowactwem, co moze mie¢ znaczenie w regulacji ekspresji genéw bedacych pod ich
kontrola. Ze wzgledu na réznice w powinowactwie VDR i VDRDBD, elementy VDRE
podzielono na trzy grupy (Toell i wsp., 2000). Sekwencje DR z odstgpnikiem 4 i 6 par zasad
(typ VDRE DR4 i DR6, odpowiednio), jak i réwniez odwrécone palindromy z
dziewigcionukleotydowym odstepnikiem (IP9) naleza do wyjatkéw (Yamada i wsp., 2003).

Ostatnio uzyskano strukture krystaliczng homodimeru VDRDBD zwiazanego z

nastepujacymi naturalnymi sekwencjami VDRE typu DR3: sekwencja VDRE z promotora
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mysiej osteopontyny (ang., osteopontin) (SPP), z promotora szczurzej osteokalcyny (ang.,
osteocalcin) (OC) oraz z kanoniczng zgodng sekwencja DR3 (Rys.3.17.B) (Shaffer i Gewirth,
2002). Hierarchia powinowactwa VDR do tych VDRE przedstawia si¢ nastepujaco:
SPP>DR3>0C. Wszystkie trzy kompleksy VDRDBD-DNA wykazuja identyczng
architekturg¢. Kazda podjednostka biatkowa wiaze si¢ do odpowiedniego péimiejsca VDRE
tworzac homodimer o konfiguracji typowej dla asymetrycznych elementéw DR - ,,glowa do
ogona”. Na Rys.3.17.C przedstawiono schematycznie 0gélng struktur¢ kompleksu VDRDBD
z DR3. Jak zaobserwowano, globularne ufaldowanie VDRDBD jest prawie identyczne do
TRDBD bedacego w kompleksie z RXRDBD na DR4 (Rastinejad i wsp., 1995) (3.3.3.3.). W
tworzenie plaszczyzny dimeryzacyjnej pomig¢dzy podjednostkami homodimeru zaangazowane
sg reszty: P38, F39 i1 H52 nalezace do 5’-podjednostki oraz reszty N14, E69 i F70 z
3’-podjednostki (Rys.3.17.A 1 Rys.3.17.D) (Shaffer i Gewirth, 2002). Te reszty
aminokwasowe s3 niezmienne wSrdd dziewigciu znanych VDR z roznych organizméw,
natomiast ich rozmieszczenie w sekwencji DBD jest unikalne pos$réd receptoréw jadrowych,
co dodatkowo podkresla wyjatkowos¢ tej plaszczyzny oddziatywan (Shaffer i Gewirth, 2002).
Rola wyzej wymienionych reszt w tworzeniu specyficznycch odzialywar pomigedzy DBD
zostala potwierdzona licznymi badaniami biochemicznymi i eksperymentami mutagenezy.
Przyktadowo, systematyczna mutageneza regionu CTE VDR pokazala, ze reszta F70 z kasety
T istotna jest dla wigzania biatka do DR3 oraz IP9, tworzenia heterodimeru z RXR i
aktywacji genu reporterowego in vivo (Quack i wsp., 1998). Trawienie chymotrypsyna
kompleksu RXR/VDR na IP9, w poréwnaniu do analogicznego trawienia na DR3, pokazato,
ze CTE obu DBD nie kontaktuje si¢ ze sobg na IP9, podczas gdy w przypadku DR3
dimeryzacja DBD stabilizuje heterokompleks (Quack i wsp., 1998). Sugeruje to, ze
heterodimer RXR/VDR posiada rézne stany konformacyjne, kiedy jest zwiazany z
odpowiednimi VDRE (Quack i wsp., 1998). Oznacza¢ to moze, ze w kompleksie na IP reszty
kasety T moga znajdowac si¢ w krytycznej pozycji dla ukierunkowanej orientacji o-helisy
regionu zawiasowego, ktéry wydaje si¢ by¢ sztywny i odpowiednio nastawia¢ LBD po
drugiej stronie DNA. W ten sposéb LBD obu bialek tworza plaszczyzn¢ dimeryzacyjng
(Quack i wsp., 1998). Ponadto jak zaobserwowano, mutacje punktowe w pozycjach N14, F39,
H52 i F70, nalezacych do rdzenia plaszczyzny dimeryzacyjnej w VDRDBD, zniosty

kooperatywne wiazanie DR3 (Towers 1 wsp., 1993).
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Rys.3.17. Schemat elementéw strukturalnych VDRDBD waznych dla homodimeryzacji na
elementach VDRE.

(A) Schemat struktury pierwszorzedowej VDRDBD. Kolorem czerwonym i gwiazdkami zaznaczono
reszty a-helisy | oddziatujgce specyficznie z parami zasad VDRE. Kolorami niebieskim i zielonym
opisano reszty odpowiedzialne za tworzenie ptaszczyzny dimeryzacyjnej pomiedzy podjednostkami
homodimeru; niebieskim - reszty z podjednostki wigzacej sie z 5’-koncowym pétmiejscem VDRE,
natomiast zielonym - reszty z 3'-podjednostki. (B) Sekwencje VDRE uzyte do krystalizacji. Ramkami
objeto pary zasad réznigce sie od sekwencji zgodnej DR3. (C) Ogdlna geometria homodimeru
VDRDBD zwigzanego z DR3. Kolorem czerwonym zaznaczono 5'-podjednostke, natomiast niebieskim
3-podjednostke homodimeru. (D) Szczegéty oddziatywan pomigdzy DBD. W tworzenie ptaszczyzny
dimeryzacyjnej pomiedzy podjednostkami homodimeru zaangazowane sg reszty: P38, F39 i H52
nalezace do 5-podjednostki oraz reszty N14, E69 i F70 z 3’-podjednostki. Wigcej szczegdtow w
tekscie. Wedtug Shaffer i Gewirth (2002) oraz Shaffer i wsp. (2004).

Interesujace jest, ze ptaszczyzna oddziatywan pomigedzy podjednostkami homodimeru
ma charakter hydrofobowy (Shaffer i Gewirth, 2002). Z wyjatkiem jednego stabego wigzania
wodorowego pomigedzy H52 i N14, dominujace sa kontakty van der Waalsa, tworzace
wyr6wnang komplementarng plaszczyzng (Rys.3.17.D). Wydaje si¢, ze brak kontaktu
powierzchni  dimeryzacyjnej z polarnym rozpuszczalnikiem, silnie wptywa na
stabilizacje dimeru (Shaffer i Gewirth, 2002). Brak migdzyczasteczkowych wigzan
wodorowych w obrebie tej ptaszczyzny, jej hydrofobowy charakter oraz brak dodatkowych

stabilizujacych kontaktéw z DNA reszt odpowiedzialnych za dimeryzacj¢ wyraznie odr6znia
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homodimer VDRDBD od innych homo- i heterodimeréw receptoréw jadrowych, takich jak
np. GRDBD/GRDBD, RAR/RXR czy RXR/TR (3.3.3.1.) (3.3.3.3.).

Region CTE VDRDBD wykazuje uderzajace podobieistwo do CTE TRDBD
(Rastinejad i wsp., 1995). Oba obszary zaczynaja si¢ tuz za rdzeniem DBD, tworza krétki
skret helikalny typu 3/;o w regionie kasety T, a nast¢pnie koniczg si¢ dtuga o-helisg (poréwnaj
Rys.3.12.A (3.3.3.3.) z Rys.3.17.A). Sugeruje to, ze mechanizm dyskryminacji odst¢pnika
moze by¢ podobny do zaobserwowanego dla TRDBD (Rastinejad i wsp., 1995; Shaffer i
Gewirth, 2002). Warto podkresli¢, ze CTE VDRDBD nie przypomina struktury i utozenia na
DNA CTE RevErbDBD (Rys.3.16. (3.3.3.3.)). Jest to jednakze zgodne ze specyfika
rozpoznawania przez CTE RevErbDBD sekwencji oskrzydlajacej pdéimiejsce elementu
regulatorowego i sposobem wigzania si¢ do DNA monomeréw receptoréw sierocych (3.3.2.).
Takiej specyficznosci rozpoznawania sekwencji nie stwierdzono jak dotad dla VDR (Shaffer i
Gewirth, 2002). Pomimo bliskiej homologii strukturalnej CTE VDRDBD 2z analogicznym
obszarem w TRDBD, region C-korficowego wydtuzenia DBD VDR rézni sie znaczaca iloScia
kontaktéw tworzonych z DNA: CTE TRDBD kontaktuje si¢ z DNA poprzez 15 wigzan
wodorowych, w ktérych posredniczg czasteczki wody (Rastinejad i wsp., 1995), natomiast w
przypadku CTE VDRDBD posiadajacego podobng ilo§¢ natadowanych zasadowych reszt,
zaobserwowano tylko dwa takie oddziatywania (Shaffer i Gewirth, 2002). Sugeruje to, ze
nadrzedna rola CTE VDRDBD jest posredniczenie w dyskryminacji odstgpnika w DR3, a nie
dostarczanie dodatkowych powierzchni kontaktu z DNA (Shaffer i Gewirth, 2002). Ponadto,
jak si¢ uwaza, moze to by¢ zwigzane z tym, ze VDRDBD wiaze si¢ do DR3 jako homodimer,
podczas gdy TRDBD tworzy na DR4 heterodimer z RXRDBD, ktéry nie posiada tak dtugiego
regionu CTE (Yamada i wsp., 2003).

Rdzenie DBD wszystkich poznanych receptoréw jadrowych wiaza zgodne péimiejsce
elementu regulatorowego w prawie identyczny sposéb. Tym samym, kluczowe oddziatlywania
pomigdzy VDRDBD a péimiejscami HRE sa podobne do obserwowanych dla innych
komplekséw DBD/DNA (3.3.3.1. 1 3.3.3.3.) (Shaffer i Gewirth, 2002). Cztery zachowane w
toku ewolucji reszty z o-helisy I kazdej podjednostki homodimeru, E19, K22, R26 i R27,
tworza specyficzne kontakty z zasadami i szkieletem DNA péimiejsca ulokowanego w duzej
bruzdzie (Rys.3.17.A), zblizone do oddziatywann RXR (Rastinejad i wsp., 1995; Rastinejad i
wsp., 2000), RAR (Rastinejad i wsp., 2000) i TR (Rastinejad i wsp., 1995) z wiasciwymi
elementami regulatorowymi. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w ogélnej geometrii
uzyskanych trzech komplekséw VDRDBD na odpowiednich VDRE. Jednakze doktadne

analizy struktur krystalicznych ujawnily molekularne podstawy sekwencyjno-specyficznej
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zmienno$ci w powinowactwie VDR do tych trzech VDRE typu DR3 (SPP, DR3 i OC,
odpowiednio) (Toell i wsp., 2000; Shaffer i Gewirth, 2002). Przyktadowo, podstawienie pary
T:A (pozycje (-4) 1 (+3)) w elemencie SPP na G:C (pozycje (-4) i (+3)) w DR3 (Rys.3.17.B.)
bardziej faworyzuje oddzialywania VDRDBD/SPP. W szczegdlnosci podstawienie wigkszej
zasady purynowej (A) mniejszq zasada pirymidynowa (C) w tych pozycjach, przejawia sie w
tworzeniem dodatkowych wigzan wodorowych z udzialem czasteczek wody przez reszte E19,
co zwigksza stabilno§¢ kompleksu VDRDBD/SPP (Shaffer i Gewirth, 2002). W
przeciwieristwie do tego, kluczowym elementem, ktéry powoduje znaczace obnizenie
powinowactwa homodimeru VDRDBD do OC, okazata si¢ by¢ pozycja (-2) w 5’-koncowym
niezachowanym pétmiejscu tego elementu (5°-GGGTGA-3") (Rys.3.17.B.). We wszystkich
sekwencjach HRE charakteryzujacych si¢ wysokim powinowactwem, w tej pozycji wystepuje
para C:G (pierwsza jest wymieniona zasada nici kodujacej - nici ,,gérnej”) i G z tej pary jest
akceptorem jednego lub dwdch silnych wigzan wodorowych pochodzacych od atoméw azotu
grupy guanidylowej reszty R27 (Rys.3.17.A i Rys.3.17.B). Jednakze w 5’-koficowym
péimiejscu OC para C:G (pozycja (-2)) jest zastapiona parg G:C (Rys.3.17.B). Cytozyna z tej
pary nie posiada akceptoréw wigzafi wodorowych, wigc nie moze oddziatywaé z R27. Warto
ponadto zaznaczy¢, ze chociaz tancuch boczny reszty R27 ulegl reorientacji w kierunku
szkieletu fosforanowego, analizy pomiaréw réznic odleglosci pokazaly brak znaczacej
zmiany polozenia szkieletu biatka w stosunku do szkieletu DNA, w poréwnaniu z
kompleksami na DR3 i SPP. Oznacza¢ to moze, ze wylacznie utrata specyficznego kontaktu
z zasada w pozycji (-2) jest przyczyna obnizenia powinowactwa VDR do OC (Shaffer i
Gewirth, 2002).

Uzyskane struktury krystaliczne homodimeréw VDRDBD na odpowiednich VDRE
podkreslity po raz kolejny istotng role sekwencji CTE, w szczegélnosci kasety T, w

dimeryzacji i wigzaniu elementéw regulatorowych zorganizowanych w postaci DR.

3.4. FUNKCJONALNY RECEPTOR EKDYSTEROIDOWY

3.4.1. Metamorfoza owaddw - rola 20-hydroksyekdyzonu i hormonu juwenilnego

Metamorfoza owad6éw jest fascynujacym procesem podczas ktérego larwa, przeksztatca

si¢ w dojrzatego owada. Proces ten przebiega pod kontrolg hormonéw (Riddiford, 1993; Hall,
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1999). W 1954 roku Butenandt 1 Karlson wyizolowali po raz pierwszy owadzi hormon
linienia ekdyzon (Rys.3.18.) z poczwarek jedwabnika morwowego (Bombyx mori). Byt to
pierwszy hormon steroidowy otrzymany z bezkregowcéw. Ekdyzon jest klasycznym

sterydem, posiadajacym cztery skondensowane pierScienie (Rys.3.18.) (Koolman, 1990).

hormon Ri R R;
ekdyzon H H | OH
20E OH| H | OH

ponasteron A | OH | H H

makisteron A | OH | CH; | OH

Rys.3.18. Ekdysteroidy petnigce hormonalne funkcje u stawonogéw (Koolman, 1990; Lafont, 1997).
Wedtug Niedziela-Majka (1999) oraz Grad (2001).

Ekdysteroidy, pochodne ekdyzonu, stanowig grupe ponad 250 czasteczek, ktére moga
wystepowaé w komoérkach roslinnych, u wigkszosci bezkregowcéw i w §ladowych iloSciach
u ssakéw (Lafont i Dinan, 1997). PierScienie A i B pofaczone sa wigzaniem o konformacji cis,
co stanowi o r6znej w stosunku do steroidéw kregowcow strukturze przestrzennej
czteropierScieniowego rdzenia, do ktérego dofaczony jest lancuch boczny. Obecno$é
podwdjnego wiazania w pozycji 7-8 oraz atomu tlenu grupy ketonowej w pozycji 6 jest
charakterystyczng cechg ekdysteroidow. Co wigcej, ekdyzon posiada ponadto
charakterystyczng reszte 14-0-OH (Rys.3.18.) (Koolman, 1990). Hormon ten jest
syntetyzowany z cholesterolu przez gruczoly protorakalne, w ktérych wydaje sie
funkcjonowac zegar biologiczny, regulujacy wydzielanie ekdyzonu w rytmie dobowym
(Cymborowski, 1984). Aktywna forma hormonu jest 20-hydroksyekdyzon (20E), bedacy
hydroksylowana pochodna ekdyzonu. Peini on kluczowa rol¢ w indukcji i modulacji
przemian morfogenetycznych owadéw (Koolman, 1990). Linienie i metamorfoza regulowane
sa przez dwa wspéidziatajace ze soba hormony: 20E i hormon juwenilny (Cymborowski,
1984). Zmiany morfogenetyczne u Drosophila melanogaster przebiegaja w ciagu dziewieciu
dni i skfadaja si¢ z szeSciu stadiow: embrionalnego, trzech larwalnych, przedpoczwarki,

poczwarki i owada dorostego (Rys.3.19.) (Andres i Thummel, 1992). Zmiany stezenia 20E
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powoduja ,,przechodzenie” organizmu owada przez kolejne stadia zyciowe. Podczas kazdego
stadium mozna zaobserwowac co najmniej jeden ,,szczyt” stezenia 20E (Thummel, 1995).
20E reguluje wiele proceséw fizjologicznych i biochemicznych zwigzanych z metamorfoza.
Najbardziej krytycznym okresem jest koniec trzeciego stadium larwalnego, kiedy to wysokie
stezenie 20E inicjuje zakonczenie fazy wedrowania i stanowi sygnat do formowania kokonu i
rozpoczgcia metamorfozy (Rys.3.19.). 20E bierze udzial w regulacji i inicjacji wielu
proceséw fizjologicznych i biochemicznych zwiazanych z linieniem, na przyktad apolizy,
proliferacji komdrek naskorka, sekrecji nowej warstwy kutikuli, trawieniu starej i
sklerotyzacji nowej kutikuli (Cymborowski, 1984; Koolman, 1990). Odpowiada on zaréwno
za apoptozg tkanek larwalnych (Jiang i wsp., 1997), jak i za wyksztalcenie i réznicowanie

tkanek owada dorostego.
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Rys.3.19. Profil zmian stezenia ekdysteroidéw podczas metamorfozy D. melanogaster.

Schemat przedstawia {gczne stezenie ekdysteroidéw (wyrazone w ekwiwalentach 20E) w
homogenacie catego ciata. Pod skalg czasowg (wyrazong w dniach) zaznaczono poszczegdlne stadia
w cyklu rozwojowym D. melanogaster. Podczas rozwoju D. melanogaster mozna zaobserwowaéd
przynajmniej szes¢ szczytéw stezenia 20E, po jednym na kazde ze stadiéw. W dwdch pierwszych
stadiach larwalnych wzrost stezenia inicjuje linienie starej kutikuli. W trzecim stadium stezenie 20E jest
poczatkowo niskie. W drugiej potowie tego okresu larwa przestaje sie odzywia¢ i rozpoczyna
wedréwke w poszukiwaniu statego podfoza do przepoczwarzenia. Pojawienie sie wysokiego stezenia
20E przy konicu trzeciego stadium jest sygnatem do zakoriczenia fazy wedrowania, wyprodukowania
kokonu i poczgtku metamorfozy. Szczyt stezenia 20E wystepuje przed utworzeniem przytwierdzonej
do podfoza przedpoczwarki, nastgpnie spada do niskich wartosci. Dwanascie godzin pdzniej stezenie
20E osigga ponownie wartos¢ maksymalng, powodujgc uwypuklenie gtowy. Kolejny wzrost stezenia
20E wystepuje podczas stadium poczwarki. W procesie metamorfozy prawie wszystkie tkanki larwalne
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ulegajg histolizie, natomiast struktury dorostego owada réznicujg sig i ulegajg morfogenezie. Wedtug
Andres i Thummel (1992); Thummel (1995); Baehrecke (1996) oraz Kozlova i Thummel (2000). Na
podstawie Niedziela-Majka (1999).

Odpowiedz komoérkowa na 20E jest specyficzna w stosunku do r6znych tkanek owada, a
takze w czasie poszczegélnych stadiéow rozwoju. Specyficzna regulacja ekspresji gendéw
wynika réwniez ze zfozonego mechanizmu wzajemnych oddzialywan biatek regulatorowych
pojawiajacych si¢ w poszczegdlnych etapach rozwoju owada. W procesie metamorfozy
prawie wszystkie tkanki larwalne ulegaja histolizie, natomiast struktury osobnika dorostego
réznicuja si¢ 1 ulegaja w kolejnym etapie morfogenezie (Andres i Thummel, 1992; Thummel,
1996). Przeprowadzone na chromosomach politenicznych §linianek badania ujawnity
utworzone pod wptywem 20E charakterystyczne struktury zwane ,,pufami” (ang., puffs)
(Ashburner i wsp., 1974). Byly to obszary wykazujace aktywno$¢ transkrypcyjna.
Bezposrednia obserwacja pod mikroskopem tych zmian umozliwita przyporzadkowanie
zmiany ekspresji genOw w czasie rozwoju profilowi powstawania i zanikania specyficznych
puféw (Andres i Thummel, 1992). Ashburner i wsp. (1974) zaproponowali dwustopniowy
mechanizm dziatania 20E. Wedlug tego modelu, 20E poprzez swdj receptor (heterodimer
Usp/EcR, patrz 3.4.2.) aktywuje ekspresje tzw. genéw ,wczesnych” (ang. early response
genes), ktére indukuja nastepnie ekspresje tzw. genéw ,,péZnych” (ang. late response genes).
Ekspresja genéw ,,wczesnych” zostaje jednoczeSnie zachamowana (Andres i wsp., 1993;
Woodard i wsp., 1994; Thummel, 1996). P6zZniejsze badania doprowadzity do poszerzenia
modelu zaproponowanego przez Ashburnera (Crossgrove i wsp., 1996; Thummel, 1996;
Buszczak i Segraves, 2000). Za posrednictwem biatka DHR78 (ang., Drosophila hormone
receptor 78) nastepuje przygotowanie do przepoczwarzenia podczas trzeciego stadium
larwalnego (Hall, 1999). DHR78 bierze udzial w kontroli ekspresji m.in. tzw. ,,genéw
klejowych” (ang., glue genes). Podwyzszenie stezenia 20E pod koniec trzeciego stadium
larwalnego i stadium przedpoczwarki indukuje, za posrednictwem heterodimeru Usp/EcR,
ekspresje genéw ,,wczesnych”. Produkty genéw ,,wczesnych” hamuja z kolei swoja wtasna
ekspresje, indukujac jednocze$nie ekspresje gendéw ,,péznych” (Karim i wsp., 1993;
Thummel, 1995). Podczas stadium przedpoczwarki ma miejsce ekspresja receptora sierocego
BFTZ-F1. Zwiazane jest to ze spadkiem stezenia 20E (Woodard i wsp., 1994). Receptor
BFTZ-F1 odpowiedzialny jest za kontrole ekspresji gendw w tym okresie (Woodard i wsp.,
1994; Broadus i wsp., 1999). Metamorfoza zwigzana z przejSciem formy larwalnej w owada

dojrzalego jest zwigzana z wytworzeniem tkanek i organéw owada dorostego oraz liza tkanek
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larwalnych. W indukcji apoptozy bierze udzial 20E poprzez regulacj¢ trzech klas genéw
apoptotycznych: aktywatoréw, efektoréw i inhibitoréw apoptozy (Baehrecke i Thummel,
1995; Lee i wsp., 2000; Buszczak i Segraves, 2000). Apoptoza zwiazana jest z aktywnoscia
proteaz cysteinowych, zwanych kaspazami, ktére utrzymywane s3 w formie nieaktywnej
poprzez zwiazanie z biatkowymi inhibitorami apoptozy (Vernooy i wsp., 2000). Nastepnie
ekspresja genéw proapoptotycznych powoduje uwolnienie proteaz z nieaktywnego
kompleksu (Hay i1 wsp., 1995; Vernooy i wsp., 2000). Kaspazy rozpoczynaja nastepnie
proteoliz¢ szeregu bialek komoérkowych oraz aktywuja dodatkowe biatka proapoptotyczne
(Goyal i1 wsp., 2000; Lisi 1 wsp., 2000). Jak zaobserwowano, wzrost st¢zenia 20E w pZnym
stadium przedpoczwarki lacznie z ekspresjonowanym BFTZ-F1 wilacza program $mierci
komorki (Jiang i wsp., 2000; Lee 1 wsp., 2000; Buszczak i Segraves, 2000).

W procesach regulacyjnych z 20E Scisle wspéldziala hormon juwenilny (JH). JH
reguluje embriogenezg, wplywa na stymulacje proceséw zwiazanych z reprodukcija i
zachowaniem migracyjnym (Kumaran, 1990). W stadiach larwalnych moze promowac
procesy metaboliczne zwiazane ze wzrostem, natomiast jego obecno$¢ w czasie linienia
indukowanego 20E hamuje rozwdj progresywny, pozwalajac owadowi jedynie na przejscie z
jednego stadium larwalnego w drugie (Cymborowski, 1984; Kozlova Thummel, 2000).
Podobnie jak w przypadku 20E, o aktywnosci biologicznej JH decyduje jego poziom w
hemolimfie owada (Cymborowski, 1984). Stad, gdy w czasie ostatniego stadium larwalnego
ilo§¢ JH w hemolimfie zanika, niskie st¢zenie 20E inicjuje metamorfoz¢ (Cymborowski,
1984). Stezenia JH w czasie metamorfozy sa niskie i chociaz jego obecno$¢ ma wplyw na
procesy zachodzace w organizmie (Riddiford i Ashburner, 1991), to biologiczna funkcja JH
podczas tego procesu nie jest do korica poznana (Hall, 1999). W procesach regulacyjnych
hormon juwenilny wywiera efekt antagonistyczny w stosunku do 20E, wptywajac na
zahamowanie inicjacji metamorfozy (Andres i Thummel, 1992). Potwierdzeniem tej roli jest
zahamowanie inicjacji metamorfozy w przypadku podania JH owadowi w stadium
przedpoczwarki i poczwarki (Riddiford i Ashburner, 1991). Dotychczas nie zidentyfikowano
receptora jadrowego dla JH. Sugeruje sig, ze JH moze by¢ ligandem receptora sierocego Usp
(Jones i Sharp, 1997). Badania biochemiczne pokazaly wprawdzie, ze Usp jest w stanie
wigza¢ JH III ester i JH III kwas (Rys.3.20.), jednakze to wiazanie jest na tyle stabe (stata
dysocjacji rzgdu mikromolarnego) i niewysycajace, ze wymaga to dalszych badan (Jones i
Sharp, 1997). Co wigcej, inne eksperymenty wskazuja na to, ze Usp wiaze tez bisepoksyd JH
III (Richard i wsp., 1989).
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Rys.3.20. Przypuszczalne ligandy biatka Usp - trzy formy JH.

Na schemacie zaprezentowano wzory chemiczne hormonu juwenilnego (ester JH Ill) oraz jego dwdch
pochodnych (JH Il kwas i JH Ill bisepoksyd), zwigzkéw wystepujacych w hemolimfie D. melanogaster
(Bergot i wsp., 1981; Tobe i Feyereisen, 1983; Richard i wsp., 1989). Sugeruje sie, ze zwigzki te moga
by¢ ligandami biatka Usp (Jones i Sharp, 1997; Jones i Jones, 2000).

Szczegétowa analiza fenotypéw mutantéw genu usp sugeruje, iz Usp uczestniczy w
szlaku przekazywania sygnatu od JH, jednakze nie wiadomo czy w sposéb bezposredni (Hall,
1999). Przeprowadzone analizy struktury krystalicznej UspLBD D. melanogaster (Clayton i
wsp., 2001) wskazuja wprawdzie, ze w LBD istnieja zachowane w toku ewolucji reszty
tworzace kieszeri wiazaca lipidowy ligand, ktérego struktura chemiczna moze odpowiadaé
JH. Jednakze wyniki te, facznie z innymi analizami strukturalnymi (Jones i Jones, 2000), sa

na tyle kontrowersyjne, ze pytanie, czy Usp jest receptorem JH pozostaje wciaz otwarte.

3.4.2. Funkcjonalny receptor 20-hydroksyekdyzonu jest heterodimerem
biatek Usp i EcR

Funkcjonalny receptor owadziego hormonu 20-hydroksyekdyzonu jest heterodimerem
dwdéch biatek nalezacych do nadrodziny receptoréw jadrowych: receptora 20E (EcR) oraz
biatka Ultraspiracle (Usp) (Oro i wsp., 1990; Koelle i wsp., 1991; Yao i wsp., 1993). Po raz
pierwszy receptor 20E zidentyfikowano w ekstraktach komérkowych obserwujac wigzanie
ponasteronu A (Rys.3.18.) (Maroy i wsp., 1978). Gen EcR z D. melanogaster odkryto
podczas eksperymentéw transfekcji w liniach komdrkowych, majacych na celu
zidentyfikowanie biatek nalezacych do rodziny receptoréw jadrowych (Koelle i wsp., 1991).
Eksperymenty pokazaly, ze EcR obecny w ekstrakcie komérkowym wigze z duzym
powinowactwem analog 20E. Jak si¢ okazalo, w przenoszeniu sygnatu pochodzacego od 20E

uczestniczy réwniez drugie biatko, homolog RXR kregowcéw, bedace produktem genu
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ultraspiracle - Usp [NR2B4] (Oro 1 wsp., 1990; Koelle i wsp., 1991; Yao i wsp., 1992; Yao i
wsp., 1993; Thomas i wsp., 1993). Jak zaobserwowano, EcR moze tworzy¢ heterodimery z
RXR (Thomas i wsp., 1993; Yao 1 wsp., 1993). Ssaczym homologiem EcR z D. melanogaster
jest receptor aktywowany pochodnymi farnezolu (FXR, ang., farnesoid X - activated
receptor), z ktérym posiada 81% oraz 34% identycznych reszt, odpowiednio w DBD i LBD
(Forman 1 wsp., 1995). Do tej pory u D. melanogaster zidentyfikowano jeden gen EcR
kodujacy trzy izoformy, oznaczone jako EcR-A, EcR-B1 i EcR-B2 (Talbot i wsp.,1993).
Wszystkie trzy izoformy posiadaja identyczne DBD i LBD. Réznia si¢ one jednak w
sekwencjach N-koricowych, obejmujacych domeny A/B. Izoforma EcR-A ekspresjonowana
jest w rozwijajacych si¢ tkankach owada dorostego, natomiast izoforma EcR-B1 w tkankach
larwalnych, ktére podczas metamorfozy ulegaja histolizie (Talbot i wsp.,1993). Powyzsze
zréznicowane wzorce ekspresji sugeruja, iz rézne izoformy EcR moga braé¢ udziat w
regulowaniu dziataii 20E podczas metamorfozy u D. melanogaster (Hall, 1999). Wszystkie
izoformy EcR moga tworzy¢ heterodimery z Usp na EcRE (Yao i wsp.,, 1992).
Przeprowadzone ostatnio eksperymenty aktywacji transkrypcji genu reporterowego w
komérkach ssaczych i1 drozdzowych z uzyciem izolowanych domen A/B izoform EcR
pokazaty, ze regiony te moga by¢ oddzielone od reszty receptora i przytaczone do obcej DBD
bez utraty funkcji (Mouillet 1 wsp., 2001). Ponadto stwierdzono, ze funkcja represorowa (IF,
ang., inhibitory function) EcCR-A[A/B] oraz funkcje aktywacyjne (AF-1) w EcR-B1[A/B] i
EcR-B2[A/B] zidentyfikowane w tych regionach sa wysoce autonomiczne (Mouillet i wsp.,
2001). Jednakze molekularny model dziatania tych aktywnosci i ich wptyw na biologiczne
funkcje izoform EcR in vivo pozostaja nadal nierozstrzygnigte (Mouillet i wsp., 2001). Jak
dotad gen EcR znaleziono wylacznie u stawonogéw. Genom nicienia C. elegans pozbawiony
jest homologu EcR, chociaz opisano efekty dziaania ekdysteroidéw u nicieni (Sluder i wsp.,
1999; Sluder i Maina, 2001). Wiadomo, ze moga one wywolywac linienie oraz wptywaé na
inne procesy rozwojowe (Dennis, 1976; Fleming, 1985; Barker i wsp., 1990; Barker i wsp.,
1991; Warbrick 1 wsp., 1993). Warto jednak zaznaczy¢, ze sekwencje genéw niektérych
receptoréow jadrowych u pewnych przedstawicieli nicieni wykazuja motywy zblizone do
sekwencji poznanych cztonkOow nadrodziny receptoréw jadrowych kregowcéw i
bezkregowcow (ortologi i paralogi) (Sluder i Maina, 2001). EcR jest receptorem zaréwno 20E
jak i innych ekdysteroidéw (Koelle 1 wsp., 1991). Z tego wzgledu jest on celem poszukiwania
nowych generacji insektycyddw, ktére moglyby powodowaé nieprawidiowa metamorfoze
owadéw poprzez aktywacje odpowiedzi na hormon (Retnakaran i wsp., 2003). Analogi

ekdysteroidéw zidentyfikowano réwniez u roSlin (fitoekdysteroidy), co moze znalezé
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potencjalne zastosowanie w agrochemii i medycynie (Dinan i wsp., 2001). Uzyskane ostatnio
struktury krystaliczne heterodimeru domen ligandowych Usp i EcR z Heliothis virescens
(Billas i wsp., 2003) w kompleksie z ponasteronem A oraz niesteroidowym agonista
(zwiazkiem uzywanym w agrochemii pestycydéw) ujawnila, ze EcRLBD wykazuje
zadziwiajaca plastycznoS¢. Cecha ta pozwala jej na dostosowanie ksztattu kieszeni wiazacej
ligand do struktury dwéch odmiennych zwigzkéw. Powyzsze wnioski potwierdzaja wyniki
innych eksperymentéw biochemicznych (Wang i wsp., 2000; Kumar i wsp., 2002). Co wiecej,
ostatnio doniesiono, ze podstawienie pojedynczej reszty w wyniku wprowadzenia mutacji
punktowej w EcCRLBD z Christoneura fumiferana spowodowato catkowita dyskryminacje
aktywnosci niesteroidowych ligandéw nalezacych do réznych chemotypéw (Kumar i wsp.,
2004). Plastycznos$¢ jaka wykazuje ECRLBD, w potaczeniu ze specyficznoscia rozpoznawania
sekwencji regulatorowych DNA, moze by¢ wykorzystana w przysziosci jako narzedzie do
konstruowania przetacznikéw molekularnych genéw w nowoczesnych terapiach genowych
(Kumar i wsp., 2004).

Jak juz wspomniano, wigzanie liganda przez EcR i aktywacja genéw bedacych pod
kontrola 20E stymulowane sa przez tworzenie heterodimeru z Usp (Oro i wsp., 1990; Koelle
i wsp., 1991; Yao i wsp., 1993). Usp jest w stanie tworzy¢ inne heterodimery z réznymi
biatkami, przykladowo z homologiem NGFI-B, owadzim receptorem sierocym DHR38 (ang.,
Drosophila hormone receptor) (Sutherland 1 wsp., 1995). Z uwagi na bardzo wysoka
homologi¢ z ssaczym RXR (86% 1 49% identycznosci reszt aminokwasowych odpowiednio w
DBD i LBD) (Oro i wsp., 1990) wydaje sie, ze Usp pelni zblizone funkcje fizjologiczne u
owadéw jak RXR u ssakéw. Co jest interesujace, homologi obu biatek zidentyfikowano w
sekwencjach genéw niektérych nicieni (Sluder i Maina, 2001). Jednakze dopiero ostatnio
scharakteryzowano po raz pierwszy homolog RXR z chorobotwdrczego nicienia Dirofilaria
immitis, biatko Di-RXR-1 (Shea 1 wsp., 2004). Pokazano, ze robaczy Di-RXR-1 moze
funkcjonowac jako partner dla owadzich EcR i DHR38 oraz regulowaé transkrypcje genu
regulatorowego w transfekowanych komoérkach owadzich Schneidera S2 w sposéb zalezny od
20E (Shea i wsp., 2004).

Biatko Usp nadal zalicza si¢ do grupy receptoréw sierocych. Jednakze na podstawie
analiz otrzymanych struktur krystalicznych LBD Usp z D. melanogaster (Clayton i wsp.,
2001) oraz z H. virecens (Billas i wsp., 2001) sugeruje si¢, iz Usp najprawdopodobniej
posiada naturalny ligand, ktérym moze by¢é JH (3.4.1.). W przeciwieristwie do
D. melanogaster, ktéra posiada tylko jedna izoforme Usp (Oro i wsp., 1990; Henrich i wsp.,
1994), Manduca sexta posiada dwie izoformy Usp oznaczone jako Usp-11i Usp-2 (Lan i wsp.,
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1999). Pokazano, ze 20E jest zdolny do aktywacji promotora genu MHR3 tylko wtedy, kiedy
zwiaze si¢ do heterodimeru receptora ekdysteroidowego Usp-1/EcR-B1, natomiast obecno$é
w duzych iloSciach izoformy Usp-2 zapobiega ekspresji genu. Stanowi to przyktad
zréznicowanego uzycia izoform Usp w modulacji ekspresji genéw (Lan i wsp., 1999).
Heterodimeryzacja EcR z partnerem Usp zwigksza zdolno$¢ EcR do wigzania ligandu. Z
drugiej strony wigzanie ligandu stabilizuje heterokompleks Usp/EcR i jednoczes$nie zwicksza
jego powinowactwo do EcRE (Oro i wsp., 1990; Koelle i wsp., 1991; Yao i wsp., 1993).
Mechanizm tego procesu nie jest dotad poznany. Sugeruje si¢ bezposrednig role JH w
tworzeniu funkcjonalnego heterodimeru Usp/EcR (Lezzi i wsp., 1999). W nieobecnosci
specyficznego liganda heterodimer Usp/EcR  hamuje transkrypcje, natomiast w jego
obecnosci jest zdolny do oddzialywania z koaktywatorami (Cherbas i wsp., 1991; Dobens i
Rudolph, 1991; Tsai i wsp., 1999). Wiele receptoréw jadrowych tworzy supramolekularne
kompleksy z biatkami szoku cieplnego 1 innymi biatkami (Gehring, 1998). Badajac
cytoplazmatyczne ekstrakty sugerowano, iz EcR moze tworzy¢ kompleksy o duzej masie
czasteczkowej (Turberg i Spindler, 1992). Pokazano, ze u D. melanogaster Hsc70 i Hsp90
sa wymagane in vivo dla aktywnoSci funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego oraz, ze
EcR jest gtéwnym celem kompleksu biatek ,opiekuriczych” zwanych ,.czaperoninami”
(ang., chaperones) (Arbeitman 1 Hogness, 2000). Badania ekstraktéw gruczotéw
przedtulowiowych M. sexta pokazaty obecnosS¢ czaperonin w kompleksach z EcR i Usp (Song
i wsp., 1997). Sugeruje to, iz funkcjonalny receptor ekdysteroidowy wykazuje cechy
receptoréw steroidowych, chociaz nalezy do typu tworzacego heterodimery a te, jak sie
uwaza, nie wiaza si¢ z biatkami Hsp (Lezzi i wsp., 1999). Badania przeprowadzone na
mutantach genéw usp 1 EcR dostarczyly dowodéw, iz oba biatka sg niezbedne in vivo do
przenoszenia sygnalu pochodzacego od 20E (Bender i wsp., 1997; Hall i Thummel, 1998;
Schubiger i wsp., 1998). Heterodimer Usp/EcR wykazuje réwniez aktywno$¢ hamowania
transktypcji genéw (Zelhof 1 wsp., 1997; Schubiger i Truman, 2000; Ghbeish i wsp., 2001).
Sugeruje sig, ze represja moze by¢ skutkiem tworzenia homodimeréw Usp na DNA, co
wskazuje na mozliwy udzial koregulatoréw w modulacji aktywnosci transkrypcyjnej
(Ghbeish i wsp., 2001). Homodimery Usp moga by¢ tworzone in vitro na DR1, na ktérym
to hormon muristeron A wywotuje heterodimeryzacje Usp z EcR (Vogtli i wsp., 1998). Sam
EcR w nieobecnosci liganda wykazuje aktywnoS$¢ represorowa (Dobens i wsp., 1991).
Czgsciowo moze to by¢ wyjasnione oddzialywaniem EcR z funkcjonalnym homologiem
takich korepresoréw kregowcoéw jak NCoR i SMRT (Tsai i wsp., 1999). Ponadto EcR wigze

réwniez inny owadzi korepresor, zidentyfikowany u D. melanogaster - Alien (Dressel i wsp.,
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1999). Jak juz wspomniano, korepresory wigza si¢ do receptoréw jadrowych, w nieobecnosci
liganda. Dopiero przylaczenie czasteczki sygnalowej umozliwia oddysocjowanie
korepresoréw, przylaczenie kompleksu koaktywatoréw i aktywacje transkrypcji (3.2.4.).
Jednakze pokazano, ze w komoérkach drozdzy EcR moze dziata¢ réwniez jako konstytutywny
aktywator transkrypcji w nieobecnosci Usp 1 ligandu (Dela Cruz i Mak, 1997). Wiazanie
liganda przez EcR wymagato obecnosci partnera (Usp lub RXR), jednak poziom aktywacji
transkrypcji przez heterodimer Usp/EcR byl nieco wyzszy od uzyskanego dla samego EcR
(Dela Cruz i Mak, 1997). Czynnikiem modulujacym aktywacje¢ genéw bedacych pod
kontrola 20E u D. melanogaster moze by¢ oddzialywanie heterodimeru Usp/EcR z
dodatkowymi biatkami aktywujacymi, wiazacymi si¢ do specyficznych dla siebie sekwencji
DNA (Brodu i wsp., 1999), czy tez np. z innymi receptorami sierocymi bioracymi udziat w
szlaku odpowiedzi na 20E. Pokazano, ze niektére z receptoréw sierocych u D. melanogaster
wplywaja na szlaki przenoszenia sygnatu hormonalnego, wiazac si¢ do EcRE lub tworzac
nieaktywne heterodimery z Usp lub EcR (Thummel, 1995). Badania w drozdzowym systemie
dwuhybrydowym dostarczyly dowodéw na silne i specyficzne oddzialywanie pomiedzy
receptorem sierocym DHR38 1 Usp (Sutherland i wsp., 1995). Biatko DHR38
ekspresjonowane jest we wczesnych etapach metamorfozy nie podlegajac regulacji przez 20E
(Sutherland 1 wsp., 1995). Testy in vivo pokazaly, ze DHR38 moze znosi¢ formowanie
heterodimeru Usp/EcR na specyficznym EcRE, przypuszczalnie tworzac kompleks z Usp
(Sutherland i wsp., 1995). Nie wyklucza si¢, ze bialkko Usp moze koordynowac sygnaty
zwigzane z aktywacja réznych receptoréw u D. melanogaster (Crispi i wsp., 1998).
Rekombinowany Usp tworzy homodimery 1 homotetramery in vitro w nieobecnosci DNA
(Rymarczyk i wsp., 2003), w czym wykazuje podobienstwo do RXR, ktéry w nieobecnosci
DNA wystepuje w formie homotetrameréw (Kersten i wsp., 1995; Chen i wsp., 1998; Kersten
i wsp., 1998). Jednakze pokazano, ze Usp pozbawione regionu A/B wykazywato obnizong
zdolno$¢ do oligomeryzacji, co z kolei odr6znia biatko Usp od RXR (Rymarczyk i wsp.,
2003). Niemniej jednak, Usp czeSciowo przejawia charakterystyk¢ RXR jako
dimeryzacyjnego partnera dla réznych receptoréw jadrowych. Ponadto obserwacje, ze Usp
moze wigza¢ DNA jako monomer (D’Avino i wsp., 1995; Antoniewski i wsp., 1996;
Niedziela-Majka i wsp., 2000) oraz by¢ receptorem dla JH (Jones i Sharp, 1997; Clayton i
wsp., 2001) sugeruja obecno$¢ skomplikowanego mechanizmu regulacyjnego, w ktérym
kluczowym elementem moze by¢ dynamiczny kompleks zawierajacy jedna z izoform EcR,

Usp oraz ich ligandy (Niedziela-Majka i wsp., 2000).
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3.4.3. Oddziatywanie funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego z DNA

Jak  juz  wspomniano, funkcjonalny  receptor  ekdysteroidowy  posiada
heterodimeryczng nature, typowa dla niesteroidowych receptoréw jadrowych kregowcéw.
Jednoczesnie jednak wiaze preferencyjnie sekwencje palindromowe HRE, podobnie jak
czynia to receptory steroidowe (Vogtli 1 wsp., 1998). Wigkszos¢ naturalnych EcRE stanowig
niedoskonate palindromy z odstepnikiem o diugosci 1 pary zasad (Rys.3.20.). Sekwencja
zgodna EcRE nie jest $cisle okreslona i ma postaé PuG(%/7)T(%/6)AN)YTG(/x)(“/)(C/r)Py
(Antoniewski 1 wsp., 1995). Analiza regionéw promotorowych genéw bedacych pod kontrola
20E pozwolila na wyodrebnienie w promotorze genu hsp27, kodujacego biatko szoku
cieplnego o masie 27 kDa, u D. melanogaster pierwszy element regulatorowy wigzacy
funkcjonalny receptor 20E (hsp27,4) (Riddihough i Pelham, 1987) (Rys.3.20.). Element
hsp27,a jest najczesciej obecnie badang sekwencja warunkujaca odpowiedZ na 20E. Analizy
wigzania nieoczyszczonego receptora ekdysteroidowego bedacego w kompleksie ze
znakowanym ponasteronem A potwierdzity jego specyficzno$¢ wigzania do hsp27,, (Cherbas
i wsp., 1991; Ozyhar i wsp., 1991; Ozyhar i Pongs, 1993). Poznane sekwencje EcRE
wykazuja duze podobiedstwo do opisywanych HRE receptoréw steroidowych, w
szczeg6lnosci sekwencja hsp27,, podobna jest do ERE (3.3.1.) (Martinez i wsp., 1991).
Role dlugosci odstepnika w elemencie hsp27,, pokazaly eksperymenty wigzania czeSciowo
oczyszczonego receptora ekdysteroidowego (Ozyhar i wsp., 1991). Stwierdzono, ze
zwigkszenie dlugosci odstepnika do dwoéch par zasad wplynglo na zmniejszenie
powinowactwa receptora do sekwencji regulatorowej (Ozyhar i wsp., 1991). Ponadto,
centralne pary zasad zdegenerowanego palindromu (-3, -4, 43, +4, odpowiednio) wydaja si¢
nie by¢ istotne dla wiazania receptora do elementu regulatorowego, natomiast bardzo wazne
sa pozycje: -6, -5, -2, -1 oraz w drugim ramieniu palindromu: +2, 45 i +6 (Ozyhar i wsp.,
1991.) (Rys.3.20.). Warto podkresli¢, ze kompleks funkcjonalnego receptora
ekdysteroidowego na tych EcRE, w szczegdlnosci na hsp27,,, rézni si¢ od komplekséw
homodimeréw receptoréw hormonéw steroidowych, ktére, jak pokazano, nie oddziatuja z

grupami funkcyjnymi par zasad zlokalizowanymi poza pozycjami -5 i +5 (3.3.3.1.).

76



Rozdziat 3 Wstep

Nazwa EcRE Sekwencja EcRE
éé;éé{ odstepnik T;;ZEE
hsp27,a AGCGACAAGGGTTCA A  TGCACTTGTCCAATGAA
Eip28/29 Upstream ATTGTTGGTCA i TAACCTGCG
Eip28/29 Prox TCTTGAGGTCA G TCACTTTAC
Eip28/29 Dist TTAGAAGTTCA T TGGGGTCAA
Fbp1 CGATTGGGTTGA A  TGAATTTTGCTG
Lsp2 TGCAATCCGGCCA A  TGACCGGTCGCAT
Sgs-4 | TGAAAGACAAGTTCG A  GGCACCCGCACTGTCCTA
Sgs-4 I GGTTAA G TAAACT
Sgs-3 | GTTTCA G TGAAAG
Sgs-3 | GGGTCA A TAGCCG
Sgs-3 i CGTTGA A  TCAATG
Sgs-8 ATTTCA T TGAATT
g EeRE AGGTCR AG AGGCCAR AAGA AGGTCR
chorion s15 UspE S

«——
GTGTATATA GGTCA CGTAAA TGTCC AGG

Rys.3.21. Sekwencje ECRE wystepujgce w regionach promotorowych gendw kontrolowanych przez
20E u D. melanogaster.

Przedstawione sekwencje pochodzg z nastepujacych genéw: hsp27 (Riddihough i Pelham, 1987;
Ozyhar i wsp., 1991; Antoniewski i wsp., 1993); Eip28/29 (Cherbas i wsp., 1991); Fbp1 (Antoniewski i
wsp., 1993); Lsp2 (Antoniewski i wsp., 1995); Sgs-4 (Lehmann i Korge, 1995), Sgs-3, Sgs-8
(Lehmann i wsp., 1997); ng-1 i ng-2 (Crispi i wsp., 1998). Kolorem niebieskim zaznaczono
niedoskonaty palindrom centralny lub, w przypadku sekwencji ng-1i ng-2, DR. Strzatkami zaznaczono
orientacje obu pétmiejsc. Sekwencje niektérych EcRE obrécono tak, aby ufatwi¢ wzajemne
poréwnywanie pétmiejsc. Pokazano takze ECRE wigzacy Usp z regionu promotorowego genu chorion
s15 (Khoury Christianson i wsp., 1992; Khoury Christianson i Kafatos, 1993), proponowane miejsce
wigzace Usp zaznaczono kursywa. Dla czytelnosci rysunku przedstawiono tylko jedng ni¢ danego
EcRE. Na podstawie Niedziela-Majka (1999) oraz Grad (2001).
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Heterokompleks Usp/EcR wiaze in vitro réwniez elementy zorganizowane w postaci
DR o péimiejscu 5’-GGGTCA-3" (Antoniewski i wsp., 1996) lub 5’-AGGTCA-3" (Horner i
wsp., 1995; Khoury Christianson i wsp., 1992) i odstgpniku o dlugosci 0 do 5 Par zasad.
Hierarchia powinowactwa nieoczyszczonego receptora ekdysteroidowego w stosunku do
elementéw DR wyglada nastgpujaco: DR4>DR5S>DR3=  hsp27,, >DRI1>DR2>DR0O
(Antoniewski i wsp., 1996). Co wigcej, DR moga funkcjonowaé jako EcRE takze in vivo
(Antoniewski i wsp., 1996). Jedyny zidentyfikowany do tej pory naturalny DR wiazacy
receptor ekdysteroidowy, zbudowany jest z dwéch sekwencji zgodnych 5’-AGGTCA-3’,
oddzielonych 12 parami zasad, pomiedzy ktérymi znajduje si¢ sekwencja 5°-AGGCCA-3’
(Rys.3.21.). Znajduje si¢ on w regionie kodujacym gendéw ng-I (ang. new-glue protein 1
precursor) 1 ng-2 (Crispi 1 wsp., 1998) (Rys.3.21.). Receptory sieroce, takie jak DHR38,
DHR39 czy BFTZ-F1, wiaza si¢ rowniez do tego elementu (Crispi i wsp., 1998). Ten duzy
szereg rozpoznawanych sekwencji EcRE sugeruje, Ze mechanizm funkcjonowania
heterodimeru Usp/EcR jest wysoce zlozony (Vogtli i wsp., 1998). Chociaz heterodimer
Usp/EcR wiaze syntetyczny doskonaly palindrom IR1 (5’-GAGGTCAATGACCTC-3’, ni¢
kodujaca), to nigdy nie zostat znaleziony w naturze. Prawdopodobnie doskonale symetryczna
sekwencja DNA nie musi wcale oznacza¢, ze jest ona wiasciwa dla mechanizmu
odpowiedzialnego za kontrolg ekspresji gendéw (Lezzi i wsp., 1999). Palindromowe EcRE sa
w pewnym stopniu homologiczne z odwréconymi powtérzeniami motywu rdzeniowego
PuG(G/T)TCA (Gronemeyer i Laudet, 1995). W przeciwiedstwie do nich, sa one zwykle
bardzo zdegenerowane 1 moga by¢ traktowane jako wysoce asymetryczne HRE (Niedziela-
Majka i wsp., 2000). Mozliwe jest, ze sa one pokrewne wlasciwym asymetrycznym
elementom DR w zdolnosci do narzucania orientacji heterodimeru Usp/EcR na odpowiednim
promotorze (Niedziela-Majka 1 wsp., 2000).

Przeprowadzone badania oddziatywania oczyszczonych DBD biatek EcR i Usp z
D. melanogaster (Niedziela-Majka i wsp., 1998; Niedziela-Majka i wsp., 2000) z hsp27,q4
dostarczyly wskazéwek, co do architektury heterodimeru UspDBD/EcRDBD na naturalnym
elemencie EcRE. Wpykonujac eksperymenty funkcjonalne EMSA pokazano, ze
rekombinowane DBD wykazuja rézne preferencje w stosunku do péimiejsc hsp27,q
(Niedziela-Majka 1 wsp., 2000). 5’-koricowe péimiejsce wykazuje wyraZznie wyzsze
powinowactwo do obu DBD niz 3’-koncowe péimiejsce. Po drugie, UspDBD wiaze sie do
5’-koricowego péimiejsca z okoto czterokrotnie wyzszym powinowactwem w poréwnaniu do
EcRDBD. Zasugerowano, ze nastepnie EcCRDBD wiaze si¢ w sposéb synergiczny do
3’-konicowego podimiejsca hsp27,, (Niedziela-Majka i wsp., 2000). Uzyskane rezultaty
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dostarczyly dowodéw, ze UspDBD moze funkcjonowaé jako specyficzna ,,kotwica”, ktéra
preferencyjne wiaze 5’-kodcowy fragment hsp27,;, i w konsekwencji lokalizuje
heterokompleks Usp/EcR w zdefiniowanej orientacji na promotorze genu hsp27. Zgodnie z
zaproponowanym modelem, kompleks heterodimeryczny wykazuje ,,polarno$¢” w stosunku
do péimiejsc  hsp27,,: UspDBD zajmuje 5’-koricowe pdimiejsce a EcRDBD
3’-koricowe (5’-UspDBD/EcRDBD-3") (Niedziela-Majka 1 wsp., 2000). Tym samym moze
on wigzac si¢ do hsp27,,4 w sposéb charakterystyczny dla receptoréw heterodimeryzujacych
z RXR (,glowa do ogona”) (3.3.3.3.). Po raz pierwszy pokazano, ze EcRE, ktére w
wigkszoSci przypadkéw sa niedoskonatymi palindromami, moga funkcjonowaé jako
asymetryczne elementy regulatorowe w podobny sposéb do dzialania elementéw DR
u kregowcéw. Wysnuto zatem przypuszczenie, iz dla oddzialywan biatko-biatko oraz biatko-
DNA mogtyby by¢ istotne sekwencje CTE obu DBD (Niedziela-Majka i wsp., 2000). Analizy
eksperymentow EMSA zasugerowaty, ze sekwencje C-koricowe UspDBD i ECRDBD wnosza
rézny wkiad w tworzenie heterodimeru na hsp27,; (Niedziela-Majka i wsp., 2000).
Pokazano, ze kaseta A UspDBD nie jest odpowiedzialna za wigzanie hsp27,y
i heterodimeryzacj¢ z ECRDBD. Natomiast kaseta T UspDBD przypuszczalnie jest wazna dla
tworzenia komplekséw na hsp27,, (Niedziela-Majka i wsp., 2000). W przypadku EcCRDBD
wyniki zasugerowaty, ze jego sekwencja CTE, w szczeg6lnosci przypuszczalna kaseta A, jest
niezbedna dla tego biatka do wiazania hsp27,, 1 tworzenia na nim homodimeréw
i heterodimeréw z UspDBD. Rola kasety T EcCRDBD pozostata niejasna (Niedziela-Majka i
wsp., 2000).

Otrzymane wyniki stanowily hipotezg, dlatego tez niezbedne stalo si¢ wykonanie
dalszych badain rozstrzygajacych role reszt aminokwasowych w formowaniu
heterokompleksu Usp/EcR na naturalnym elemencie hsp27,,. Wprawdzie w przypadku
EcRDBD pokazano, ze kaseta A jest istotna dla wigzania EcRDBD do DNA
i heterodimeryzacji z UspDBD na hsp27,4, jednakze molekularnych podstaw specyficznosci
oddziatywania CTE EcRDBD z hsp27,, 1 UspDBD nie okreslono.

79



Rozdziat 4 Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie roli C-terminalnej sekwencji domeny wigzacej
DNA biatka EcR (EcCRDBD) w specyficznej interakcji z elementem regulatorowym Asp27p,.
W szczegblnosci zmierzano do identyfikacji reszt aminokwasowych obszaru kasety T
EcRDBD istotnych dla tworzenia homodimeru EcCRDBD i heterodimeru UspDBD/EcCRDBD
na hsp27,q. Ponadto dazono do okreslenia minimalnego fragmentu kasety A z C-koncowego
wydtuzenia (CTE) EcRDBD wystarczajacego dla specyficznego wiazania hsp27,, i

tworzenia komplekséw homo- i heterodimerycznych na tym elemencie.
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6.1. MATERIALY
6.1.1. Odczynniki

Odczynnik

Agar
Agaroza
Akrylamid
Albumina z jaj kurzych
[y-’P]ATP
Biatka standardowe:
(zestaw Low Molecular Weight
Marker)
(zestaw Protein Molecular Weight
Marker)
Bromek etydyny
Chloramfenikol
Chlorowodorek guanidyny
Coomassie Blue R250
DNaza I
dNTP
DTT
Ekstrakt drozdzowy
Glicerol
Glutation (forma zredukowana)
Glutathione Sepharose™ 4B (zloze)
Heparin Sepharose™ CL-6B (zloze)
Hydrolizat kazeiny
IPTG
Karbenicylina
Kwas borny
-merkaptoetanol
NaCl
Na2HPO4 X 2H20
(NH4)2SO4
(NH4)2S,0s

Producent

Gibco BRL

Gibco BRL

Merck

Sigma

NEB™ Life Science

Bio-Rad

Fermentas

Sigma

Roth

Sigma
Serva
Sigma
Fermentas
Sigma
Gibco BRL
Roth

Roth
Amersham Bioscences
Amersham Bioscences
Gibco BRL
Roth

Roth

Roth

Pierce
Merck

Roth

Roth

Serva

Nr katalogowy

30391-023
15510-027
100633.0500
A-5503
BLU/NEG/002A

161-0304

SMO431

E-7637
6295.1
G-4505
35051
642K7650
R-6513
D-9163
30393-029
3783.2
6382.1
17-0756-01
17-0467-01
50014-034
2316.3
6344.2
6943.1
35600
6406.0
4984.1
9212.1
13375
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N’N’-bismetylenoakrylamid Sigma M-2002
Olej mineralny Sigma M-5904
Polimeraza DNA T7 v2.0 USB Corporation 70775Y/Z
Polimeraza DNA Vent New England BioLabs M0254S
Polimeraza DyNAzyme ™ II FINNZYMES F-501S8
Poli(dI-dC) Amersham Bioscences 27-7880
RNazaA Sigma R-6513
SDS Roth 2326.2
TEMEDIEEH N N - Roth 2367.3
tetrametyloetylenodiamina)

Tris (2-ammp—2—(hydroksyrnetylo)- Roth 48552
1,3-propandiol)

Trombina Sigma T-7513

Enzymy restrykcyjne do pracy z DNA pochodzity z firm: Boehringer Mannheim,
MBI Fermentas, New England BioLabs, Amersham Bioscences, Promega, Sigma. W pracy
wykorzystywano wod¢ oczyszczang w aparatach: Milli-Q Synthesis A10 i w Milli-Q Plus
firmy Millipore. Wode do pracy z DNA 1 preparatami bakteryjnymi dodatkowo

autoklawowano.

6.1.2. Szczepy Escherichia coli
(Novagen, 1992)

BL21(DE3)pLysS (Studier i Moffatt, 1986)

genotyp:

lon, ompT, (rg", mg’), gal, (c1ts857 ind1, sam7, nin5, lacUV5-T7 gene 1),
[pLysS: Cm, lys(T7)]

NOVA BLUE (Novagen, 1992)

genotyp:
endAl, hsdR17(r, my"), supE44, thi-1, gyrA96, relAl,

lac[F’, proAB, lacl® ZAM15, Tn10(tet")], recAl
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6.1.3. Plazmidy

6.1.3.1. Plazmid ekspresyjny pGEX-2T

Wektor pGEX-2T (Amersham Bioscences) byt wykorzystywany do ekspresji biatek w
fuzji z umieszczonym na N-koncu enzymem glutationo-S-transferaza (GST) ze Schistosoma
Jjaponicum (Smith i Johnson, 1988). Posiada on sekwencj¢ kodujaca peptyd rozpoznawany
przez trombing. Sekwencja umieszczona jest w ramce odczytu z genem gst przed sekwencja
wielokrotnego klonowania, co umozliwia odtrawienie GST od biatka fuzyjnego podczas
oczyszczania. Synteza rekombinowanego bialka jest kierowana przez promotor fac (Pu.),
indukowany izopropylo-f-D-tiogalaktopiranozydem (IPTG). Wektor ten posiada ponadto gen
markerowy (bla) nadajacy bakteriom opornos¢ na ampicyling (Amp’) oraz gen represora

operonu laktozowego (lacl?). Mape wektora oraz jego sekwencje zamieszczono w Dodatku V.

6.1.3.2. Plazmidy zawierajgce cDNA EcR i Usp z Bombyx mori

pBluescript-SK*_BmEcR

Plazmid zawiera sekwencj¢ cDNA kodujaca izoform¢ B1 EcR z B. mori. Zostal on
skonstruowany przez Luca Sweversa i wspélpracownikéw (Swevers i wsp., 1995) w
laboratorium Kostasa latrou (obecny adres: Institute of Biology, National Center for Scientific
Research ,,.Demokritos” 153 10 Aghia Paraskevi Attikis, Athens, Greece). Sekwencje cDNA

EcR oraz sekwencj¢ aminokwasowg biatka EcR z B. mori zamieszczono w Dodatku II1.

pBluescript-KS_BmCF1

Plazmid zawiera sekwencj¢ cDNA kodujaca Usp z B. mori. Zostat on skonstruowany
przez Georgea Tzertzinisa (obecny adres: New England BioLabs, 32 Tozer Road, Beverly,
MA 01915, USA) i wspétpracownikéw (Tzertzinis i wsp., 1994) w laboratorium Fotisa C.
Kafatosa (obecny adres: EMBL Heidelberg, Meyerhofstrasse 1, D-69117 Heidelberg,
Germany). Sekwencje cDNA Usp oraz sekwencj¢ aminokwasowa biatka Usp z B.mori

przedstawiono w Dodatku IV.
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6.1.4. Podstawowe bufory i podtoza hodowlane

Bufory wykorzystywane w pracy przygotowywano wedlug Sambrook i wsp. (1989).

Podtoze LB

ekstrakt drozdzowy 5,0 g/l
hydrolizat kazeiny 10,0 g/l
NaCl 10,0 g/l

Antybiotyki - roztwory podstawowe

karbenicylina 100 mg/ml
chloramfenikol 70 mg/ml

Do podiozy ptynnych i stalych dodawano roztwory podstawowe antybiotykéw tak, aby
koricowe ich st¢zenie wynosito: 50 pg/ml dla karbenicyliny, 35 pg/ml dla chloramfenikolu.
Antybiotyki dodawano do podfoza stalego LB-agar (15 g agaru na 1 litr pozywki ptynnej) po
autoklawowaniu, przed wylaniem na szalki Petriego (& 90 mm), po ochlodzeniu do

temperatury okoto 50°C.

Bufor TE Bufor 10xTBE
10 mM Tris-HCI (pH 7,4) 890 mM Tris-boran (pH 8,3)
1mM EDTA 20 mM EDTA
Bufor A Bufor B
50 mM Tris-HCI (pH 7,8) 20 mM Tris-HCI (pH 7,8)
150 mM NaCl 100 mM NaCl
1 mM DTT 5 uM ZnCl,
10 uM ZnCl, 1 mM DTT
10 % (v/v)  glicerol 10 % (v/v)  glicerol
Bufor C

50 mM Na,HPO, (pH 7,8)
250 mM NaCl
5 uM ZnCly
1mM -merkaptoetanol
10 % (v/v)  glicerol
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Bufory doprowadzano do okreslonego pH w temperaturze pokojowe;.
DTT lub B-merkaptoetanol dodawano do buforéw w okre§lonym koAcowym stezeniu tuz

przed uzyciem.

Roztwory do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE):
(Laemmli, 1970)

Bufor do nanoszenia probek (2xSB) Bufor do elektroforezy (5x)

125 mM Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM Tris-zasada (pH 8,3)
4 % (W) SDS 960 mM glicyna

10 % (V/V) B-merkaptoetanol 0,5 % (w/v) SDS

20 % (V/V) glicerol

0,005% (w/v) btekit bromofenolowy

Roztwér do barwienia SDS-PAG Roztwér do odbarwiania SDS-PAG
(Fairbanks, 1971) (Fairbanks, 1971)

40% (Vv/v) metanol 40% (V/V) metanol

10% (V/v) kwas octowy 10% (v/V) kwas octowy

0,1% (W/V) Coomassie Blue R250

Roztwor do utrwalania SDS-PAG przed suszeniem

40% (Vv/v) metanol
4% (V/v) glicerol

Roztwodr akrylamid/N’N’-bismetylenoakrylamid (30% T: 2.67% C)

akrylamid 272 g/l
N’N’-bismetylenoakrylamid 8 ¢l
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Sklady wykorzystywanych w pracy zeli poliakrylamidowych:

Zel rozdzielajacy

Zel rozdzielajacy

Odczynnik Zel zageszczajacy
12%T; 2,67% C 15% T; 2,62% C 4% T; 2,67% C
akrylamid/bisakrylamid 1: 2,5 (V/v) 1: 2 (V/v) 1:7,5 (v/v)
(30% T; 2,67%)
Tris-HCI (pH6,8) | = emeeeeeeee | e 0,125 M
Tris-HCI (pH 8,8) 0,375 M 0,375M | e

SDS

0,1 % (w/v)

0,1 % (W/v)

0,1 % (w/v)

nadsiarczan amonu

0,05 % (W/V)

0,05 % (W/V)

0,05 % (W/V)

TEMED

gdzie:

1: 100 (v/v)

T - catkowite stezenie monomeru,

1: 100 (v/v)

1: 100 (v/v)

C - st¢zenie monomeru sieciujacego (w/v) liczone wedtug wzoréw:

T% = [(g akrylamid + g N’N’-bismetylenoakrylamid)/objgto$¢ catkowita] x 100%
C% = [g N’N’-bismetylenoakrylamid/(g akrylamid + g N’N’-bismetylenoakrylamid)] x 100%

pH buforéw do elektroforez w zelu poliakrylamidowym okreslane byly w temperaturze pokojowe;.

5 % zel poliakrylamidowy do eksperymentu EMSA

(Fried i Crothers, 1989)

akrylamid 40%

N’N’-bismetylenoakrylamid

10 x TBE

10% nadsiarczan amonu (w/v)

TEMED

6.1.5. Oligonukleotydy

14,5 ml
9,9 ml

3 mi

600 pul
120 ul
(na 120 ml)

Wykorzystane w niniejszej pracy oligonukleotydy oczyszczone byly przez producenta przy

wykorzystaniu HPLC.

6.1.5.1. Oligonukleotydy wykorzystywane do wprowadzenia mutacji technika PCR
przy wykorzystaniu metody tzw. ,megaprimera” (6.2.1.1.)

W ponizszych Tabelach (6.1. i 6.2.) kolorem zielonym oznaczono zmutowane kodony

odpowiadajace umieszczonym w drugiej kolumnie resztom aminokwasowym.
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6.1.5.1.1. Mutacje aminokwasow regionu kasety T biatka EcCRDBD
z D. melanogaster

Tabela 6.1. Oligonukleotydy wykorzystywane do wprowadzenia mutacji w regionie kasety T.

Symbol Mutacja Sekwencja
oliogonukleotydu
WRA 145 R67A 5’-AC GCA TTC CGG CGC CAT ACC CAC G-3’
WRA 146 P68A 5’-AC GAC GCA TTC CGC CCG CAT ACC-3’
WRA 147 E69A 5’-GAC GAC GCA TGC CGG CCG CAT AC-3’
WRA 148 C70A 5’-CGG GAC GAC GGC TTC CGG CCG C-3
WRA 149 V71A 5°-T CTC CGG GAC GGC GCA TTC CGG-3’
WRA 150 V72A 5’-G GTT CTC CGG GGC GAC GCA TTC C-3’
WRA 151 P73A 5°-ACA TTG GTT CTC CGC GAC GAC GCA-3’
WRA 152 E74A 5’-C ACA TTG GTT CGC CGG GAC GAC G-3’
WRA 153 N75A 5’- AT CGC ACA TTG GGC CTC CGG GAC G-3’
WRA 154 Q76A 5’-CTT CAT CGC ACA TGC GTT CTC CGG G-3°
WRA 261 V72I/P73Q |5’-CA TTG GTT CTC CTG GAT GAC GCA TTC-3’
WRA 262 N75P 5°-CGC ACA TTG GGG CTC CTG GAT GAC-3’

6.1.5.1.2. Mutacje aminokwasow regionu a-helisy rozpoznajgcej element
regulatorowy biatka ECRDBD z D. melanogaster

Tabela 6.2. Oligonukleotydy wykorzystywane do wprowadzenia mutacji w a-helisie rozpoznajacej
element regulatorowy biatka ECRDBD.

Symbol Mutacja Sekwencja
oliogonukleotydu
WRA 247 E19A 5’-C CTC ACC TGT GCG GGC TGC AAG G-3’
WRA 248 G20A 5’-C ACC TGT GAG GCC TGC AAG GGG T-3’
WRA 249 K22A 5’-GT GAG GGC TGC GCG GGG TTC TTT C-3°
WRA 250 G23A 5’-G GGC TGC AAG GCG TTC TTT CGA CG-3’
WRA 251 R26A 5’-AG GGG TTC TTT GCA CGC AGC GTT ACG-3’
WRA 252 R27A 5’-GG TTC TTT CGA GCC AGC GTT ACG AAG-3’
WRA 253 S28A 5’-TC TTT CGA CGC GCC GTT ACG AAG AGC-3’
WRA 276 T30A 5’-CGC AGC GTT GCG AAG AGC GCC G-3’
WRA 277 K31A 5’-GC AGC GTT ACG GCG AGC GCC GTC-3’

6.1.5.2. Pozostate oligonukleotydy wykorzystywane w eksperymentach klonowania

Tabela 6.3. Pozostate oligonukleotydy wykorzystywane w niniejszej pracy.

Symbol Sekwencja Zastosowanie
oliogonukleotydu

5’-gcc cgg gga tcc GCG CCA CGG GTG CAA GA-3’

starter 5’-koncowy do

WRA 5 amplifikacji
(podkreslono kodon 256 reszty) ECRDBD 05 (365, D11
tarter 3'-kof d
5°-gcc cgg gga tec TTT GTC CTT CTC CTT CTGGG-3° starter 5 -xoncowy do
MO (podkreslono kodon 92(355) reszty) amplifikacji
p Y EcRDBD,g, D.1n.
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Symbol Sekwencja Zastosowanie
oliogonukleotydu
tarter 3’-kon
5°-gec cgg gga tec CTT CTT TTC GCG CCG CTT C-3' starter 3'-koficowy do
L (podkreslono kodon 85(348) reszty) anplifikacyi

P Y. EcRDBD g5 D.1m.
starter 5’-koncowy do
sprawdzania orientacji

WR9 5’-CCACGGGTGCAAGAGGAG-3’ sekwencji kodujacej
EcRDBD D.m.
wklonowanej w pGEX-2T
starter 3’-koncowy do
sprawdzania orientacji
WR 10 5’-TCAGTCACGATGAATTCCCG-3’ sekwencji kodujace;j
EcRDBD D.m.i B.m.
wklonowanej w pGEX-2T
5°-gee cgg gga tec GCA CCT CGA CAG CAA GAG-3’ stater.knncawy do
SR 267 (podkreslono kodon 198 reszty) amplifikaey
ECRDBD101(3Q7) B.m.
5"_gcc cgg gga tec GTC TTC GAC TGT GGT CGT A-3’ Statier 3*-koncowy do
MR 205 (podkreslono kodon 101(307) reszty) SpUiiac
ECRDBD101(307) B.m.
tarter 3’-kon
5-gec cgg gga tcc GGG CTC CTG TAT GAC ACA T-3’ Harter 2 Ckodeovyia
WRAZGS (podkreslono kodon 75(281) reszty) ampltkacyi
P Y EcRDBD,5 B.m.
tarter 3’-kon
5-gcc cgg gga tee TTT GTC TTT CTT TTG TCT TTG C-3» |  Staiter 3'-koficowy do
L (podkreslono kodon 89(294) reszty) ApIRkac)]

P Y. EcRDBD,go B.m.
starter 5’-konicowy do
sprawdzania orientacji

WRA 271 5’-A CCT CGA CAG CAA GAG GAG-3’ sekwencji kodujacej
EcRDBD B.m.
wklonowanej w pGEX-2T
, , starter 5’-koncowy do
5’-gee cgg gga tcc AAC CAT CCC TTG AGC GGC-3 . ..
WRa 212 (podkreslono kodon 104 reszty) Amphnley
USpDBDgg(zoz) B.m.
5°-gec ctg aat tec GCT GCT GGG ATG AGC GTC-3’ starter 37 knficowy do
WRA 273 (podkreslono kodon 89(202) reszty) amplifikacy)
USpDBDgg(zoz) B.m.
5’-konicowy starter do
5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ R S
WRA 19 . fragmentéw
(sekwencja: 869-891 pz wektora pGEX-2T)
wklonowanych
w pGEX-2T
3’-konficowy starter do
——— 5. CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ Sekgzng‘;z%vvvj‘ma
(sekwencja: 1020-998 pz wektora pGEX-2T) &
wklonowanych
w pGEX-2T
WRA 111 5/ - AGCGACAAGGGTTCAATGCACTTGTCCAATGAA-3 Sli’nda htsP 27 pa
WRA 112 3/ -TCGCTGTTCCCAAGTTACGTGAACAGGTTACTT-5 wykorzystywana w
technice EMSA
WRA 265 5 - AGCGACAAGGGTTCAAGTACACAGTCCAATGAA-3 ’ Sl?nda hsp27 sx
WRA 266 3/ -TCGCTGTTCCCAAGTTCATGTGTCAGGTTACTT-5 Wysarzystywana w
technice EMSA

W sekwencjach oligonukleotydéw do PCR (Saiki i wsp., 1988) matymi literami podano nukleotydy
dodane w celach klonowania, kursywg oznaczono sekwencje wprowadzonych miejsc restrykcyjnych.
Komplementarne do siebie oligonukleotydy, uzywane w EMSA, pokazano w jednej rubryce (ni¢ gérna:
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5—8’, ni¢ dolna: 3'>5’). Kolorem niebieskim oznaczono pary zasad 5 i 3'-koricowego pétmiejsca
elementu hsp27,,. D.m., D. melanogaster, B.m., B. mori.

6.2. METODY

Eksperymenty przeprowadzano postugujac si¢ standardowymi metodami opisanymi
obszernie w literaturze oraz przy wykorzystaniu procedur zalecanych przez producentéw
odczynnikéw i do pracy z DNA (Tabela 6.4.). W eksperymentach uzywano preparatéw
UspDBD z D. melanogaster otrzymanych przez dr inz. Iwong¢ Grad (2001) oraz mgr inz.
Agnieszke Kowalska i wsp. (2003). W uzyskaniu klonéw cDNA zawierajacych mutacje w
regionie o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy korzystano z pomocy magistrantki Pani
Moniki Szyszki (2002).

Ponizej przedstawiono jedynie metody opracowane samodzielnie, badZz zmodyfikowane

na potrzeby wykonania eksperymentéw opisanych w niniejszej pracy.

Tabela 6.4. Standardowe metody i procedury wykorzystywane w pracy.

Przygotowanie komérek kompetentnych Hanahan, 1992

Transformacja komérek kompetentnych Sambrook i wsp., 1989
plazmidowym DNA ‘
- | Hodowla komoérek bakteryjnych Sambrook i wsp., 1989
| Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi, Sambrook i wsp., 1989; instrukcje dostarczone
| ligacja, defosforylacja przez producentéw enzymow
- | Izolacja DNA po reakcji PCR Zestaw odczynnikéw .NUCLEOTRAP®CR”

firmy Macherey-Nagel; procedura opracowana
e , | przez producenta |
Izolacja DNA z zelu agarozowego Zestaw odczynnikéw .NUCLEOTRAP®"
firmy Macherey-Nagel; procedura opracowana
przez producenta

Miniizolacja plazmidowego DNA Sambrook i wsp., 1989; , Miniprep Express ™”
firmy BIO 101; procedura opracowana
przez producenta

| Izolacja plazmidowego DNA ze 100 ml Zestaw odczynnikéw ,,NUCLEOBOND® AX100”
- | hodowli bakteryjnej firmy Macherey-Nagel; procedura opracowana
S § _ | przez producenta
Elektroforeza analityczna i preparatywna w Sambrook i wsp., 1989
zelu agarozowym v
' | Znakowanie DNA izotopem P Sambrook i wsp., 1989
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Pomiary widm dichroizmu kotowego (CD) Johnson, 1990
Oznaczanie stgzenia DNA i bialek przez Sambrook i wsp., 1989
pomiar absorbancji promieni UV o dlugosci fal

260 nm i 280 nm

W Tabeli zebrano zastosowane w niniejszej pracy metody i procedury, ktére wykorzystywano zgodnie
z zaleceniami producentdéw poszczegélnych zestawéw odczynnikéw oraz standardowe procedury
biologii molekularnej i inzynierii genetycznej opisane w literaturze. W lewej kolumnie przedstawione
sg eksperymenty a w prawej odpowiadajgce im metody i procedury na podstawie ktorych
przeprowadzano dany eksperyment.

6.2.1. Podstawowe techniki uzywane do pracy z DNA

6.2.1.1. Mutageneza ukierunkowana metoda ,megaprimera”

W celu uzyskania szeregu mutantéw cDNA EcRDBD z D. melanogaster zawierajacych
mutacje w obszarze kasety T oraz o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy, postuzono
si¢ technikg mutagenezy ukierunkowanej metoda tzw. ,,megaprimera” (Barik, 1995). Reakcje
PCRI i PCRII (Saiki i wsp., 1988) przeprowadzano zgodnie z warunkami opracowanymi
przez Grad (1997) i Orfowskiego (2000). W PCRI uzywano syntetycznych oligonukleotydéw
wprowadzajacych ukierunkowane mutacje ((6.1.5.1.1.) i (6.1.5.1.2.)). Poszczegblne reszty
aminokwasowe zamieniano na alaning. W reakcji PCRI uzywano 50 pmoli starter6w
standardowo uzywanych do sekwencjonowania wektora pGEX-2T (6.1.3.1.): 5’-koricowego
WRA 19 lub 3’-koicowego WRA 20 (6.1.5.2.), 50 pmoli odpowiedniego oligonukleotydu
wprowadzajacego mutacje¢ oraz 16 ng matrycy pGEX-2T/EcRDBD (Niedziela-Majka i wsp.,
1998; Niedziela-Majka, 1999). Przyblizong temperatur¢ hybrydyzacji starteréw obliczono na
podstawie empirycznego wzoru: T, = 4 X (G+C) + 2 x (A+T) [°C] (Wahl i wsp., 1987).
Temperatury hybrydyzacji byly zblizone do 72°C. Hybrydyzacje¢ odcinkéw starter6w oraz
reakcje syntezy DNA przeprowadzano przez 25 cykli PCR, w temperaturze 72°C, w
optymalnych warunkach dla polimerazy DNA Vent, w probéwkach firmy Eppendorf do PCR
o pojemnos$ci 0,5 ml, w aparacie UNO Thermoblock (BIOMETRA). Przed rozpoczeciem
reakcji ostroznie nawarstwiano na powierzchni¢ mieszaniny w probéwkach olej mineralny.
Po 5 min denaturacji DNA w 94°C (tzw. ,,goracy start”) dodawano polimeraz¢ DNA Vent

(0,5 pl polimerazy Vent = 1U). Nastepnie probka przechodzita odpowiednig ilo$¢ razy przez
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cykl denaturacji w 94°C w ciagu 60 s i hybrydyzacji polaczonej z polimeryzacja w 72°C
przez 60 s. Koricowa polimeryzacj¢ prowadzono przez 2 min w 72°C. Mieszanine reakcyjna
schiadzano do 4°C.

Otrzymany w wyniku PCRI ,,megaprimer” izolowano po elektroforezie preparatywne;j
lub bezposrednio po PCRI (Tabela 6.4.), a nastepnie przeprowadzano PCRIL. W reakcji tej
uzywano na kazda probke 0,27 ug matrycy pGEX-2T/EcRDBD (Niedziela-Majka i wsp.,
1998; Niedziela-Majka, 1999), 10 pmoli standardowego 3’-koricowego startera WRA 20
(6.1.5.2.) do sekwencjonowania wektora pGEX-2T (6.1.3.1.) oraz calosci oczyszczonego
»~megaprimera” (okoto 20 pul), przez 30 cykli PCR. Hybrydyzacja i amplifikacja DNA
przeprowadzana byla w czasie 70 s. Pozostale warunki reakcji byly takie same jak podczas

PCRI. Wyniki analizowano przez elektroforeze analityczng w zelu agarozowym (Tabela 6.4.).

6.2.1.2. Klonowanie

Produkty reakcji PCRII, ¢cDNA EcRDBDxyz , oczyszczano po elektroforezie
preparatywnej w zelu agarozowym metoda NUCLEOTRAP® (Macherey-Nagel) (Tabela 6.4.).
Uzyskane c¢DNA trawiono enzymem restrykcyjnym BamHI, oczyszczano, a nastgpnie
ligowano do uprzednio strawionego tym samym enzymem restrykcyjnym i
defosforylowanego wektora pGEX-2T (6.1.5.2.) (Tabela 6.4.) (Orfowski, 2000). Po
transformacji komérek kompetentnych NOVA BLUE (6.1.2.) przeprowadzano miniizolacje
plazmidowego DNA. Nastepnie, w celu identyfikacji klonéw ktére ulegly transformacji,
przeprowadzano analiz¢ restrykcyjna uzyskanego plazmidowego DNA, trawiac je enzymem

restrykcyjnym BamHI (Tabela 6.4.) (Ortowski, 2000).

? Indeks XYZ oznacza taka domeng ECRDBD, w ktdrej reszta aminokwasowa X w pozycji Y zostata zmutowana
nareszte Z.
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6.2.1.3. Analiza plazmidowego DNA uzyskanych klonow

6.2.1.3.1. Sprawdzenie przy pomocy PCR orientacji wklonowanego cDNA
ECRDBDXYZ

W celu sprawdzenia orientacji cDNA EcRDBDxyz wklonowanych w wektor pGEX-2T,
wykonywano PCR wykorzystujac startery komplementarne do wektora pGEX-2T oraz
sekwencji cDNA EcRDBD (WR 91 WR 10 (6.1.5.2.)), 2,5U polimerazy DNA DyNAzyme ™
I w optymalnych dla enzymu warunkach oraz 15+20 ng uzyskanej matrycy DNA (Ortowski,
2000). DNA denaturowano przez 5 min w temperaturze 94°C, po czym dodawano 2,5U
polimerazy DNA DyNAzyme ™ II. Nastepnie przez 20 cykli prébki: inkubowano przez 60 s
w 94°C (denaturacja), 60 s w 60°C (hybrydyzacja) i1 30 s w 72°C (amplifikacja). Pozostate
warunki reakcji byly takie same jak podczas PCRI (6.2.1.1.) (Orfowski, 2000). Wynik reakcji

analizowano przeprowadzajac elektroforez¢ w zelu agarozowym (Tabela 6.4.).

6.2.1.3.2. Sekwencjonowanie plazmidowego DNA

Sekwencjonowanie rekombinowanego plazmidowego DNA (pGEX-2T/EcRDBDyyz,
w przypadku pochodnych pGEX-2T z wklonowang sekwencja kodujaca EcRDBDxyz)
przeprowadzano metodg Sangera (Sanger i wsp., 1977). Wykorzystywano zestawy do
sekwencjonowania: ,,ALFexpressm AutoReadWSequencing Kit” (Amersham Bioscences) oraz
,,CycleReaderm Auto DNA Sequencing Kit” (Fermentas) oraz aparat AlfExpress (Amersham
Bioscences). Reakcje przeprowadzano wykorzystujac par¢ standardowych starteréw do
sekwencjonowania wektora pGEX-2T (6.1.5.2.), dodatkowo posiadajacych na 5’-koricach
przylaczony znacznik fluorescencyjny Cy-5 (5-N-N’-dietylotetrametyloindo-
dikarbocyjanina). Matrycowy DNA rozcieiczano do stezenia 0,3 pg/ul, natomiast startery do
5 pmol/ul (Ortowski, 2000). Alternatywnie w przypadku zestawu ,,CycleReaderm Auto DNA
Sequencing Kit” (Fermentas) matrycowe DNA 1 startery rozcienczano do stezen:
0,35 ng/ul i 2 pmol/ul. Pozostale warunki reakcji byly zgodne z procedurami zalecanymi

przez producentéw zestawow.
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6.2.1.4. Otrzymanie pochodnych wektora pGEX-2T zawierajacych cDNA EcRDBD ,x
posiadajgcych mutacje delecyjne w C-koricowych sekwencjach oraz cDNA
UspDBD z B. mori

W celu otrzymania mutantéw cDNA EcRDBD,x'°, cDNA UspDBD typu ,,dzikiego” z

B. mori oraz mutantéw cDNA EcRDBDxx z D. melanogaster zawierajacych mutacje
delecyjne w sekwencjach C-konicowych, wykorzystano standardowe procedury opisane w
Materiatach i Metodach (6.2.1.).

Reakcje PCR wykonywano na odpowiednich matrycach kodujacych petnej dtugosci
cDNA EcR i Usp z B.mori (6.1.3.2.) oraz pGEX-2T/EcRDBD (Niedziela-Majka i wsp., 1998;
Niedziela-Majka, 1999), w standardowych warunkach (Sambrook i wsp., 1989). Fragmenty
DNA otrzymane dla danego biatka kodowaty polipeptydy rézniace si¢ dtugoscia sekwencji
lezacych na C-koricu drugich moduléw cynkowych (szczegély podano w Wynikach,
Roz.6.1.2.). Startery zaprojektowano tak, aby wygenerowac¢ miejsce BamHI na obu konicach
sekwencji kodujacych cDNA EcRDBDyx z D. melanogaster i z B. mori oraz BamHI i
EcoRI, odpowiednio na 5’ 1 3’-koricu sekwencji kodujacej UspDBD z B. mori (6.1.5.2.).

Reakcje PCR przeprowadzane byly w nastepujacy sposéb: 5 min wstepnej denaturacji
w temperaturze 94°C, dodanie 1 U polimerazy DNA Vent, a nastgpnie 5 cykli: 1 min
denaturacji w temperaturze 94°C; 1min hybrydyzacji w odpowiedniej dla danej pary
starteréw temperaturze; 0,5 min amplifikacji DNA w temperaturze 72°C, a nastepnie 20 cykli:
1 min denaturacji w 94°C i 1 min inkubacji w 72°C (hybrydyzacja i amplifikacja). Ostatnim
etapem byla amplifikacia DNA przez 2 min w temperaturze 72°C. Mieszaning reakcyjng
schiadzano do temperatury 4°C.

Uzyskane ¢cDNA EcRDBDjx trawiono enzymem restrykcyjnym BamHI, natomiast
UspDBD enzymami BamHI 1 EcoRI (Tabela 6.4.). Nastepnie, po elektroforezie preparatywne;j
i oczyszczeniu, ligowano je do trawionego odpowiednimi analogicznymi enzymami
restrykcyjnymi i defosforylowanego wektora pGEX-2T (6.1.5.2.). Po transformacji komérek
kompetentnych i miniizolacji plazmidowego DNA, przeprowadzano analiz¢ uzyskanych
plazmidowych DNA, trawiac je odpowiednimi enzymami. Nastgpnie sprawdzano orientacje
wklonowanych ¢cDNA EcRDBDjx (6.2.1.3.1.). Analizy orientacji nie wykonywano dla
klonéw zawierajacych cDNA UspDBD, poniewaz w przypadku tej domeny klonowanie byto

19 Indeks AX oznacza mutanta ECRDBD zawierajacego mutacje delecyjna przy reszcie aminokwasowej X w C-
konicowej sekwencji.
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ukierunkowane. Poprawno$¢ sekwencji sprawdzano wykonujac sekwencjonowanie

(6.2.1.3.2.)

6.2.2. Metody wykorzystywane podczas syntezy i oczyszczania rekombinowanych
biatek

6.2.2.1. Kontrola syntezy biatek fuzyjnych z GST w klonach komdérek NOVA BLUE
po transformacji mieszaning ligacyjna

W celu zbadania zdolnoSci uzyskanych klonéw pGEX-2T/EcRDBDxyz do produkcji
bialek, przeprowadzano prébng indukcje ekspresji bialek w fuzji z GST. Hodowle
przeprowadzano w okoto 4 ml, wedlug procedury opisanej przez Niedziele-Majke (1999).
Hodowle prowadzono cata noc w 37°C, na wytrzasarce rotacyjnej przy 182 obr/min. Nastepnie
do Swiezych sterylnych probéwek zawierajacych 4 ml pozywki plynnej LB z karbenicyling
(6.1.4.) dodawano 0,5 ml wyhodowanego wczesniej inoculum. Hodowle prowadzono w 37°C,
przy 182 obr/min, do momentu uzyskania gestoSci optycznej ODgyp=0,6+0,8. Nastepnie
pobierano po 1 ml zawiesiny bakteryjnej do probéwek Eppendorfa o pojemnosci 1,5 ml, aby
przygotowa¢ probki kontrolne. Pobrane zawiesiny odwirowywano w wiréwce stofowej
Eppendorfa 5415D przez 4 min, przy 13200 obr/min, w temperaturze pokojowej. Po
odrzuceniu supernatantu osad zawieszano w 75 ul buforu 2xSB zawierajacego -
merkaptoetanol (6.1.4.). Tak przygotowane probki przechowywano w -20°C do pdzniejszej
analizy. Po pobraniu prébek kontrolnych do pozostatych hodowli dodawano IPTG w stezeniu
kodcowym 0,5 mM, ZnCl, w stezeniu koricowym 50 UM i inkubowano przez 2 hw 37°C, przy
182 obr/min. Po inkubacji pobierano po 1 ml zawiesiny i postgpowano z prébkami j.w.. Synteze

biatka fuzyjnego analizowano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS

(6.2.3.1.) (Niedziela-Majka, 1999; Ortowski, 2000).

6.2.2.2. Przygotowanie zawiesin glicerolowych komdrek BL21(DE3)pLysS
transformowanych rekombinowanymi plazmidami pGEX-2T

Komérki szczepu BL21(DE3)pLysS transfekowano wybranym klonem plazmidu pGEX-
2T z wklonowang sekwencja kodujaca cDNA EcRDBDxyz. Pojedyncza koloni¢ przenoszono
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sterylng konicéwka do pipet automatycznych (o pojemnosci 2-200 pul) do pozywki ptynnej LB
zawierajacej karbenicyling i chloramfenikol w odpowiednich st¢zeniach (6.1.4.) i hodowano do
uzyskania gestosci optyczne] ODgo=0,6+0,8. Pobierano po 0,9 ml kultury bakteryjnej i
dodawano 0,1 ml 80% (v/v) sterylnego roztworu glicerolu, doktadnie mieszano i zamrazano

w - 80°C.

6.2.2.3. Synteza biatek fuzyjnych z GST w bakteriach BL21(DE3)pLysS

W celu zbadania rozpuszczalnosci produktéw ekspresji, otrzymane mutanty ECRDBDxy7
ekspresjonowano w komoérkach szczepu BL21(DE3)pLysS (6.1.2.). Z przygotowanej zawiesiny
komérek bakteryjnych w glicerolu (6.2.2.2.) pobierano niewielka ilo$¢ sterylng koric6wka do
pipety automatycznej (o pojemnosci 2-200 pl) i przenoszono do 30 ml pozywki ptynnej LB
zawierajacej karbenicyling i1 chloramfenikol (6.1.4.). Hodowlg¢ prowadzono okoto 16 h., w
temperaturze 29°C, na wytrzasarce rotacyjnej (182 obr/min). Nastepnie pobierano po 2,5 ml tak
uzyskanego inoculum i zaszczepiano nim 50 ml Swiezej pozywki plynnej LB zawierajacej
karbenicyling i chloramfenikol (6.1.4.). Hodowle prowadzono w 29°C (182 obr/min) do
osiagnigcia ODggo= 0,5+0,7. Nastepnie po przygotowaniu prébek kontrolnych (6.2.2.1.) do
pozostatych hodowli dodawano IPTG w stezeniu koicowym 0,5 mM oraz ZnCl, w stezeniu
koricowym 50 UM i ponownie inkubowano przez 4 h w 29°C (182 obr/min). Kontrole ekspresji
biatek przeprowadzano poprzez pobieranie po 1ml zawiesin komérek po 0,5 h, po 1 h i co
godzinge od momentu dodania IPTG. Prébki przygotowywano zgodnie z procedurg opracowana
przez Niedzielg-Majke (1999). Synteze bialek analizowano elektroforetycznie w SDS-PAGE
(6.2.3.1.), identyfikujac prazki o ruchliwosciach odpowiadajacych rekombinowanym biatkom
GST-EcRDBDyyz (Niedziela-Majka, 1999; Ortowski, 2000).

6.2.2.4. Przygotowanie ekstraktow komdrek BL21(DE3)pLysS

W celu przygotowania inoculum do hodowli, pojedyncza koloni¢ pobrang z ptytki po
transformacji sterylng koncéwka do pipet automatycznych (o pojemnosci 2-200 pul)
przenoszono do 30 ml pozywki ptynnej LB z chloramfenikolem i karbenicyling (6.1.4.) i
inkubowano okofo 16 h (29°C, 182 obr/min). Alternatywnie, pojedynczg koloni¢ pobrana
sterylnie z ptytki po transformacji przenoszono do 30 ml pozywki ptynnej LB =z
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antybiotykami (Niedziela-Majka, 1999). Hodowl¢ wiasciwa prowadzono w 400 ml LB,
zaszczepiajac 4 ml przygotowanego inoculum 2x200 ml pozywki LB. Hodowle prowadzono
do uzyskania gestoSci optycznej ODggo=0,5+0,7. Nastepnie dodawano IPTG w stezeniu
koricowym 0,5 mM oraz ZnCl, w stezeniu konicowym 50 uM i ponownie inkubowano przez
2 h. Po inkubacji z IPTG, 400 ml hodowli bakterii schtadzano na lodzie, przenoszono do
konicznych probéwek o pojemnosci 50 ml typu Grainer'' i wirowano w wiréwce Eppendorf
5810R (5000 x g , 4°C, 10 min). Pozywke znad osadu odrzucano i dodawano kolejna porcje
50 ml hodowli; postepowanie powtarzano trzykrotnie tak, ze ostatecznie w jednej probéwce
zbierano mas¢ komoérkowa z 200 ml kultury bakteryjnej. Komérki przemywano 8 ml buforu
A (6.1.4.) o temperaturze 4°C, ponownie odwirowywano j.w. i zawieszano w 8 ml buforu A,
po czym zamrazano w -80°C. Nastepnie komorki bakteryjne poddawano lizie przez
przeniesienie ich z -80°C na 16d. W celu strawienia kwaséw nukleinowych, ekstrakt
inkubowano nastepnie z DNazg I (5 pg/ml) i RNaza A (7.5 pg/ml), delikatnie mieszajac.

Inkubacj¢ prowadzono na lodzie do momentu utraty lepkosci (okoto 2 h).

6.2.2.5. Oczyszczanie biatek ECRDBDxyz zawierajgcych mutacje w regionie kasety
T i a-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy
Oczyszczanie ECRDBDxy; zawierajacych mutacje w regionie kasety T i o-helisy
rozpoznajacej element regulatorowy przeprowadzano zgodnie z procedurg przedstawiong
schematycznie w Wynikach na Rys.7.3., opracowana przez Niedzielg-Majke (1999). Ponizej
opisano jedynie giowne kroki oczyszczania z uwzglednieniem ewentualnych odstgpstw od
oryginalnej procedury. Wszystkie etapy wykonywane byly w temperaturze 0-4°C, z wyjatkiem

oczyszczania na kolumnie Superdex 75HR (6.2.2.5.4.).

6.2.2.5.1. Frakcjonowanie biatek komorkowych przy pomocy siarczanu amonu

Ekstrakty komoérek BL21(DE3)pLysS/pGEX-2T/EcRDBDxyz otrzymane z 400 ml
hodowli (6.2.2.4.) wirowano w wiréwce Eppendorf 5810R (17000 x g, 4°C, 90 min).
Klarowny roztwér (okoto 16 ml) przenoszono (po okoto 8 ml) do dwdéch probéwek o

pojemnosci 12 ml (typu Grainer) i bialka wysalano siarczanem amonu (Niedziela-Majka,

"W eksperymentach uzywano probéwek konicznych firmy Grainer (o pojemnosci 50 ml), bedacych
odpowiednikiem wyrobu firmy Falcon.
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1999). Sproszkowany (NH4)>SO4 dodawany byl matymi porcjami w ciggu 1 h (przy ciaglym
mieszaniu na mieszadle magnetycznym), do uzyskania okreSlonego st¢zenia korficowego, po
czym roztwér mieszano przez kolejne 30 min. Po wstgpnym wysoleniu w zakresie 0-30%
preparat odwirowywano (16500 x g , 4°C, 30 min) i osad odrzucano. Supernatant ponownie
poddawano wysoleniu w zakresie 30-50% wysycenia. Roztwér przechowywano przez noc w
4°C. Po odwirowaniu (j.w.) osad bialek zawieszano w 1 ml buforu B (6.1.4.). W celu
usunigcia (NH4)>SO4, roztwér bialek nanoszono na kolumne PD-10 wyréwnowazona
buforem B (6.1.4.), a nastgpnie frakcje szczytowe zawierajace biatka taczono i poddawano
chromatografii na ztozu Heparin Sepharose™ CL-6B (Amersham Bioscences) (6.2.2.5.2.)

(Niedziela-Majka, 1999).

6.2.2.5.2. Chromatografia powinowactwa na ztozu Heparin Sepharose ™ CL-6B

Uzyskane po kolumnie PD-10 frakcje (6.2.2.5.1.) nanoszono grawitacyjnie na kolumienke
wypelniona zlozem Heparin Sepharose™ CL-6B wyréwnowazona buforem B (6.1.4) i
przeprowadzano chromatografi¢ w buforze B, stosujac nieciagly gradient NaCl (100 mM, 400
mM i 650 mM) (Niedziela-Majka, 1999). Za kazdym razem zloze przemywano 10 ml buforu B,
zawierajacego okreSlone stezenie NaCl i zbierano 1 ml frakcje. Stabo zwigzane biatka
odmywano 10 ml buforu B z NaCl w st¢zeniu 100 mM i 400 mM. Biatka zwiazane do zloza
wymywano 10 ml buforu B z wysokim stezeniem NaCl (650 mM). Wykre§lano profil kolumny
mierzac absorbancje frakcji przy 280 nm. Frakcje zawierajace biatko fuzyjne GST-
EcRDBDxyz faczono i zageszczano do okoto 2 ml przez ultrafiltracje, wykorzystujac aparat
Amicon 30 (Millipore) zgodnie z zaleceniami producenta. W celu wymiany buforu B
zawierajacego NaCl o stezeniu 650 mM na nizsze (150 mM), preparaty nanoszono na kolumne
PD-10 wyréwnowazona buforem B o stezeniu NaCl 150 mM. Frakcje (1 ml) zawierajace GST-

EcRDBDxyz zaggszczano ponownie do okotfo 1,5 ml przez ultrafiltracje (j.w.).
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6.2.2.5.3. Chromatografia powinowactwa na ztozu Glutathione Sepharose™ 4B

W celu oddzielenia GST od EcRDBDxyz, uzyskany preparat biatkowy w wyniku
przeprowadzenia chromatografii powinowactwa na Heparin Sepharose™ CL-6B (6.2.2.5.2.),
trawiono trombing w probéwce firmy Eppendorf, w ustalonych eksperymentalnie przez
Niedziele-Majke (1999) warunkach. Po trawieniu, preparat (okoto 1,5 ml) nanoszono na
kolumne zawierajaca 1 ml zloza Glutathione Sepharose™ 4B (Amersham Bioscences),
zréwnowazonego uprzednio buforem B (6.1.4.) z 150 mM NaCl. Nastepnie ztoze inkubowano z
preparatem bialek przez 1h, delikatnie mieszajac. Po sedymentacji zelu, niezwigzane biatka
wymywano z kolumny buforem B z 150 mM NaCl i zbierano 1 ml frakcje. Profil kolumny
wykreslano mierzac absorbancje frakcji przy 280 nm. Frakcje szczytowe taczono i zageszczano
do 0,2ml przez ultrfiltracje, ~ wykorzystujac aparaty Amicon 10 (Millipore) zgodnie z
zaleceniami producenta. Zaggszczony roztwér odwirowywano w wiréwce Eppendorf 5810R

(18500 x g, 4°C, 20 min), w celu odrzucenia zdenaturowanych biatek.

6.2.2.5.4. Sgczenie molekularne na kolumnie Superdex 75HR

Saczenie molekularne wykonywano przy uzyciu kolumny Superdex 75HR (Amersham
Bioscence), stosujac aparat do HPLC (Pharmacia LKB). Na kolumn¢ wyréwnowazona
dwoma objetosciami buforu C (6.1.4.) nakladano uzyskane po ultrafiltracji (6.2.2.5.3.) 0,2 ml
biatek. Przeprowadzano saczenie przy predkoSci przeptywu 0,5 ml/min, zbierajac frakcje o
objetosci 0,25 ml. Frakcje zawierajace oczyszczone bialka laczono i po wymieszaniu
mierzono absorbancj¢ preparatu przy 280 nm. Oczyszczone biatko dzielono na 15-30 pl
porcje i przechowywano w -80°C. Poszczegélne frakcje analizowano w SDS-PAGE

(6.2:3:1.)

6.2.2.6. Oczyszczanie biatek ECRDBDx z D. melanogaster i B. mori zawierajacych
mutacje delecyjne w C-koricowych sekwencjach oraz UspDBD z B. mori
Oczyszczanie mutantow EcRDBDax z D. melanogaster 1 B. mori zawierajacych
mutacje delecyjne w C-koficowych sekwencjach oraz biatka UspDBD typu ,,dzikiego” z B.
mori przeprowadzano zgodnie z procedurg opracowana dla biatka UspDBD typu ,,dzikiego” z

D. melanogaster, opisana przez Grad (2001) oraz zmodyfikowana przez Kowalska i wsp.
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(2003). W celu uzyskania preparatu biatka ECRDBDax z D. melanogaster pozbawionego
przypuszczalnej kasety A, wykorzystano plazmid pGEX-2T/EcCRDBDs3s (Niedziela-Majka,
1999). Ekstrakty komoérek BL21(DE3)pLysS/pGEX-2T/EcRDBDx oraz
BL21(DE3)pLysS/pGEX-2T/UspDBD, po lizie (6.2.2.4.) i odwirowaniu w wiréwce
Eppendorf 5810R (17000 x g, 4°C, 90 min), nanoszono bezposrednio na kolumne
wypelniong 0,7 ml zloza Glutathione Sepharose™ 4B (Amersham Bioscences),
wyréwnowazonego uprzednio buforem B (6.1.4.) zawierajacym 750 mM NaCl. Po 2h
inkubacji w temp. 4°C, w celu wyplukania niezwigzanych ze ztozem biatek, kolumne
przemywano dwudziestoma objetoSciami buforu A (750 mM NaCl). Po naniesieniu 0,7 ml
porcji buforu A (750 mM NaCl) zamykano kolumn¢ i po delikatnym wymieszaniu
inkubowano ponownie przez okoto 1 h. Ponownie przeptukiwano okoto dziesiecioma
objetosciami buforu A (750 mM NaCl), a nastgpnie odtrawiano trombing zwiazane ze zlozem
biatko. W tym celu po dodaniu do roztworu nad zltozem 2,5 mM CaCl, inkubowano biatka z
4,3 pug trombiny (35,3 U tzw. ang. ,.cleavage units”; stosunek wagowy proteazy do substratu
wynosit okoto 1:1500) (Niedziela-Majka, 1998; Niedziela-Majka, 1999) przez noc w 4°C. Po
calonocnym trawieniu, biatko wyplukiwano z kolumny piecioma objetosciami buforu A (750
mM NaCl). Zbierano 1 ml frakcje i wykreslano profil kolumny, mierzac absorbancje frakcji
przy 280nm. Nastepnie frakcje zageszczano (6.2.2.5.3.) i przeprowadzano saczenie

molekularne na kolumnie Superdex 75SHR (Amersham Bioscences) (6.2.2.5.4.).

6.2.3. Metody stosowane do analizy rekombinowanych biatek

6.2.3.1. Elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE)

Elektroforez¢ prowadzono w ukladzie nieciaglym wedlug Laemmliego (1970) w
standardowych warunkach (Sambrook i wsp., 1989) (6.1.4.). Do wyznaczania wzglednych
mas czasteczkowych uzywano mieszanin bialek standardowych LMW (Bio-Rad) lub PMW
(Fermentas) (6.1.1.). Po zakonczeniu elektroforezy z zeli usuwano SDS przez 20 min
inkubacji w roztworze do odbarwiania SDS-PAGE (6.1.4.), a nastgpnie barwiono je przez
okoto 12 h w roztworze do barwienia SDS-PAGE (6.1.4.). Po odbarwieniu, zele utrwalano

przez 12h w roztworze do utrwalania (6.1.4.), dokumentowano w aparacie Pharmacia
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Biotech ImageMaster®VDR (Amersham Bioscence) i suszono w suszarce prézniowej do zeli

poliakrylamidowych (Model 583, Bio-Rad).

6.2.3.2. Okreslanie czystosci preparatow biatkowych

Czysto§¢ preparatéw biatkowych sprawdzano przez ich analize w zelach

poliakrylamidowych barwionych Coomassie Blue R250 (6.2.3.1.).

6.2.3.3. Oznaczanie stezZenia biatka

Stezenie oczyszczonych rekombinowanych biatek okreslano spektrofotometrycznie przez
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 280 nm (Gill i von Hippel, 1989). Molowe wsp6tczynniki
absorbcji biatek przyjeto za Niedziela-Majka (1999) oraz wykorzystujac program ProtParam

Tool (http://au.expasy.org/tools/protparam.html) (Tabela 6.5.).

Tabela 6.5. Wybrane parametry fizyko-chemiczne otrzymanych rekombinowanych biatek typu
»dzikiego” i posiadajgcych mutacje delecyjne w C-koncowych sekwencjach.

Rekombinowane | - [Dal . "m0 L Agg0l%
biatko ; [M-lcm?] [ml/mg x cm]
EcRDBD D.m. 13494 5840 0,433
UspDBD D.m. 12063 7000 0,580
EcRDBDyg, D.m. 12537 5840 0,466
EcRDBD,gs D.m. 11695 5840 0,499
EcRDBD,75 D.m. 10449 5720 0,547
EcRDBD B.m. 13492 5720 0,424
UspDBD B.m. 12173 7000 0,575
EcRDBD,gg B.m. 12165 5720 0,470
EcRDBD,z5 B.m. 10524 5720 0,544

Przedstawione w Tabeli parametry biatek uzyskano korzystajac z programu ProtParam Tool
(http://us.expasy.org/cgi-bin/protparam). Masy czgsteczkowe biatek (m) obliczono na podstawie
opublikowanych sekwencji aminokwasowych z uwzglednieniem reszt dotgczonych z wektora
pGEX-2T (Rys.7.10. (7.1.2.)). Peine sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe biatek EcR i Usp
zamieszczono w Dodatku (I-V). Wartosci Agg™' ™ wykorzystywano do obliczania stezenia preparatéw
biatek z pomiaréw Aggo.
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6.2.3.4. Badanie oddziatywari rekombinowanych biatek z DNA

Specyficzne oddzialywanie otrzymanych rekombinowanych biatek z DNA analizowano
wykorzystujac technike EMSA (ang., electrophoretic mobility shift assay) (Fried i Crothers,
1989). Postepowano zgodnie z procedurg opracowana przez Niedzielg-Majke (1999). Jako
sondg DNA wykorzystywano ds oligonukleotydy (33 par zasad) (6.1.5.2.), zawierajace
sekwencj¢ nukleotydowa, do ktérej badano wigzanie. W eksperymentach EMSA
zaznakowana °P na 5°-koricu sonde (20-45 fmoli) inkubowano ze wzrastajacymi iloSciami
rekombinowanego biatka lub réwnomolowej mieszaniny biatek, w koncowej objetosci 25 pl,
w buforze C (6.1.4.) bez ZnCl,, zawierajacym 100 mM NaCl i 0,5 mg/ml albuminy z jaj
kurzych. Prébki zawieraly nadmiar molowy wysokoczasteczkowego niespecyficznego
kompetytora - poli(dI-dC) (110 ng). Po zakoriczeniu elektroforezy, zele przenoszono na
bibule Whatman 3 i suszono w temperaturze 80°C przez 2 h, w suszarce prézniowej do zeli
poliakrylamidowych (Model 583, Bio-Rad). Po wysuszeniu, zele eksponowano do
specjalnych odwzorowujacych ptyt (Imaging Plates BAS-MS 2325 i/lub 2340, Fuji Photo
Film, Japan). Sygnaty fluorescencyjne z ptyt skanowano wykorzystujac aparat Fuji Film
FLA-3000 Fluorescent Image Analyzer (Raytest Isotopenmefgeridte GmbH, Germany). Skany
rejestrowano przy rozdzielczoSci 50-um z 16-bitowa glebia, a nastgpnie poddawano
iloSciowej analizie wykorzystujac oprogramowanie AIDA Bio-Package (Raytest

Isotopenmefgeridte GmbH, Germany).

6.2.3.5. Pomiary widm dichroizmu kotowego (CD)

Widma dichroizmu kotowego (CD; ang., circular dichroism) rekombinowanych biatek
rejestrowano na spektropolarymetrze Jasco J-715 (Jasco International, Japan), w kuwecie o
dlugosci drogi optycznej 0,1 cm, termostatowanej w 20°C, w buforze C (6.1.4.), z 1,0 s
czasem odpowiedzi i rozdzielczoscig 1,0 nm. Eliptyczno$¢ monitorowano w zakresie 190-
260 nm. Stezenia bialek wynosity 10,0 pM. Kazde zarejestrowane przez aparat widmo CD
stanowilo rezultat akumulacji i wuSrednienia pigeciu widm pojedynczego pomiaru.
Prezentowane w Wynikach widma CD (Rys.7.7. (7.1.1.4.), Rys.7.9. (7.1.1.5.) i Rys.7.20.
(7.2.1.4.)) stanowig Srednig z trzech niezaleznych pomiaréw.

Przewidywanie zawartoSci struktury drugorzedowej rekombinowanych biatek na
podstawie analizy widm CD przeprowadzono uzywajac programu: CONTIN/LL z pakietu
CDPro (http://lamar.colostate.edu/sreeram/CDPro) (Sreerama i Woody, 2000).
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6.2.3.6. Denaturacja chemiczna z uzyciem chlorowodorku guanidyny

Profile denaturacyjne rekombinowanych bialek monitorowano poprzez pomiary
fluorescencji reszt tyrozylowych (dlugo$¢ fali UV wzbudzenia (Aex) wynosita 275 nm,
natomiast dtugos¢ fali UV emisji (Aem) 305 nm), w aparacie Fluorolog-3 (Jobin-Yvon/Spex
Horiba, France), w kwarcowych kuwetach o dilugosci drogi optycznej 1,0 cm,
termostatowanych w 18°C. Ste¢zenia bialek wynosity 11,5 uM (9,0 uM dla mutanta
V721/P73Q/N75P). Do danego roztworu rekombinowanego biatka w buforze C (6.1.4.),
znajdujacego si¢ podczas przeprowadzania eksperymentu w kuwecie, dodawano stezony (7,0
M) roztwér chlorowodorku guanidyny (GdmCl). W celu uzyskania odpowiedniego stezenia
denaturanta w prébce, zdefiniowane objgtosci badanej prébki pobierano z inkubowanego
roztworu, a nastgpnie odpowiadajace im objetosci stezonego (7,0 M) roztworu
chlorowodorku guanidyny dodawano do kuwety tak, aby utrzymywacé koncowa objetosé
inkubowanego roztworu, wynoszaca 500 pl. Kazdy punkt pomiarowy obliczano
uwzgledniajac zmiany w stezeniu biatka i denaturanta w badanym roztworze znajdujacym si¢

w kuwecie.

6.2.3.7. Renaturacja

W celu sprawdzenia zdolnosci zdenaturowanych chlorowodorkiem guanidyny biatek
do odzyskania swoich natywnych aktywnoSci wiazania hsp27,,, przeprowadzono
eksperymenty renaturacji. Badanie oddzialywania renaturowanych bialek z DNA
analizowano wykorzystujac technike¢ EMSA (6.2.3.4.).

W tym celu biatka (8,7 uM, bufor C (6.1.4.)) poddawano denaturacji poprzez inkubacje
na lodzie, przez 1 h, z 4,0 M chlorowodorkiem guanidyny, a nastgpnie rozcieficzano buforem
C tak, aby uzyskac¢ 0,625 M stezenie denaturanta. Probki inkubowano przez 0,5 h na lodzie.
Po inkubacji przygotowywano probki do eksperymentu EMSA (6.2.3.4.), w ktérych
koricowe ste¢zenie biatka wynosilo 218 nM a denaturanta 0,1 M. Eksperyment
przeprowadzano w standardowych warunkach (6.2.3.4.), przy czym wszystkie prébki przed

- . . . 2 .,
naniesieniem na zel inkubowano przez 1 h z zaznakowang 32P na 5°-koficu sondg hsp27,a.
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7.1. ROLA C-TERMINALNEJ SEKWENCJI BIALKA EcRDBD W
SPECYFICZNYM ODDZIALYWANIU Z ELEMENTEM
REGULATOROWYM hsp27,,

Jednym z kluczowych elementéw dla homo- i heterodimeryzacji niekt6rych receptorow
jadrowych kregowcéw na elementach regulatorowych zorganizowanych w postaci
bezposredniego powtdrzenia jest region CTE domeny wiazacej DNA, w szczegdlnosci
wchodzace w jego sktad kasety: T i A (3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.). Wyniki otrzymane przez
Niedziele-Majk¢ i wsp. (2000) pokazaty, ze heterodimer utworzony przez UspDBD i
EcRDBD wiaze si¢ do elementu hsp27,u4 (Rys.7.1.) w sposéb synergiczny ze zdefiniowana
,,polarnoscia” (3.4.3.). Ponadto pokazano, ze ECRDBD w nieobecnosci partnera, biatka
UspDBD, wiaze si¢ kooperatywnie do hsp27,, w postaci homodimeru. Przypuszcza sig, ze w
tworzeniu kompleks6w na hsp27,q najprawdopodobnie;j istotna jest sekwencja CTE ECRDBD

(Niedziela-Majka i wsp., 2000).

»
Ll |

~7-6-5-4-3-2-1_1 234567
57 -AGCGACAAGGGTTCﬂ:GCAC TTGTCCAATGAA-3’

hsp27,,, 3’ -TCGCTGTTCCCAAGTTACGTGAACAGGTTACTT-5"

L R

Rys.7.1. Sekwencja wykorzystywanego w pracy ds oligonukleotydu hsp27,,.

Sekwencja obejmuje fragment regionu promotorowego genu hsp27 D. melanogaster (Riddihough i
Pelham, 1987). Niedoskonaty palindrom centralny (Ozyhar i wsp., 1991; Antoniewski i wsp., 1993)
zaznaczono strzatkami. Cyfry oznaczajg kolejnos¢ reszt nukleotydowych (kolor niebieski)
niedoskonatego palindromu w stosunku do osi symetrii elementu. Ramkg oznaczono reszty
nukleotydowe odstepnika. Przez (L) oznaczono 5-koncowe pétmiejsce, natomiast przez (R) 3'-
koncowe pétmiejsce elementu hsp27,,.
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7.1.1. Mutacje biatka ECRDBD w regionie przypuszczalnej kasety T
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Rys.7.2. Schemat struktury pierwszorzedowej ECRDBDy+ 2.

Reszty ponumerowano w stosunku do pierwszej cysteiny koordynujgcej atom cynku w module |,
badz (w nawiasach) w stosunku do pierwszej N-koncowej reszty catego biatka (Dodatek I). Matymi
literami zaznaczono reszty aminokwasowe dodane do DBD z wektora pGEX-2T, przy czym na N-
koncu pokazano jedynie reszty pozostate po trawieniu trombing GST-EcRDBDyr. Na zielono
zaznaczono mutowane reszty regionu kasety T. Pierwszg resztg z kasety T, kidérg poddano mutac;ji
byta R67, natomiast ostatnig E74. Mutagenezie poddano réwniez dwie reszty, N75 i Q76 nalezace do
N-konica przypuszczalnej kasety A, kidérg oznaczono linig przerywang. Ramka obejmuje
przypuszczalng o-helise rozpoznajgcg element regulatorowy. Kétkami zaznaczono reszty kasety P.
Na podstawie Niedzieli-Majki (1999).

Wptyw okreslonych reszt aminokwasowych w biatku na jego funkcje biologiczne i
wilasciwosci fizykochemiczne bada si¢ czg¢sto konstruujac szereg mutantéw posiadajacych w
miejscu danej reszty podstawiony inny aminokwas. W celu zbadania roli poszczegdlnych
reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad kasety T biatka EcCRDBD (Rys.7.2.) w
tworzeniu specyficznych komplekséw na hsp27,,, postanowiono wprowadzi¢ w tym regionie
mutacje punktowe. Jedna z najpowszechniej wykorzystywanych w laboratorium biologii
molekularnej i inzynierii genetycznej metod wprowadzania mutacji punktowych jest technika
mutagenezy ukierunkowanej metoda tzw. ,,megaprimera” (Barik, 1995) (6.2.1.1.).

Otrzymano dziesi¢¢ mutantéw cDNA EcRDBD z D. melanogaster, w ktérych poszczegélne
kodony aminokwaséw z regionu kasety T zamieniono na kodony matego, pozbawionego
rozbudowanego tancucha bocznego aminokwasu jakim jest alanina. Technika ta okreslana jest
mianem tzw. ,,skaningu alaninowego” (Morrison i Weiss, 2001). Pierwsza reszta, ktorej

kodon poddano mutacji byla R67, natomiast ostatnia E74. Mutagenezie ukierunkowanej

12 Indeks WT oznacza biatko tzw. typu ,.dzikiego” (ang., wild type), co oznacza bialko zawierajace oryginalna,
tzn. nie poddang mutacji sekwencje.
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poddano réwniez dwie dodatkowe reszty, N75 1 Q76 nalezace do N-korica przypuszczalnej

kasety A (Rys.7.2.).

7.1.1.1. Otrzymanie zmutowanych biatek EcRDBDyy;"® oraz EcRDBDy+

W celu przeprowadzenia analiz oddziatywania mutantéw EcCRDBDxyz posiadajacych
mutacje punktowe w regionie kasety T z DNA, koniecznym bylo uzyskanie oczyszczonych
preparatéw biatkowych. Do izolacji zmutowanych bialek z ekstraktéw bakteryjnych
postanowiono postuzy¢ sie procedura opracowang przez Niedziele-Majke (1999), opisana
szczegbtowo w Materiatach i Metodach (6.2.2.5.). Metoda ta wykorzystuje zdolno$¢ domen
wiazacych DNA do wigzania analogu kwasu nukleinowego jakim jest heparyna (Heparin
Sepharose™ CL-6B) oraz specyficzne oddzialywanie glutationo-S-transferazy (biatka
ekspresjonowano w fuzji z umieszczong na N-koricu GST) (6.2.2.3.) z jej zimmobilizowanym
ze ztozem (Glutathione Sepharose™ 4B) naturalnym substratem jakim jest glutation. Etapy
dializy obecne w oryginalnej procedurze (Niedziela-Majka, 1999) postanowiono zastapié
saczeniem molekularnym na kolumnie PD-10, poniewaz podczas wstepnych preparacji
zaobserwowano, ze uzycie kolumny PD-10 ogranicza wytracanie si¢ bialek z roztworu.
Dodatkowym powodem modyfikacji oryginalnej procedury byla che¢ uproszczenia metody,
co umozliwialoby szybsza izolacj¢ mutantéw (skrécenie czasu preparacji z czterech dni do
okoto trzech) oraz zwigkszenie wydajnosci oczyszczania. Ostatecznie postuzono sie
zmodyfikowang procedura, sktadajaca si¢ z pieciu gléwnych etapéw (Rys.7.3.). Uzyskany
lizat komoérek BL21(DE3)pLysS/pGEX-2T/EcRDBDxyz (6.2.2.4.) wysalano stopniowo
siarczanem amonu w okreSlonym zakresie wysycenia (6.2.2.5.1.), a nast¢pnie, po oddzieleniu
(NH4)>SOsna PD-10, przeprowadzano chromatografi¢ na ztozu Heparin Sepharose™ CL-6B
(6.2.2.5.2.). Po wymianie buforu zawierajacego 650 mM NaCl na bufor o nizszym st¢zeniu
soli (150 mM NaCl) (PD-10), biatka GST-EcRDBDxyz trawiono przez noc trombing
(6.2.2.5.3.), a nastepnie, po chromatografii powinowactwa na zlozu Glutathione Sepharose™
4B (6.2.2.5.3.), biatka ECRDBDxyz oczyszczono przy pomocy saczenia molekularnego na
kolumnie Superdex 75HR (6.2.2.5.4.). Ostatecznie uzyskano preparaty w wysokim stopniu

oczyszczone, co zostalo stwierdzone dzigki analizie w elektroforezie SDS-PAGE (Rys.7.4.).

3 W dalszej czesci pracy uzywany bedzie skrét ECRDBDyxy; lub XYZ oznaczajacy zmutowane domeny
wykorzystywane w eksperymentach. Oznaczenia podstawione w miejsce XYZ oznaczaja domeng, w ktérej
reszta aminokwasowa X w pozycji Y zostala zmutowana na reszt¢ aminokwasowg Z.
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Oczyszczanie rekombinowanych biatek EcCRDBD,,,

Lizat komérek BL21(DE3)pLysS ]

Wysalanie siarczanem amonu
30-50%

Oddzielenie siarczanu amonu
- kolumna PD-10

Chromatografia powinowactwa na ztozu
Heparin Sepharose CL-6B

650 mM NaCl

400 mM NaCl Q

100 mM NaCl GST-EcRDBD,,,

%4

— - e

Wymiana buforu 650 mM NaCl— 150 mM NaCl |
- kolumna PD-10

R4

Trawienie GST-EcRDBD,,, trombing

T R
SUSEVRS—

Chromatografia powinowactwa na ztozu
Glutathione Sepharose 4B

Saczenie molekularne - Superdex 75HR

Rys.7.3. Schemat procedury oczyszczania biatek ECRDBDxyz zawierajgcych mutacje w regionie
kasety T.

Biatka GST-EcRDBDyyz ekspresjonowano w komérkach BL21(DE3)pLysS. Biatka ekstraktu wysolone
w zakresie 30-50% wysycenia siarczanem amonu poddawano chromatografii na ztozu Heparin
Sepharose™ CL-6B. GST-EcRDBDyy; eluowano z kolumny przy 650 mM NaCl i trawiono trombinag.
Wiekszo$¢ GST usuwano przez wigzanie do ztoza Glutathione Sepharose™ 4B, natomiast pozostatg
ilos¢ GST oddzielano od EcRDBDyy; w filtracji zelowej na kolumnie Superdex 75HR. Wiecej
szczegdtow w Materiatach i Metodach (6.2.2.5.).
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Rys.7.4. Elektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBDyy; zawierajacych mutacje w obszarze
kasety T.

Na rysunku przedstawiono zdjgcie fragmentu zelu poliakrylamidowego (12%) po elektroforezie
wykonanej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Zel barwiono barwnikiem
Coomassie Blue R250. Poszczegdlne $lady oznaczajg: WT- biatko EcRDBDwr, M- biatka
standardowe (zestaw Low Molecular Weight Marker, Bio-Rad), ktérych masy zaznaczono po lewej
stronie zelu oraz preparaty oczyszczonych mutantéw (po okoto 2 ug), ktérych skréty umieszczono
nad zelem.

7.1.1.2. Wptyw mutacji kasety T na homodimeryzacje EcRDBD na elemencie
regulatorowym hsp27pa

Aby zbada¢ wplyw poszczegblnych mutacji na homodimeryzacje EcRDBDxyz na
elemencie hsp27,, (Rys.7.1.), wykonano eksperymenty EMSA (6.2.3.4.). Technika ta polega
na obserwacji zmiany ruchliwosci elektroforetycznej znakowanego fragmentu DNA, po
zwigzaniu si¢ do niego biatka, analizowanej metoda -elektroforezy w warunkach
niedenaturujacych, w zelu poliakrylamidowym (Fried i Crothers, 1989). Eksperymenty
EMSA przeprowadzono dla kazdego ze zmutowanych, oczyszczonych ECRDBDxyz w takich
samych warunkach jak dla biatka typu ,.dzikiego”, co umozliwilo bezposrednia analize
wplywu wprowadzonych mutacji w EcRDBD na wiazanie hsp27,,. Wzrastajace ilosci
rekombinowanych EcCRDBDxyz i ECRDBDywr (koficowe stgezenie 1000 nM) inkubowano z
sonda hsp27,,. Miareczkowanie sondy wzrastajacymi iloSciami biatka pozwala uzyskad
informacje dotyczace zar6wno zmian powinowactwa biatka do elementu regulatorowego, jak
i jego zdolnoSci do dimeryzacji w szerokim zakresie st¢zen. Nalezy jednak pamigtad, ze
wynik otrzymany w EMSA moze zaleze¢ od warunkéw w jakich wykonano eksperyment.

Dlatego dla kazdego z bialek przeprowadzono cztery serie niezaleznych eksperymentéw.
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Rezultaty otrzymane w kazdej z serii eksperymentéw byly powtarzalne. Na Rys.7.5.
przedstawiono przyktadowe wyniki otrzymane w jednej z serii. Wyniki EMSA
(autoradiogramy) zamieszczono w  postaci malych ,wstawek” na wykresach
przedstawiajacych  analize iloSciowa danego eksperymentu. Kontrole stanowito
miareczkowanie sondy EcRDBDwr. Uzyskane wyniki dla EcCRDBDwr zgadzaly si¢ z
opublikowanymi wczeSniej wynikami eksperymentéw dla biatka EcCRDBDwt (Niedziela-
Majka i wsp., 2000), wedtug ktérych ECRDBDwrt tworzy z hsp27,, dwa typy kompleksow,
oznaczonych jako CIg i Cllg. Jak pokazano na Rys.7.5.B i Rys.7.5.H, krzywe
miareczkowania, a takze autoradiogramy EMSA, otrzymane dla dwéch mutantéw P68A i
E74A byly identyczne z wynikami otrzymanymi w eksperymencie kontrolnym dla
EcRDBDwr. Pasmo Clg odpowiada pojedynczej czasteczce zwiazanej z sonda
(monomerowi), natomiast ClIlg - synergicznie tworzonemu homodimerowi EcRDBDwrt
(Niedziela-Majka 1 wsp., 2000). Jak mozna zaobserwowac, wyniki EMSA wyraznie pokazaty,
ze tylko dwa mutanty P68A 1 E77A wykazywaly identyczne z ECRDBDwt powinowactwo do
hsp27,a, tworzac w sposéb synergiczny kompleksy ClIg (Rys. 7.5.B i H). Mutanty R67A i
V71A wiazaly si¢ z obnizonym powinowactwem do hsp27,,, zaréwno jako monomery i
homodimery (Rys.7.5.A 1 E). Najsilniejszy defekt wigzania DNA zaobserwowano w
przypadku, kiedy druga z reszt prolinylowych (P73) zostala zastapiona alaning (Rys.7.5.G).
Co ciekawe, w przypadku reszty V72, podstawienie w jej miejsce alaniny spowodowato
istotny wzrost powinowactwa obu komplekséw: monomeru i homodimeru do hsp27,,
(Rys.7.5.). Wyniki uzyskane dla mutantow N75A 1 Q76A w kazdej serii eksperymentéw byty

trudne do interpretacji i nie dawatly jednoznacznych wnioskéw (nie pokazano).
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Rys.7.5. Analiza oddziatywan mutantéw kasety T biatka ECRDBD z hsp27,,,.

EMSA wykonywano miareczkujgc hsp27,, wzrastajgcymi ilosciami ECRDBDyy; (A-H). Biatka w
podanym stezeniu koricowym inkubowano z hsp27,, w obecnosci nadmiaru poli(dl-dC) i w warunkach
podanych w Materiatach i Metodach (6.2.3.4.). Wykresy przedstawiajg analizy iloSciowe
autoradiograméw EMSA, ktérych zdjecia zamieszczono w postaci matych ,wstawek” (sSlady 1-13).
Kompleksy tworzone przez jedng DBD (monomer) oznaczono Cl, a te pochodzgce od homodimeréw
EcRDBDxyz przez Cll (indeks E pochodzi od ECRDBD); F, wolna sonda. Potozenie pasm komplekséw
zaznaczono po prawej stronie ,wstawek”. Pefne kdtka i petne trojkaty reprezentujg kompleksy Cll i Cl
utworzone przez EcRDBDwry, natomiast puste kdtka i puste tréjkaty opisuja kompleksy Cll i Cl
uformowane przez okreslone EcCRDBDxyz. Kazdy punkt na wykresach odpowiada iloéci zwigzanej
sondy (w %) w okreslonym kompleksie, dla danego stezenia biatka, w poréwnaniu z wolng,
niezwigzang sondg hsp27,,. Stezenia biatek byty nastepujace (slady 1-13): 0, 8, 16, 32, 60, 120, 200,
240, 400, 500, 600, 800 i 1000 nM. Rysunek przedstawia wyniki pochodzace z jednej serii
eksperymentéw; podobne rezultaty uzyskano w czterech niezaleznych eksperymentach.
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7.1.1.3. EcRDBD w kompleksie z UspDBD na elemencie regulatorowym hsp27pz
wykazuje zaskakujgcg tolerancje na wprowadzone mutacje w kasecie T

W kolejnych eksperymentach postanowiono sprawdzié, czy mutacje w regionie kasety
T wplywaja na zdolno$¢ tworzenia przez biatko EcRDBD heterodimeré6w z biatkiem
UspDBD na hsp27,a.

Wykonano eksperymenty EMSA, w ktérych dla kazdego ECRDBDxyz przeprowadzono
miareczkowanie wzrastajacymi iloSciami obu bialek w réwnomolowych stezeniach tak, aby
suma stgzen obu domen odpowiadata st¢zeniu EcCRDBD uzytemu we wczeSniejszych
eksperymentach (7.1.1.2.) (zakres stezen od 8 nM do 1000 nM). Na Rys.7.6. przedstawiono
wyniki jednej z czterech serii analiz zdolnoSci  tworzenia  heterodimeréw
UspDBD/EcRDBDxyz na hsp27,., przeprowadzonego w warunkach analogicznych jak dla
EcRDBDxyz (Rys.7.5.). Pasma oznaczone Cllyg reprezentuja  heterodimery
UspDBD/EcRDBDxyz. Widoczne jest takze pasmo odpowiadajace monomerowi UspDBD
(Cly). Jak mozna zaobserwowad, zmiany w powinowactwie domen ECRDBDxyz w stosunku
do  hsp27,4 sa generalnie odzwierciedlone w  wynikach otrzymanych dla
UspDBD/EcRDBDxyz na tym elemencie. W szczegdlnosci, defekt w wiazaniu DNA
zaobserwowano dla mutantéw R67A, E69A, C70A i V71A (Rys.7.6.A,C,D i E), przy czym
najwigkszy spadek powinowactwa do hsp27,, wystapilt w przypadku reszty P73 zastgpione;j
alaning (Rys.7.6.G). Heterodimer utworzony z udzialem V72A wigzal DNA z wigkszym
powinowactwem w stosunku do kompleksu UspDBD/EcRDBD typu ,.dzikiego” (Rys.7.6.F).
Nalezy podkresli¢ fakt, iz zakres obserwowanych zmian, w stosunku do zmian
obserwowanych wczesniej dla homodimeréw EcRDBDxyz byl znacznie nizszy oraz to, ze
region kasety T, poza jednym wyjatkiem (P73A), z latwoscia akceptowal podstawienia
wszystkich reszt aminokwasowych, kiedy ECRDBD tworzy! heterokompleks z partnerem,
UspDBD.

Powyzsze spostrzezenia sugeruja, ze czasteczka EcCRDBD przejawia plastycznosé
struktury w kontakcie z partnerem - UspDBD.

Wiyniki otrzymane dla N75A 1 Q76A w kazdej serii, podobnie jak to miato miejsce w
przypadku homodimeréw, nie prowadzily do konkluzywnych wnioskéw (nie pokazano).

W dalszych eksperymentach postanowiono nie analizowac tych mutantéw.
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Rys.7.6. Analiza oddziatywari mutantéw kasety T biatka ECRDBD w obecnosci biatka UspDBD z
hsp27ar.

EMSA wykonywano miareczkujgc hsp27,, wzrastajgcymi ilosciami réwnomolowej mieszaniny
homogennych EcRDBDxyz i UspDBD (A-H). Kompleksy tworzone przez jedng DBD (monomer)
oznaczono Cl, a te pochodzgce od heterodimeréw UspDBD/EcRDBDyy; przez Cll (indeks E pochodzi
od EcRDBD; U od UspDBD); F, wolna sonda. Sumaryczne stezenie biatek w poszczegdlnych
prébkach odpowiadato stgzeniom uzytym podczas miareczkowania ECRDBD. Stezenia biatek byty
nastepujace (slady 1-13): 0, 8, 16, 32, 60, 120, 200, 240, 400, 500, 600, 800 i 1000 nM. Petne kdtka
reprezentujg kompleksy CII utworzone przez heterodimer UspDBD/EcRDBD typu ,dzikiego”,
natomiast puste kdtka opisujg kompleksy Cll uformowane przez heterodimery UspDBD/EcRDBDyy;.
Kazdy punkt na wykresach odpowiada ilosci zwigzanej sondy (w %) w okreslonym kompleksie, dla
danego stezenia biatka, w poréwnaniu z wolng, niezwigzang sondg hsp27,,. Rysunek pokazuje wyniki
reprezentacyjnej serii eksperymentéw; podobne rezultaty uzyskano w czterech niezaleznych
eksperymentach. Pozostate szczegéty jak w podpisie do Rys.7.5..
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7.1.1.4. Mutacje niektorych reszt aminokwasowych kasety T EcRDBD wprowadzajg
Zmiany w jego strukturze

W kolejnych eksperymentach postanowiono zbadaé, czy zaobserwowane przy
wykorzystaniu techniki EMSA efekty dla mutantéw kasety T biatka ECRDBD w wiazaniu do
hsp27,a sa wynikiem utraty danej reszty istotnej dla kontaktu z partnerem lub z DNA, czy tez
sa one skutkiem zmiany struktury EcCRDBD indukowanej poprzez podstawienie alaning
danego aminokwasu. W tym celu przeprowadzono pomiary widm dichroizmu kotowego
(CD) (ang., circular dichroism). Zmiany widm dichroizmu kolowego stanowia czuty
wskaznik zmian konformacyjnych giéwnego taicucha polipeptydowego w biatku (Johnson,
1990). Widma CD biatek w obszarze dalekiego nadfioletu dostarczaja doktadnych danych o
konformacji gtéwnego taricucha polipeptydowego. Pomiary sg z reguly wykonywane w
zakresie pomigdzy 175 nm a 240 nm, z uwagi na liczne w tym zakresie nakladajace si¢ pasma
absorpcji grup amidowych peptydéw (Johnson, 1990). Spektroskopia w obszarze dalekiego
nadfioletu jest bardzo czufa na obecnoS¢ struktur o-helikalnych, co jest istotne w przypadku
DBD receptoréw jadrowych, ktérych rdzer zlozony jest z dwoéch prostopadtych o-helis
(3.3.2.). Na Rys.7.7. przedstawiono wyniki przeprowadzonych pomiaréw. Widmo CD biatka
EcRDBDwr wykazywalo dwa minima przy 222 nm i 206 nm (Rys.7.7., pelne koétka).
Pierwsze minimum (przy 222 nm) jest charakterystyczne dla widm CD struktur a-helikalnych
w globularnych biatkach, natomiast to przy 206 nm jest zblizone do drugiego
charakterystycznego pasma dla struktur o-helikalnych (208 nm) (Johnson, 1990). Jednakze
przesunigcie i amplituda minimum przy 206 nm moze Swiadczy¢ o udziale w widmie CD
innych konformacji niz o-helisy (Johnson, 1990). Jak pokazano na Rys.7.7., tylko trzy z
przeanalizowanych mutantéw (R67A, P68A, E74A) (Rys.7.7.A,B i H) posiadaly widma
bardzo zblizone do widma EcRDBDwr (iloSciowe analizy widm CD mutantéw kasety T
zamieszczono w Tabeli 7.1.). Dwa z tych bialek (P68A, E74A) przejawialy identyczne
powinowactwo do hsp27,q, jak biatko ECRDBDwr. R67A wiazato hsp27,, z obnizonym
powinowactwem jako homo- i heterodimer z UspDBD. Widma CD czterech innych
mutantéw (E69A, C70A, V71A, V72A) (Rys.7.7.C-F) posiadaly mniejsze intensywnoS$ci w
poréwnaniu z widmem CD biatka ECRDBDwr, co moze oznaczad, ze w przypadku tych
bialek zamiana reszt na alaning mogia obnizy¢ zawarto§¢ i zmieni¢ udzial elementéw
struktury drugorzgdowej (szczegéty w Tabeli 7.1.). Tylko dwa z tych mutantéw (V71A,

V72A) wykazywaly znaczace zmiany powinowactwa w eksperymentach EMSA, podczas
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Rys.7.7. Widma CD mutantéw kasety T biatka ECRDBD.

Widma dichroizmu kotowego (CD) roztworéw rekombinowanych biatek (10,0 uM) rejestrowano na
spektropolarymetrze Jasco J-715, w kuwecie o dtugosci optycznej 0,1 cm, z czasem odpowiedzi 1,0 s
i rozdzielczoscig 1,0 nm. Eliptyczno$¢ monitorowano w zakresie 190-260 nm. Kazde zarejestrowane
przez aparat widmo CD stanowito rezultat akumulacji i usrednienia pigciu skanéw pojedynczego
pomiaru. Pefnymi kétkami oznaczono widmo biatka ECRDBDyt, natomiast pustymi kétkami pokazano
widma okreslonych ECRDBDxyz. [0lure 0znacza molowa eliptycznos¢ resztowg (ang., mean residue
ellipticity) (degxcm?®xdmol™). Pozostate szczegéty podano w Materiatach i Metodach (6.2.3.5.).
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gdy w przypadku dwoch pozostatych (E69A, C70A) wiazanie hsp27,, bylo nieznacznie
obnizone. Widmo CD mutanta P73A (Rys.7.7.G) ponownie podkreslito unikalnosé
zachowania reszty P73 w toku ewolucji w sekwencji kasety T biatka ECRDBD. Por6wnanie
widm CD biatka P73A 1 EcRDBDwr pokazalo, ze podstawienie reszty P73 alaning
wzmocnifo intensywno$¢ widma, co znalazlo odzwierciedlenie we wzroScie zawartosci

struktur drugorzedowych (Tabela 7.1.).

Tabela 7.1. Procentowa zawarto$¢ struktur drugorzedowych mutantéw kasety T obliczona na
podstawie widm CD.

: a-helisa . B-struktura B- struktury
Plalkes regularna | zaburzona | suma | regularna | zaburzona | suma | 2gigcia | nieuporzadkowane AMSD

WT 10,6 9,9 20,5 11,3 7,3 18,6 | 14,6 46,4 0,063
R67A 8,2 9,2 17,4 10,9 7,1 18,0 { 151 49,6 0,137
P68A 9,1 9,2 18,3 10,7 6,9 17,6 | 14,7 49,4 0,047
E69A 3,6 5,8 9,4 17,8 9,0 26,8 | 15,2 48,7 0,061
C70A 6,9 8,0 14,9 15,5 8,8 243 | 15,2 45,7 0,042
V71A 5,8 7,6 13,4 16,2 8,8 25,0 | 14,7 47,0 0,038
V72A 7,3 8,9 16,2 12,7 7,5 20,2 | 14,2 49,5 0,050
P73A 10,7 11,0 21,7 6,2 4,8 11,0 151 52,1 0,115
E74A 9,0 9,2 18,2 9,5 6,8 16,3 | 157 49,7 0,073

W Tabeli podano procentowg zawartos¢ struktur drugorzedowych dla kazdego z rekombinowanych
biatek, obliczong programem CONTIN/LL z pakietu CDPro (6.2.3.5.), w oparciu o widma CD
przedstawione na Rys.7.7. W przypadku a-helisy i B-struktury w kolumnach opisanych ,suma” podano
sume wartosci obliczonych dla struktury regularnej i zaburzonej. RMSD (ang. ,root mean square
deviation”) - jest to wspdtczynnik rozbieznosci migdzy eksperymentalnym widmem CD, a widmem
uzyskanym z obliczen przy wykorzystaniu procentowych zawartoéci poszczegdlnych struktur
drugorzedowych.
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7.1.1.5. Wtasciwosci mutanta ECRDBD z D. melanogaster zawierajgcego
charakterystyczng sekwencje kasety T pochodzgcej z B. mori

Por6wnanie sekwencji aminokwasowych EcRDBD pochodzacych z r6znych
organizméw wskazuje, ze kasety T jest obszarem o wysoce zachowanej podczas ewolucji
sekwencji pomigdzy wszystkimi przeanalizowanymi sekwencjami EcR (Rys.7.8.). Wyjatek
stanowi sekwencja pochodzaca z Bombyx mori. Mozna zauwazy¢ substytucj¢ reszty P73
reszta Q oraz podstawie V72 reszta I. Reszta P jest obecna w sekwencji B. mori dwie pozycje
(75) dalej w kierunku C-konca biatka, w stosunku do tej z D. melanogaster, tuz przed

potencjalng kasetg A.

C-koncowe wydtuzenie
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EcR_Bm G
EcCR_Ms El E
EcR_Hv AQ |.u- D
EcR_Chs [ERD
EcR_Chf ERD

=l
.

EcR_Cv
EcR_Lc
EcR_Cc
EcR_Dm
EcR_Aa
EcR_Aal
EcR_Cht
hFXR_f
hVDR
hTR

=
] O

‘ ;
1 BB
%l

2
O O O

S — -
=

IAVG
A
A
N
AR
Hv
H_
"
H.
a
:
E\:
DES¢

:

Usp_Dm

DHR38

Rys.7.8. Poréwnanie C-koricowych wydtuzen DBD biatek EcR i innych przyktadowych receptoréw
jadrowych.

Poréwnanie sekwengciji wykonano programem ClustalX (1.81) (ftp:/ftp-igbmc.u-
strasbg.fr/pub/ClustalX/). ' * ' - oznacza pozycje posiadajgce jedng wysoce zachowang resztg; ' : ' -
oznacza, ze jedna z wystepujacych ,silnych” grup reszt jest w peti zachowana. Reszty
aminokwasowe ponumerowano w stosunku do pierwszej cysteiny koordynujgcej atom cynku w
module | (Rys.7.1.). Klamrg oznaczono regiony obejmujgce kasete T. Sekwencje pochodzg z bazy
SWISS-PROT (http://www.expasy.org/sprot/). Uzyte skréty: Drosophila melanogaster (Dm, kod
dostepu: EcR: P34021; Usp: P20153), Bombyx mori (Bm, P49881), Manduca sexta (Ms, P49883),
Aedes aegypti (Ae, P49880), Locusta migratoria (Lm, O97095), Tenebrio molitor (Tm, 002035),
Heliothis virescens (Hv, 018473), Chilo suppressalis (Chs, Q8MYA6), Choristoneura fumiferana (Chf,
077240), Calliphora vicina (Cv, Q9GPH1), Ceratitis capitata (Cc, O76827), Lucilia cuprina (Lc,
018531), Chironomus tentans  (Cht, P49882), Aedes albopictus (Aal, Q9U3Y4), Amblyomma
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americanum (Aam, 044338), ludzki receptor kwasu 9-cis-retinowego (o) (hRXR, P19793), ludzki
receptor hormondéw tarczycy (hTR, P10828), ludzki receptor jadrowy aktywowany pochodnymi
farnezolu (hFXR_B, Q96RI1-2|Q96RI1), ludzki receptor 1,25-dihydroksywitaminy D3 (hVDR, P11473),
receptor HR38 z Drosophila melanogaster (DHR38, P49869).

Aby zbadal, czy przedstawione powyzej substytucje zachowuja strukturalno-
funkcjonalng integralno$¢ kasety T, skonstruowano potrdjnego mutanta EcCRDBD z D.
melanogaster, posiadajacego w pozycjach 72, 73 i 75 reszty, ktére sa obecne w sekwencji B.
mori (VT2I/P73Q/N75P, odpowiednio) (Rys.7.9.A). W celu otrzymania klonu cDNA
EcRDBDy721p730i875p,  WYKoOrzystano standardowe procedury opisane w Materiatach i
Metodach (6.2.1.), uzywajac odpowiednich starteréw wprowadzajacych mutacje (6.1.5.1.1.).
Biatko to, oczyszczone zgodnie z metoda opisang powyzej dla biatek ECRDBDxy7 (6.2.2.5.),
poddano analizie w standardowych warunkach wykonujac EMSA (6.2.3.4.). Jak pokazano na
Rys.7.9.B, jedyna cecha odrézniajaca EcRDBDvy7oyp7zgnsse od  EcCRDBDwr z  D.
melanogaster jest nieznaczne obnizenie jego zdolnosci do tworzenia homodimeréw. Ponadto
obecnos$¢ trzech reszt z B. mori nie wplynela znaczaco na tworzenie komplekséw
heterodimerycznych z partnerem, biatkiem UspDBD (Rys.7.9.C). Aby sprawdzié, czy
wprowadzone substytucje wplynely na struktur¢ biatka, przeprowadzono pomiary CD.
Zarejestrowane widmo EcRDBDy7oyp73g/n7sp Wykazato bardzo zblizony ksztatt do widma
EcRDBDwr (Rys.7.9.D), co Swiadczy o braku znaczacego wplywu podstawied na

konformacje biatka. Nieznacznie wzrést tylko udzial struktury helikalnej (Tabela 7.2.).

Tabela 7.2. Procentowa zawarto$¢ struktur drugorzedowych biatka ECRDBDy72p73q/n75p-

biatko — a-helisa _ B-struktura B- | struktury RMSD
regularna | zaburzona | suma | regularna | zaburzona | suma | zgiecia | nieuporzadkowane

WT 10,6 9,9 20,5 11,3 7.3 18,6 | 14,6 46,4 0,063

v72l/

P73Q/ 11,2 10,3 21,5 10,6 7.4 18,0 | 15,5 45,0 0,073

N75P

W Tabeli przedstawiono procentowg zawarto$¢ struktur drugorzedowych dla kazdego z
rekombinowanych biatek, obliczong programem CONTIN/LL z pakietu CDPro (6.2.3.5.), w oparciu o
widma CD przedstawione na Rys.7.9.D. Pozostate szczegdty jak w opisie pod Tabelg 7.1. (7.1.1.4.).
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Rys.7.9. Charakterystyka biatka ECRDBDy72p73an75p-

Biatko ECRDBDy721p73an7se (Mmutant ECRDBD z D. melanogaster (D. m.) posiadajgcy w pozycjach 72,
73 i 75 reszty charakterystyczne dla sekwencji obecnej w B. mori (B. m.) (A)), oczyszczono do postaci
homogennej (niepokazano) (6.2.2.5.). Przeanalizowano nastgpnie jego zdolno$¢ do wigzania hsp27,,,
(6.2.3.4.) (puste kdtka) w nieobecnosci (B) i w obecnosci partnera UspDBD z D. melanogaster (C),
poréwnujac z powinowactwem biatka ECRDBDwr z D. melanogaster (petne kétka). Kontrole: (B) - Slad
14: EcRDBDyr w stezeniu 600 nM; slad 15: UspDBD/EcRDBDwt w stezeniu 600 nM (po 300 nM
kazdej DBD). (C) - slad 14: UspDBD w stezeniu 600 nM; slad 15: UspDBD/EcRDBDyt w stezeniu
600 nM (po 300 nM kazdej DBD). Panel (D) przedstawia wynik pomiaréw CD biatka
EcRDBDy72yp73anzse | ECRDBDwr z D. melanogaster. Pozostate szczegdéty jak w podpisach pod
Rys.7.5,7.6.i 7.7..
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze aminokwasowe substytucje dla sekwencji B. mori zachowuja
integralno$¢ strukturalno-funkcjonalng regionu kasety T, przynajmniej jezeli chodzi o
zdolno$¢ specyficznego wigzania hsp27,,. Podkreslona zostala unikalno$é zachowania reszty
P73 (D. melanogaster; P75 B. mori), ktéra najprawdopodobniej peini wazng funkcje w

utrzymaniu odpowiedniej konformacji regionu potencjalnej kasety A.

7.1.2. Analiza oddziatywania z hsp27,, mutantéw delecyjnych ECRDBD w regionie
przypuszczalnej kasety A z D. melanogasteri B. mori pozwolita na okreslenie
minimalnej dtugosci fragmentéw sekwencji CTE wystarczajgcych do tworzenia
kompleksow na tym elemencie

Chociaz w obrebie modutéw cynkowych domeny wiazace DNA receptoréw jadrowych
wykazuja wysoka homologie sekwencji, to w regionie C-korficowego wydtuzenia wystepuja

bardzo mate sekwencyjne i strukturalne podobieristwa w rodzinie (Rys.7.8.). Decyduje to o

unikalnosci i specyficznosci oddziatywan biatko-biatko i biatko-DNA tej czg¢$ci DBD. Reszty

wchodzace w skfad kasety A z CTE DBD receptor6w wigzacych sie do elementéw DR
tworzg rozlegle kontakty z DNA, biorac udzial w dyskryminacji elementu regulatorowego
oraz w tworzeniu funkcjonalnego kompleksu receptor-DNA (3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.). Wyniki

otrzymane przez Niedziele-Majke i wsp. (2000) pokazaly, ze w przypadku EcCRDBD z D.

melanogaster w wiazaniu elementu hsp27,, i formowaniu heterokompleksu z UspDBD na

hsp27,4 niezbedny jest region przypuszczalnej kasety A, ulokowany migdzy resztag N75 a

G102 (Rys.7.2.). Jednakze nie pokazano jak diugi fragment kasety A jest zaangazowany w

specyficzne rozpoznawanie hsp27,,. Przeprowadzone analizy przewidywania struktury

drugorzedowej przez Niedziele-Majke (1999), jak i w ramach realizacji celéw niniejszej

pracy (wynikéw nie pokazano), sugerowaly, ze region kasety A moze tworzy¢ diuga o-

helise. Tym samym moze on wykazywaé podobieristwo strukturalne do analogicznych

obszaréw w CTE TRDBD i VDRDBD (3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.). Region CTE domen wiazacych

DNA biatek EcR pochodzacych z réznych organizméw charakteryzuje si¢ zdumiewajacym

zachowaniem w toku ewolucji (Rys.7.8.). Jednym wyjatkiem jest sekwencja CTE z B. mori,

odmienna od tej z D. melanogaster 1 innych przedstawicieli rodziny bialek EcR (poréwnaj

Rys.7.10.A z Rys.7.10.B).
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Rys.7.10. Poréwnanie struktur pierwszorzedowych ECRDBD i UspDBD z D. melanogasteri B. mori.

Schematy struktur pierwszorzedowych: ECRDBD z D. m. (A); ECRDBD z B. m. (B); UspDBD z D. m.
(C); UspDBD z B. m. (D). Kolorem czerwonym zaznaczono reszty aminokwasowe w EcRDBD i
UspDBD pochodzacych z B. m., ktére réznig sie w poréwnaniu z sekwencjami biatek z D. m.. Petne
sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe biatek EcR i Usp zamieszczono w Dodatku (I-1V).
Numeracja reszt zgodna z opisem pod Rys.7.2. (7.7.1.).
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Rys.7.11. Schemat struktur pierwszorzedowych obejmujacych sekwencje CTE EcRDBD z
D. melanogaster i B. mori.

Na rysunku przedstawiono schematycznie sekwencje CTE biatka ECRDBD z D. m. (A) i ECRDBD z B.
m. (B). Linig przerywang podkreslono region przypuszczalnej kasety A u D. m. (na podstawie
Niedzieli-Majki (1999)) i analogiczny obszar u B. m.. (A) - kolorem zielonym oznaczono fragment
sekwenciji potencjalnej kasety A kornczacy sie resztg K85 (mutant A85), kolorem niebieskim fragment,
w ktérym natywna sekwencja CTE konczy sie przy reszcie K92 (mutant A92). (B) - kolorem
czerwonym oznaczono sekwencje mutanta A89, ktérego ostatnig resztg aminokwasowg pochodzaca z
CTE jest G89. Mutanty A75 z D. m (A) i B. m. (B) pozbawione sg przypuszczalnej kasety A. Matymi
literami oznaczono reszty pochodzace z wektora pGEX-2T. Numeracja reszt zgodna z opisem pod
Rys.7.2. (7.1.1.).

W kolejnych eksperymentach postanowiono zatem okresli¢ minimalny fragment kasety
A biatka ECRDBD z D. melanogaster i B. mori niezbg¢dny do specyficznego oddzialywania
i tworzenia komplekséw z hsp27,,. W tym celu skonstruowano szereg mutantéw delecyjnych
biatka ECRDBDxx'* (6.2.1.4. i 6.2.2.6.) rézniacych si¢ dhugoscia sekwencji CTE w tym
regionie (Rys.7.11.). Sekwencje CTE domen wiazacych DNA receptor6w jadrowych

14 Indeks AX oznacza takiego mutanta delecyjnego ECRDBD, w ktérym sekwencja natywna konczy sie przy
reszcie X.
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charakteryzuja si¢ duza zawartoscia reszt aminokwasowych o charakterze zasadowym, takich
jak reszty K i R (Rys.7.8.), tworzac specyficzne i rozlegle kontakty m.in. z posiadajacym
duzy ladunek ujemny szkieletem fosforanowym DNA (3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.). W przypadku
CTE biatka ECRDBD z D. melanogaster obejmujacego region kasety A, wyrézni¢ mozemy
dwa fragmenty sekwencji o wyraZznie zasadowej charakterystyce: pierwszy od reszty Q76
do K85 oraz drugi zawarty miedzy reszta Q87 a K92. W zwiazku z tym wprowadzono
delecje, gdzie natywna sekwencja mutanta A85 koriczy si¢ przy reszcie K85, natomiast biatka
A92 przy K92 (Rys.7.11.A). Biatko ECRDBD z B. mori, posiada w tym regionie odcinek
zasadowy zawarty pomigdzy P75 a G89. Ostatnig natywna reszta aminokwasowg mutanta
A89 pochodzaca z CTE jest G89 (Rys.7.11.B). Bialkka ECRDBDass z D. melanogaster i

B. mori pozbawione sa catkowicie regionu kasety A.

7.1.2.1. Otrzymanie EcRDBD x oraz UspDBD

Oczyszczanie ECRDBDax pochodzacych z D. melanogaster 1 B. mori, zawierajacych
mutacje delecyjne w CTE (i bialek ECRDBDwr) oraz biatka UspDBD typu ,.dzikiego”
(Rys.7.10.D) z B. mori przeprowadzono zgodnie z procedurg opracowang przez Grad (2001)
dla biatka UspDBD z D. m., zmodyfikowang przez Kowalska i wsp. (2003), szczegétowo
opisang w Materiatach i Metodach (6.2.2.6.).

D. melanogaster B. mori
< ] 1
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Q QL QO L 9 Q9 Q9 9
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Rys.7.12. Elektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBDax i biatka UspDBD.

Na rysunku przedstawiono zdjgcie zelu poliakrylamidowego (15%) po elektroforezie wykonanej w
warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Zel barwiono barwnikiem Coomassie Blue
R250. M- biatka standardowe (zestaw Protein Molecular Weight Marker, Fermentas), ktérych masy
zaznaczono po lewej stronie zelu. Na zel naniesiono po okoto 2 ug preparatéw, ktérych oznaczenia
umieszczono nad zelem.
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Postanowiono wykorzysta¢ ta metode z uwagi na krétszy czas preparacji biatka w
poréwnaniu z procedurg zastosowang dla oczyszczenia ECRDBDxyz (6.2.2.5.). Ze wzgledu
na to, ze bialka te posiadajg delecje w sekwencjach C-koicowych, tym samym sa krétsze od
biatka typu dzikiego, obawiano si¢, ze mogloby to wplynaé na obnizenie ich stabilno$ci, a co
za tym idzie wydajnoSci oczyszczania podczas dluzszej preparacji. Ostatecznie uzyskano

homogenne preparaty (Rys.7.12.).

7.1.2.2. Analiza zdolnosci tworzenia kompleksow na hsp27,, przez mutanty
delecyjne EcRDBD ,x

W celu odpowiedzenia na pytanie, jaki fragment sekwencji z regionu potencjalnej
kasety A (Niedziela-Majka i wsp., 2000) jest istotny dla oddziatywania biatka ECRDBD z
hsp27,a, przeprowadzono szereg eksperymentéw EMSA w standardowych warunkach
(6.2.3.4.). Wiasciwosci mutantéw EcRDBD,x w tworzeniu homodimeréw na hsp27,a
zilustrowano na Rys.7.13.A, natomiast analiz¢ iloSciowag oddzialywan zamieszczono na
Rys.7.13.B. Jak mozna zobaczy¢, mutant A92 wykazywal identyczne powinowactwo do
hsp27,a jak biatko ECRDBDwr, zaréwno jako monomer jak i homodimer (Rys.7.13.A,
poréwnaj slady: 2 1 5; patrz takze 7.13.B). Co jest interesujace, monomer mutanta A85 wigzat
hsp27,4 z identycznym powinowactwem jak forma monomeryczna biatka EcRDBDwr,
natomiast wykazywat wyrazny defekt w tworzeniu homodimeru na DNA (Rys.7.13.A,
poréwnaj slady: 3 1 5; patrz takze 7.13.B). Uzyskany wynik dla EcRDBDa7s z D.
melanogaster (Rys.7.13.A, slad: 4, patrz takze 7.13.B) zgadzal si¢ z opublikowanymi
wynikami wczeSniejszych eksperymentéw dla tego biatka pozbawionego regionu kasety A
(EcCRDBDjsa) (Niedziela-Majka i wsp., 2000), gdzie zaobserwowano brak wiazania sie
mutanta do hsp27,,. W przypadku mutanta A89 z B. mori, biatko to wiazalo hsp27,, w
spos6b nieodréznialny od biatka typu ,,dzikiego” (Rys.7.13.A, poréwnaj slady: 8 i 10; patrz
takze 7.13.B). Natomiast mutant A75 z B. mori wykazywat brak powinowactwa do hsp27,,,
podobnie jak ECRDBDgy75z D. melanogaster (Rys.7.13.A, slad: 9; patrz takze 7.13.B).

Aby zbada¢ wplyw utraty fragmentéw sekwencji przypuszczalnej kasety A biatka
EcRDBD z D. melanogaster i z B. mori na zdolno$¢ tworzenia heterodimeréw z UspDBD,
wykonano dodatkowo eksperymenty EMSA z UspDBD (z D. m. lub B. m.) (Rys.7.13.C, analiza
iloSciowa przedstawiona na panelu D). Jak mozna zaobserwowaé, zmiany w powinowactwie

domen EcCRDBDax w stosunku do Asp27,, sa odzwierciedlone w formowaniu heterodimeréw

124



Rozdziat 7 Wyniki

@)

®

D. melanogaster B. mori
I " D. melanogaster B. mori
ci A92 A8S A75 Ep Up UgEp A89 A75 Eg Ug UgEg 100
E_D.m. > )
Cllg o, § 2 80
N, ‘5 =
L X R 701
« Cllyegm & 2= w0
.- c"s_s,m EEE'.) 504
<+ g}E_B,m. NS5 1
U_B.m. Q2 30
\C|E em 2 20
CIIECIEICHECIECIIECIECIIECIECIUCHUE ClleCle Cliz Cl Cllg Clg Cl, Cliye
L L i IL I — | B
123 456 7 8 9101112 92 A85 A75  E, U UE, 289 A73 E, U, UE,
© D. melanogaster  B. mori @
] 1
IR

Y Vv VY v v
Y Y9 o‘ge Y% Qﬁf\,‘éﬁ%" D. melanogaster B. mori

g

-
=2 90
Cllye pm—> <« Cll £k 80
|y VEBm. ®& =
UE_D.m. <« Cll O 70
ClIE-om VE_B.m. &
UE_D.m. 52 60
<« Cl L w0
Cly_pm—> vEm o 33
U_D.m. o
! aq% :g
: 22 =
e T P 5 .
. v 0

12 345 67 8 9 10

S g 2
SFe e

Rys.7.13. Analiza oddziatywan biatek ECRDBD,x posiadajgcych w CTE mutacje delecyjne z hsp27,,,.

EMSA wykonywano inkubujgc znakowang **P sonde hsp27,, z okreslonymi ECRDBD,x (A, Slady: 2-4
i 8-9) lub z réwnomolowymi ilosciami odpowiednich ECRDBD,x i biatek UspDBDyt (C, Slady: 2-4 i 6-
)

Panele (B) i (D) przedstawiajg wyniki analiz iloSciowych eksperymentéw EMSA, ktérych
reprezentacyjne autoradiogramy zamieszczono odpowiednio na panelach: (A) (Slady: 2-12) i (C)
(8lady: 2-10). Kolumny z odchyleniami standardowymi oznaczajg $rednig warto$¢ uzyskang z trzech
niezaleznych eksperymentéw. Stezenia biatek: 600 nM (A) (Slady: 2-12) i (C) (Slady: 2-10) (w
przypadku komplekséw z odpowiednimi UspDBD po 300 nM okres$lonych DBD). Indeksy Upi Ug oraz
Ep i Eg 0znaczajg biatka UspDBDyy i ECRDBDwr z D. m. i B. m., odpowiednio. Pozostate szczegéty
jak w podpisie pod Rys.7.5. (7.1.1.2.) i Rys.7.6. (7.1.1.3.).

UspDBD/EcRDBDax na tym elemencie. Heterodimer UspDBD/EcRDBD,g, wykazywat
identyczne powinowactwo do hsp27,q, jak heterodimer typu ,,dzikiego” (Rys.7.13.C i D,
slady: 2 1 5). W przypadku mutanta A85 obecno$¢ partnera, UspDBD, zniosta efekt braku
fragmentu sekwencji z CTE (istotnego jak si¢ wydaje dla tworzenia homodimeru - patrz
wyzej) powodujac, ze heterokompleks UspDBD/EcCRDBD,gs wiazal element regulatorowy ze
zblizonym powinowactwem jak UspDBD/EcRDBDwr (Rys.7.13.C i D, slady: 3 i 5).
Podobnie jak to miato miejsce w przypadku homodimeru ECRDBD,7s, uzyskane wyniki dla

heterodimeru UspDBD/EcRDBDass z D. melanogaster. (Rys.7.13.C i D, slad: 4) zgadzaty
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si¢ z wynikami otrzymanymi przez dla kompleksu UspDBD/EcCRDBDas na hsp27pa
(Niedziela-Majka i wsp., 2000). Heterodimer UspDBD/EcCRDBDgo z B. mori wiazal hsp27pa
w sposéb nierozréznialny od UspDBD/EcRDBDwr (Rys.7.13.C, slady: 6 i 8; patrz takze D).
Co ciekawe, brak kasety A (mutant A75) okazat si¢ by¢ réwniez kluczowy dla ECRDBD z B.
mori w zdolnosci kooperatywnego oddzialywania z UspDBD na hsp27,, (Rys.7.13.C, Slad:
7; patrz takze D).
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Rys.7.14. Minimalne fragmenty kasety A z CTE EcRDBD z D. melanogasteri B. mori
wystarczajace do specyficznego tworzenia komplekséw na hsp27,,;.

Na zamieszczonym schemacie zaznaczono kolorami i ramkami sekwencje kasety A biatka ECRDBD
wystarczajgce do wigzania hsp27,,. Kolorem niebieskim oznaczono region kasety A dla ECRDBD z D.
melanogaster (A), natomiast czerwonym sekwencje dla ECRDBD z B. mori (B). Sekwencje CTE obu
domen, ktére najprawdopodobniej nie biorg udziatu w oddziatywaniu z hsp27,, pogrubiono i
zaznaczono kursywa. Numeracja reszt zgodna z Rysunkiem 7.10. (7.1.2.).
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Dodatkowo postanowiono réwniez sprawdzi¢, czy DBD bialek EcR i Usp
pochodzacych z D. melanogaster i z B. mori sa w stanie tworzy¢ wzajemne kompleksy
heterodimeryczne. W tym celu z zaznakowang sonda hsp27,, inkubowano réwnomolowe

5 )
“15 Jak zaobserwowano, heterodimer

iloSci odpowiednich domen DBD typu ,.dzikiego
utworzony przez UspDBD z D. melanogaster i ECRDBD z B. mori wykazywat identyczne
powinowactwo do hsp27,4 jak kompleks heterodimeryczny uformowany odpowiednio przez
UspDBD z B. mori z biatkiem ECRDBD z D. melanogaster (Rys.7.13.C, poréwnaj slady: 9 i
10; patrz takze D). Wynik ten moze Swiadczy¢ o tym, ze réznice w sekwencjach DBD biatek
EcR i1 Usp (w szczegdlnosci te wystepujace w CTE) pochodzacych z D. melanogaster i
B. mori (Rys.7.10.) nie dyskryminujg wzajemnie partneréw w oddzialywaniu z hsp27,q
na poziomie domen wiazacych DNA.

Uzyskane powyzej rezultaty pozwalaja na identyfikacj¢ minimalnego regionu CTE
tworzacego kasete¢ A biatka ECRDBD z D. melanogaster 1 B. mori wystarczajacego do
formowania komplekséw na hsp27,,. W przypadku EcCRDBD z D. melanogaster, fragment
tworzacy kasete A zawarty jest pomigdzy reszta N75 a K92 (Rys.7.14.A), natomiast u B. mori

jest to sekwencja ograniczona resztami P75 i G89 (Rys.7.14.B).

7.2. ANALIZA MUTANTOW o-HELISY ROZPOZNAJACEJ ELEMENT
REGULATOROWY EcRDBD W ZDOLNOSCI DO SPECYFICZNEGO
ODDZIALYWANIA | TWORZENIA KOMPLEKSOW Z hsp27,,
PODKRESLILA PLASTYCZNOSC EcRDBD

7.2.1. Mutacje biatka ECRDBD w regionie a-helisy rozpoznajacej element
regulatorowy
Przedstawione powyzej wyniki, a w szczegdélnosci zaskakujaca tolerancja ECRDBD na
podstawienia reszt aminokwasowych kasety T alanina, zrodzily pytanie, czy obserwowany
efekty dotyczy tylko regionu C-koncowego, czy tez jest to wilasciwos$¢, ktéra moze by¢
obserwowana réwniez dla innych regionéw domeny. Oprécz sekwencji CTE, w DBD

receptor6w jadrowych znajduje si¢ drugi niezmiernie istotny dla funkcji region zlokalizowany

' Typy ..dzikie” bialek ECRDBD i UspDBD z D. melanogaster i B. mori zawieraja sekwencje aminokwasowe
przedstawione na Rys.7.10. (7.1.2.).
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na C-koncu pierwszego modulu cynkowego. Tworzy on o-helis¢ rozpoznajaca element
regulatorowy (3.3.2.). Wchodzace w jej sktad reszty aminokwasowe odpowiedzialne sg za
specyficzno$¢ wiazania receptoréw jadrowych do DNA (Rys.7.15.). Rola o-helisy biatka
UspDBD w rozpoznawaniu elementu hsp27,, zostala przeanalizowana przez Grad i wsp.
(2001).

W celu odpowiedzenia na postawione pytanie, skonstruowano dziewi¢¢ mutantéw
cDNA EcRDBD z D. melanogaster, w ktérych poszczegélne kodony aminokwaséw z tego
regionu zamieniono na kodony alaniny. Pierwsza reszta, ktéra poddano mutacji byta E19,
natomiast ostatnig K31 (Rys.7.15.). Nie poddano mutagenezie nastgpujacych reszt: C18, C21
- ze wzgledu na ich wazna rolg strukturalng w utrzymywaniu wlasciwej struktury pierwszego
modutu cynkowego, F24, F25 i V29 - z uwagi na to, ze reszty te wchodza w sktad

hydrofobowego rdzenia DBD i ich utrata moglaby wywola¢ znaczace zmiany w strukturze

(Grad i wsp., 2001).
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Rys.7.15. Struktura pierwszorzedowa ECRDBD z D. melanogaster z zaznaczonymi pozycjami reszt
o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy poddanych mutagenezie.

Ramkg oznaczono reszty wchodzgce w skiad potencjalnej o-helisy rozpoznajgcej element
regulatorowy. Kétkami zaznaczono reszty kasety P. Kolorem czerwonym pokazano reszty, ktére
zostaty poddane mutacji na alanine. Pierwszg reszta, ktérg zmutowano byta E19 a ostatnig K31. Nie
poddano mutagenezie nastepujacych reszt: C18, C21, F24, F25 i V29. Wigcej szczegdtow w tekscie.

Pozostate oznaczenia takie jak w podpisie do Rys.7.1. (7.1.).
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7.2.1.1. Otrzymanie zmutowanych EcRDBDxyz

Oczyszczone preparaty mutantow EcCRDBDxyz posiadajacych mutacje w regionie o-
helisy (Rys.7.16.) oraz biatka ECRDBDwr uzyskano postugujac si¢ identyczna metoda, ktéra
wykorzystano do otrzymania mutantéw kasety T ECRDBD (7.1.1.1.). Opisano ja doktadnie w
Materiatach i Metodach (6.2.2.5.).
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Rys.7.16. Elektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBDxyz zawierajacych mutacje w regionie
o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy.

Rysunek przedstawia zdjgcie zelu poliakrylamidowego wykonane po elektroforezie w warunkach
denaturujgcych (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Zel barwiono barwnikiem Coomassie Blue R250. M-
biatka standardowe (zestaw Protein Molecular Weight Marker, Fermentas). Pozostate oznaczenia jak
w podpisie do Rys.7.12. (7.1.2.1.).

7.2.1.2. Wptyw mutacji a-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy na
homodimeryzacje ECRDBD na hsp27,z

Aby zidentyfikowa¢ krytyczne dla oddzialywan hsp27,, reszty a-helisy,
przeprowadzono eksperymenty EMSA w standardowych warunkach (6.2.3.4.) dla serii
mutantéw EcRDBDxyz, w pojedynczym st¢zeniu (240 nM). Na Rys.7.17.A przedstawiono
przyktadowy autoradiogram, natomiast analiz¢ iloSciowa eksperymentéw zamieszczono na
Rys.7.17.B. Jak zaobserwowano, powinowactwo homodimeréw do hsp27,, zostalo wyrazZnie
obnizone w wyniku podstawienia alaniny w pozycjach G20, K22, R26, R27, S28 i K31
(Rys.7.17.A, slady: 4-5, 7-9 1 11; patrz takze B). Sposréd tych bialek, mutanty K22A, R26A,
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R27A i1 K31A wykazywatly najwigkszy defekt w wiazaniu DNA, podczas gdy zdolno$¢
tworzenia homodimeréw przez mutanty G20A i S28A nieznacznie ulegta ostabieniu w
poréwnaniu do ECRDBDwrt (Rys.7.17.A, poréwnaj Slady: 4 1 9 z 2; patrz takze B). Co
ciekawe, zastapienie glicyny w pozycji 23 i treoniny w pozycji 30 alaning spowodowato
wzrost powinowactwa komplekséw homodimerycznych tych mutantéw do hsp27,u
(Rys.7.17.A, slady: 6 1 10; patrz takze B). Interesujacy jest wynik uzyskany dla E19
(Rys.7.17.A, slad: 2; patrz takze B). Podstawienie tej reszty alaning nie zmienito znaczaco
sity wigzania DNA, w poréwnaniu z typem ,,dzikim”. Wynik ten byt o tyle zaskakujacy, gdyz
reszta E19 jest jedna z trzech specyficznych dla danego receptora reszt o-helisy wchodzacych
w skiad kasety P (3.3.2.). Oznaczac¢ to moze, ze reszta E19 w ECRDBD jest niezbedna do

rozpoznawania specyficznych par zasad elementu hsp27,,.
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Rys.7.17. Reszty a-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy kluczowe dla formowania
homodimeréw EcRDBD na hsp27,,;.

Znakowang sonde hsp27,, inkubowano z homogennymi ECRDBDxyz, UspDBD (A, slad: 13) (kontrola)
lub z rbwnomolowymi ilosciami biatka ECRDBDy i partnera UspDBD (kontrola) (A, slad: 14). Panel (B)
przedstawia wynik analiz ilosciowych eksperymentéw EMSA, ktérych reprezentacyjny autoradiogram
zamieszczono odpowiednio na panelu (A) (slady: 2-11). Kolumny z odchyleniami standardowymi
oznaczajg $rednig warto$¢ uzyskang z trzech niezaleznych eksperymentéw. Stezenia biatek: 240 nM
(A) (Slady: 2-14); w przypadku komplekséw z UspDBD po 120 nM okreslonych DBD. Pozostate
szczegoty jak w podpisie pod Rys.7.6. (7.1.1.3.).
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Poniewaz wyniki uzyskane przez Niedziele-Majke i wsp. (2000) pokazaty, ze w
nieobecnosci biatka UspDBD, EcCRDBD wykazuje wyzsze powinowactwo do 5’-koficowego
poimiejsca elementu hsp27,4 niz do péimiejsca 3’-koricowego (Rys.7.1.), mozna
przypuszczaé, ze otrzymane powyzej rezultaty (Rys.7.17.) moga by¢ przypisane wptywowi
mutacji na oddziatywanie pojedynczej czasteczki ECRDBD (monomeru) z pétmiejscem o

wysokim powinowactwie (5’-koficowym).

®

=F6-5-4-32-1 _. e —
5/ ~AGCGACAAGGGTT TACACAGTCCAATGAA-3'
hsp27

3/ - TCGCTGTTCCCAAGTTCATGTGTCAGGTTACTT -5
L

®
©

EcRDBD
| |
¥ ¥ a¥a¥ Al [+ [+ |UspDBD
O QO AP N
L P GV IS [= 1+ |EcRDBD

20
10 -

80
2 70
g 60 1
-§ 50 -
"; 40 -
w3 30 1
o~N
o
2

w kompleksie CI i Cll [%]

o

12 34 56 7891011121314

Rys.7.18. Analiza wigzania mutantéw o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy ECRDBD do
hsp27 4g.

(A) Pochodna sekwencji hsp27,, posiadajgca tylko 5-koncowe pdtmiejsce (L); zmutowane 3'-

koricowe potmiejsce oznaczono przerywang ramkg. Pozostate szczegéty jak w podpisie pod Rys.7.1..

Na panelu (B) przedstawiono reprezentacyjny autoradiogram, natomiast wynik analiz ilosciowych

eksperymentéw EMSA (B, Slady: 2-11) zamieszczono na panelu (C). Inne szczegdty zgodne z
podpisem pod Rys.7.17..

Wykonano wigec dodatkowo eksperymenty EMSA wykorzystujac jako sonde pochodng
elementu hsp27,q, posiadajaca tylko péimiejsce 5’-koncowe (hsp27, Rys.7.18.A). Wyniki
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eksperymentéw zamieszczono na Rys.7.18. (B,C). Obserwowane zmiany powinowactwa
monomeréw EcRDBDxyz do hsp27, byly podobne do uzyskanych wcze$niej dla -
homodimeréw EcRDBDxyz na hsp27,, (poréwnaj Rys.7.17.B z Rys.7.18.C). Jednakze,
uwazne poréwnanie tych wynikéw eksperymentéw pokazalo, ze przynajmniej dla dwéch
mutantéw (G20A i S28A) (poréwnaj Rys.7.17.A, slady: 4 1 9 z Rys.7.18.B, slady: 4 i 9)
zakres zmian powinowactwa homodimeru ECRDBD byl wigkszy niz ten zaobserwowany dla
monomeru. Moze to oznaczaé, ze reszty G20 i S28 sa zaangazowane w wigzanie 3’-
kofcowego péimiejsca elementu hsp27,,, lub w utrzymanie odpowiedniej konformacji

czasteczki ECRDBD zwigzanej do tego pétmiejsca w uformowanym homodimerze EcCRDBD.

7.2.1.3. Mutanty o-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy EcRDBD wykazujag
plastycznosc podczas tworzenia heterodimerow z UspDBD na hsp27pa

W celu przeanalizowania oddzialywania mutantéw o-helisy rozpoznajacej element
regulatorowy EcRDBD z biatkiem UspDBD typu ,dzikiego” na hsp27,,, wykonano
eksperymenty EMSA (6.2.3.4.) uzywajac rownomolowych stgzeri koiicowych obu DBD (120
nM) (Rys.7.19.). Uzyskane wyniki pokazaly, ze tylko reszta R27 biatka EcCRDBD jest
bezwzglednie niezbedna w tworzeniu heterodimeru (Rys.7.19.A, slad: 7). Kontrastuje to z
wynikami otrzymanymi dla homodimeréw (i monomeréw) EcRDBDxyz, gdzie mutacje
reszt K22 i R26 okazaty si¢ by¢ réwniez kluczowymi dla wiazania hsp27,, (Rys.7.17.A,
Slady: 5 1 7). Oznacza to, ze w heterodimerze z UspDBD, biatko ECRDBD lepiej toleruje te
podstawienia. Co wigcej, zakres obserwowanych zmian w powinowactwie heterodimeréw
UspDBD/EcRDBDxyz utworzonych przez mutanty E19A, G20A, G23A, S28A i K31A do
hsp27,a byt zdecydowanie mniejszy niz dla homodimeréw i monomeréw (poréwnaj
Rys.7.17.A i B z Rys.7.19.A i B). Moze to sugerowad, ze reszty z o-helisy rozpoznajacej
element regulatorowy biatka ECRDBD wykazuja rézne wiasciwosci w homodimerach i
heterodimerach. Ponadto, podobnie jak zaobserwowano to dla mutantéw kasety T (7.1.1.3.),
stanowi¢ to moze odzwierciedlenie duzej tolerancji ECRDBD na wprowadzone mutacje

podczas tworzenia kompleksu heterodimerycznego z partnerem, biatkiem UspDBD.
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Rys.7.19. Kluczowe reszty o-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy dla formowania
heterodimeréw EcRDBD z UspDBD na hsp27,,,.

EMSA wykonywano inkubujgc hsp27,, z rownomolowymi ilosciami ECRDBDyy; i partnera UspDBD
(A, Slady 2-11). Panel (A) przedstawia reprezentacyjny autoradiogram, natomiast (B) przedstawia
wyniki analiz ilociowych eksperymentéw EMSA (slady: 2-11 na panelu (A)). Kolumny z odchyleniami
standardowymi oznaczajg $rednig warto$¢ uzyskang z trzech niezaleznych eksperymentéw. Stezenia
biatek wynosity: 120 nM (po 60 nM okreslonych DBD) (A) (Slady: 2-11); Slad 12, 120 nM biatka
UspDBD; slad 13, 120 nM biatka EcRDBDy . Kompleksy monomeryczne oznaczono Cl, natomiast
dimeryczne przez ClI. Indeks E pochodzi od ECRDBD a U od UspDBD, odpowiednio; F - wolna sonda.

7.2.1.4. Wptyw mutacji aminokwasow o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy
biatka EcRDBD na jego strukture

W kolejnym eksperymencie postanowiono sprawdzi¢, czy zaobserwowane wczesSniej
zmiany powinowactwa mutantéw o-helisy rozpoznajacej DNA biatka ECRDBD do Zsp27,,
sa wynikiem utraty danej reszty, czy tez sa one skutkiem wplywu podstawienia reszta alaniny
danego aminokwasu na struktur¢ ECRDBD. W tym celu przeprowadzono pomiary CD w
analogicznych warunkach jak dla mutantéw kasety T (6.2.3.5.). Jak pokazano na Rys.7.20.C,
E, G i H, widma CD mutantéw K22A, R26A, S28A i T30A byty zasadniczo identyczne z
widmem CD biatka typu ,,dzikiego” (w Tabeli 7.3. zamieszczono ilo$ciowa analize zmian w
strukturze drugorzedowej). Wobec tego zaobserwowane zmiany aktywnosci wigzania DNA
dla tych bialek moga by¢ zinterpretowane jako utrata kontaktu danych reszt z hsp27,,.
Intensywno$ci widm CD dla pozostalych EcRDBDxyz byly obnizone w stosunku do widma
EcRDBDyr, co $wiadczy¢ moze o zmniejszeniu zawartoSci struktury drugorzedowej (patrz

Tabela 7.3.) lub przesunigciem w rownowadze pomigdzy sfaldowanymi a rozfaldowanymi
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Rys.7.20. Widma CD mutantéw o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy EcRDBD.

Eliptycznoé¢ monitorowano w zakresie 190-260 nm. Kazde zarejestrowane przez aparat widmo CD
stanowito rezultat akumulacji i usrednienia pieciu skanéw pojedynczego pomiaru. Petnymi kétkami
oznaczono widmo biatka EcRDBDyr, natomiast pustymi kdtkami pokazano widma okreslonych

EcRDBDxyz. [8lure 0znacza molowa eliptycznoéé resztowa (degxcm?xdmol™). Pozostate szczegoty
opisano w Materiatach i Metodach (6.2.3.5.).
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czasteczkami ECRDBD. Mogloby to oznaczaé, ze zaobserwowane funkcjonalne efekty dla
reszt E19, G20, G23, R27 i K31 mogg by¢ interpretowane zaréwno jako konsekwencja
strukturalnych perturbacji wywotanych wprowadzona mutacjg jak i utraty poszczeg6lnych
reszt. Co ciekawe, poSréd tych reszt tylko podstawienie reszty R27 alaning prowadzito do
znaczacego defektu wigzania DNA w przypadku homo- i heterodimeréw. Réwnocze$nie
mutanty G20A i1 G23A, ktére razem z biatkiem R27A wykazywaly najwigksze zmiany w

widmach CD, zachowaty peing zdolnos¢ do tworzenia heterodimeréw na hsp27,,.

Tabela 7.3. Procentowa zawarto$¢ struktur drugorzedowych mutantéw o-helisy rozpoznajgcej
element regulatorowy, obliczona na podstawie analiz widm CD.

biatko " __o-helisa ’ B-struktura | B |  struktury RMSD
regularna | zaburzona | suma | regularna | zaburzona | suma | zgigcia | nieuporzadkowane

WT 10,6 9,9 20,5 11,3 7,3 18,6 | 14,6 46,4 0,063
E19A 8,1 8,5 16,6 14,0 8,2 22,2 | 13,9 47,3 0,066
G20A 4,9 6,2 111 16,4 8,9 253 | 16,6 46,9 0,048
K22A 9,8 9,0 18,8 9,9 6,5 16,4 | 13,5 51,2 0,042
G23A 3,5 55 9,0 19,6 9,4 29,0 | 14,8 47,3 0,073
R26A 9,7 9,3 19,0 11,4 7,4 18,8 | 15,8 46,5 0,092
R27A 3,8 5,8 9,6 19,0 9,2 28,2 | 15,5 46,6 0,057
S28A 9,3 9,5 18,8 10,9 6,8 17,7 | 14,4 49,1 0,063
T30A 8,6 8,7 17,3 11,4 7,3 18,7 | 15,6 48,4 0,062
K31A 8,0 8,4 16,4 15,3 8,7 240 | 16,4 43,2 0,039

W Tabeli przedstawiono procentowg zawarto$¢ struktur drugorzedowych dla kazdego z
rekombinowanych biatek, obliczong programem CONTIN/LL z pakietu CDPro (6.2.3.5.), w oparciu o
widma CD przedstawione na Rys.7.20.. Pozostate szczegdty takie jak w podpisie pod Tabelg 7.1.
(7.1.1.4.).

7.3. BADANIE STABILNOSCI TERMODYNAMICZNEJ EcRDBD

7.3.1. Denaturacja chemiczna z uzyciem chlorowodorku guanidyny pokazata, ze
EcRDBD jest biatkiem niestabilnym

Wyniki uzyskane po przeprowadzeniu analiz mutacyjnych dwéch niezmiernie istotnych
regionéw EcRDBD oraz badari strukturalnych pokazaly, ze wiele z mutantéw EcRDBD
wykazywato tolerancj¢ na podstawienia reszt aminokwasowych alaning. W szczegblny
sposéb byto to widoczne w obecnosci biatka UspDBD. To spostrzezenie sugeruje, ze biatko
EcRDBD przejawia plastyczno$¢ pozwalajaca mu na pewnego rodzaju jednoczesne
,.dopasowanie” zaréwno do partnera, UspDBD jak 1 sekwencji wiasciwego elementu

regulatorowego. Aby sprawdzié, czy to spostrzezenie jest odzwierciedlone w stabilnosci
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EcRDBD, poczatkowo przeprowadzono wstgpne eksperymenty denaturacji termiczne;j.
Profile denaturacyjne monitorowano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 222 nm, w
zakresie temperatur od 4°C do 96°C. Zaobserwowano brak kooperatywnego przejscia dla
bialek ECRDBD. Co wigcej, w temperaturach powyzej 70°C dochodzito do agregacji biatek i
nieodwracalnej ich denaturacji (wynikéw nie pokazano). Postanowiono zatem przeprowadzi¢
eksperymenty denaturacji chemicznej z uzyciem chlorowodorku guanidyny (GdmCl)
(6.2.3.6.). Proces denaturacji chemicznej monitorowano poprzez pomiar emisji fluorescencji
reszt tyrozylowych zaliczanych do naturalnie wystgpujacych w biatkach chromoforéw, z
uwagi na obecny w ich strukturze pierscien aromatyczny (Ghelis i Yon, 1982). ECRDBD (D.
melanogaster i B. mori) posiada cztery reszty tyrozylowe: Y11, Y13, Y351 Y48 (Rys.7.21.).
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@ 10(273)
N [ D. melanogaster
Y 50(313
M.MR _50313)
D
D i R
G C 2+ C
\ AY SN_“° , Q
L Zn
G F'\ E
(256) 1(264)—C 30(293) "R c 67(330)
L R |
gsAPRVQEE SA\% LKKCLAVGMRP
= kaseta T
102(365) — GHQSSPSTTMK Qrgls_K_o_Affl_ng_nfn_nggngvac
pg | kaseta A
ih 90(353)
Td
EcRDBD,,,
i B. mori
ScﬂH
Y
A E MM /50(256)
R A D R
D L R
G i b K
Ca S 20(226) HAC v 2. C
L /Zn Zn %
(199) 1(207)—C 30(2\36) Cf:KC 7 Mg 6|7(273)
| R
gsAPRQQEE NAVEE LKKCLAVGMRP
E
kaseta T
101(307) 4 DEVTTTSVPLLIGKDKKQRQRDKNKSREQ! ve
| kaseta A
% 90(296)

Rys.7.21. Lokalizacja reszt tyrozylowych w ECRDBD z D. melanogaster i B. mori.

Schemat struktury pierwszorzedowej: ECRDBD z D. m. (A); ECRDBD z B. m.. (B). Kolorem czerwonym
zaznaczono reszty aminokwasowe w ECRDBD pochodzacym z B.m., ktére réznig sie w poréwnaniu z
sekwencjg biatka z D. m.. Reszty tyrozylowe (Y11, Y13, Y35 i Y48) zaznaczono kolorem biatym na tle
czarnego prostokata. Ramka obejmuje o-helise rozpoznajacg element regulatorowy. Koétkami
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zaznaczono reszty kasety P. Linig przerywang oznaczono regiony kaset A obu biatek zidentyfikowane
na podstawie uzyskanych wynikéw (7.1.2.2.). Petne sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe EcR
zamieszczono w Dodatku | (D. m.) i lll (B. m.). Numeracja reszt zgodna z podpisem pod Rys.7.10.
(71.2)).

Wiyniki przedstawione na Rys.7.22. pokazaty, ze ECRDBD jest biatkiem niestabilnym.
Poczawszy od najnizszych st¢zen denaturanta (od ~ 0,1 M) obserwowano stopniowy spadek
udziatu frakcji natywnych 1 wzrost form rozwinigtych (Rys.7.22., petne kétka). W celu
sprawdzenia, czy profil ten jest charakterystyczny tylko dla ECRDBD z D. melanogaster,
postanowiono poddac¢ denaturacji biatko ECRDBD z B. mori. Uzyskana krzywa (Rys.7.22.,
puste trojkqty) praktycznie pokrywata si¢ z krzywa EcCRDBD z D. melanogaster, co sugeruje
podobienstwo w strukturze biatek ECRDBD. Potwierdzil to réwniez rezultat otrzymany dla
potréjnego mutanta EcRDBDv7pprzgnrse (Rys.7.22., petne  trojkqty). WczeSniejsze
doniesienia dotyczace eksperymentéw denaturacji biatek GRDBD i ERDBD (Low i wsp.,
2002) pokazaty, ze biatka te, pozbawione zasadowego CTE, wykazywaly wieksza stabilnos¢.
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- &g- - O ECcRDBD,;s D.m.
c .ﬂy " ¥ EcRDBDy7;p73am7s5p
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Rys.7.22. Profile denaturacjne EcCRDBD.

Proces denaturacji rekombinowanych DBD monitorowano poprzez pomiary fluorescencji reszt
tyrozylowych zgodnie z opisem zamieszczonym w Materiatach i Metodach (6.2.3.6.). Rysunek
przedstawia krzywe dla nastepujgcych domen: EcRDBD z D. melanogaster (D. m.), peine kodtka;
EcRDBD,7s (D. m.), puste kdtka;, ECRDBDyz7oyp73anyse, petne tréjkaty; ECRDBD z B. mori (B. m.),
puste trdjkaty; UspDBD (D. m.), pelne kwadraty. Pomiary wykonywano w niniejszych eksperymentach tylko
dla wymienionych domen EcRDBD. Krzywa dla biatka UspDBD (D. m.) zostata wykonana przez
mgr inz. Agnieszke Kowalskg (Kowalska i wsp., 2003) i zamieszczono jg na Rysunku za zgoda
Autorki.
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Aby zbadad, czy stabilno$¢ ECRDBD jest zalezna od obecno$ci regionu CTE, wykonano
pomiary dla mutanta pozbawionego natadowanych dodatnio reszt kasety A (ECRDBDy5 z D.
melanogaster) (7.1.2.)) (ECRDBDaa; Niedziela-Majka i wsp., 2000). Jak zaobserwowano
krzywa denaturacyjna dla tego biatka byta bardzo zblizona jest do krzywej dla biatka typu
,,dzikiego™ (Rys.7.23., puste kotka). Uzyskane wyniki oznaczaja, ze sekwencja kasety A nie
destabilizuje ECRDBD. Tak wigc brak stabilnoSci jest inherentng cecha rdzenia domeny.
Krzywa denaturacji biatka UspDBD (Kowalska 1 wsp., 2003) (Rys.7.22., petne kwadraty)
wykazywata wyrazne kooperatywne przejScie, zblizone do zaobserwowanego ostatnio dla
domen wiazacych DNA ssaczych receptoréw steroidowych (Low i wsp., 2002). Oznacza¢ to

moze, ze ECRDBD jest duzo mniej stabilnym biatkiem niz jego partner - biatko UspDBD.

7.3.2. Renaturowany EcRDBD jest zdolny do wigzania hsp27pa

W kolejnym eksperymencie postanowiono zbada¢, czy uprzednio zdenaturowany
GdmCl EcRDBD po renaturacji jest zdolny do odtworzenia swojej aktywnej struktury. W
tym celu, ECRDBD z D. melanogaster i z B. mori poddano wstgpnej denaturacji inkubujac
je w 4,0 M GdmCl, a nastgpnie po rozcieficzeniu prébek tak, aby stezenie denaturanta
wyniosto 0,1 M, zbadano ich zdolno$¢ do specyficznego wiazania elementu hsp27,q,
poréwnujac ja z prébkami kontrolnymi (Rys.7.23.A i B). Kontrole stanowily biatka, ktére nie
zostaly poddane denaturacji oraz biatka inkubowane z 0,1 M GdmCl. Planujac eksperyment
wybrano takie st¢zenie koricowe GdmCl, przy ktérym udzial natywnych frakcji ECRDBD
wynidst okoto 95% (patrz Rys.7.22.). Koficowe stezenie biatka dobrano tak, aby byto ono
wystarczajace do przeprowadzenia eksperymentéw EMSA (218 nM) (6.2.3.7.). Jak
zaobserwowano, homodimer utworzony przez ECRDBD z D. melanogaster odzyskat okoto
79% aktywnoSci wiazania hsp27,, (Rys.7.23.A i B, slady: 6 i 7), natomiast kompleks
homodimeryczny ECRDBD z B. mori okoto 75% (Rys.7.23.A i B, slady: 9 i 10). UspDBD
wiazalo hsp27,, z prawie 90% aktywnoscig probki kontrolnej (Rys.7.23.A i B, slady: 3 i 4).
Nalezy zwrdcic¢ uwage, iz w przypadku heterodimeréw z D. melanogaster utworzonych przez
niedenaturowane i renaturowane DBD, zaobserwowano prawie identyczne powinowactwo do
elementu regulatorowego, ktére wynosito okoto 90% aktywnosSci wigzania DNA przez
heterodimer niepoddany dziataniu denaturanta (Rys.7.23.A i B, slady: 11-14).

Uzyskane rezultaty potwierdzaja wyniki eksperymentéw denaturacji (7.3.1.), tzn. to, ze

w przeciwieristwie do partnera UspDBD, biatko ECRDBD (zaréwno z D. melanogaster jak i z
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B. mori) charakteryzuje si¢ nizsza stabilnoScig. Nie mniej jednak, nawet po cyklu
denaturacja/renaturacja ECRDBD jest w stanie odzyska¢ swoja aktywna konformacje, co

przejawia si¢ zdolnoscig do tworzenia komplekséw homo- i heterodimerycznych na hsp27,,.
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I | | | |
- |l=-f{+]-1-t+1-1=1+1-]1-1-1-101M GdmcCl
-+ l=-1-1-1-1-1-1-1-1-1+1+]|renaturowane UspDBD
= |l =-f{=-{=-j+}=]=-1+}=}=1+=14+|renaturowane EcCRDBD

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14

@

E B.m.

e Cll
=(::|E

bt

Rys.7.23. Charakterystyka renaturowanego biatka ECRDBD.

hsp27,, zwiazany
w kompleksach CI i Cll [%]
3

Eksperymenty EMSA wykonano inkubujac hsp27,, z okreslonymi biatkami typu ,dzikiego” z D.
melanogaster (D. m.) i z B. mori (B. m.). Panel (A) pokazuje rezultaty uzyskane dla biatek (8,7uM),
ktére inkubowano wstepnie z 4,0 M chlorowodorkiem guanidyny (GdmCl), a nastepnie rozciericzono
tak, aby uzyska¢ 0,1 M stezenie denaturanta (opisane z prawej strony jako renaturowane DBD)
(Slady: 3, 6, 9 i 14) oraz dla takich domen, ktore nie byty traktowane GdmCI (slady: 2, 5, 8 i 11) lub
denaturant zostat dodany w koricowym stezeniu 0,1 M (opisane jako 0,1 M GdmCl) (Slady: 4, 7 i 10);
Slad 12 - UspDBD inkubowano w obecnosci renaturowanego EcRDBD; s/lad 13 — EcRDBD
inkubowano z renaturowanym UspDBD. Stezenia biatek: slady 1-10, 218 nM okreslonej DBD; slady
11-14, po 109 nM danej DBD. Panel (B) przedstawia analize iloSciowg eksperymentéw, ktérych
reprezentacyjne zdjecie zamieszczono na panelu (A). Analize wykonano na aparacie Fuji Film FLA-
3000 Fluorescent Image Analyzer, wykorzystujagc oprogramowanie AIDA Bio-Package (6.2.3.4.).
Kolumny z odchyleniami standardowymi oznaczajg Srednig warto$é uzyskang z trzech niezaleznych
eksperymentéw. Kompleksy monomeryczne oznaczono Cl, natomiast dimeryczne przez Cll. Indeks E
pochodzi od EcCRDBD a U od UspDBD, odpowiednio; F - wolna sonda.
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Funkcjonalny receptor owadziego hormonu 20-hydroksyekdyzonu jest szczegdlnie
atrakcyjnym obiektem badawczym. 20E jest hormonem nietoksycznym dla organizmu
czlowieka. Wtasciwos¢ ta stwarza ogromne mozliwosci w projektowaniu minimalnych
czynnikéw transkrypcji zdolnych do modulowania ekspresji genéw bedacych pod kontrolg
20E, co moze znalez¢ zastosowanie w terapiach genowych i agrochemii do kontroli populacji
owadéw (3.4.2.). Co wigcej, w przeciwienstwie do receptoréw hormonéw steroidowych
kregowcéw, EcR nie jest sam zdolny do wigzania swojego liganda, 20E. Wigzanie hormonu
przez EcR i aktywacja genéw zaleznych od 20E stymulowane sa przez tworzenie
heterodimeru z partnerem, biatkiem Usp (3.4.2.). Pomimo, ze w przeciwienstwie do
heterodimeréw receptoréw jadrowych kregowcéw badania nad biatkami EcR i Usp nie sg
prowadzone tak intensywnie, z uwagi na kombinacje wlasciwosci wykazywang przez EcR,
zajmuje on wyjatkowe miejsce pomigdzy czlonkami nadrodziny. Kolejng intrygujaca cechg
funkcjonalnego receptora 20E jego preferencja wigzania wysoce zdegenerowanych
palindromowych elementéw regulatorowych z odstgpnikami pomig¢dzy pétmiejscami dtugosci
1 pary zasad (3.4.3.). Ten atrybut wyraznie odréznia heterodimer Usp/EcR od heterodimeréw
receptor6w jadrowych kregowcéw, ktére preferuja inherentnie asymetryczne sekwencije
regulatorowe zorganizowane w postaci bezposrednich powtérzen (3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.).
Najczgsciej obecnie badana naturalng sekwencja EcRE jest hsp27,, (3.4.3.). Badania
Niedzieli-Majki i wsp. (2000) po raz pierwszy pokazaly, ze naturalne EcRE moga
funkcjonowac jako asymetryczne elementy regulatorowe w podobny sposéb do dziatania DR
u kregowcéw oraz, ze w formowaniu heterodimeru UspDBD/EcCRDBD na hsp27,,
prawdopodobnie zaangazowane sg reszty aminokwasowe z réznych regionéw obu DBD,

tworzac asymetryczng powierzchni¢ dimeryzacyjna (3.4.3.). Wyniki te czgSciowo zostaty
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potwierdzone w opublikowanych pod koniec ubieglego roku dwd6ch —strukturach
krystalicznych heterodimeréw UspDBD/EcRDBD i RXRDBD/EcRDBD na syntetycznym
doskonatym elemencie palindromowym IR1 (5’-AGGTCAATGACCT-3") (Devarakonda i
wsp., 2003). Otrzymane struktury krystaliczne pokazaly, ze w przeciwienstwie do DBD
receptoréw kregowcdéw tworzacych heterodimery z RXRDBD na DR w konfiguracji ,,gtowa
do ogona” (3.3.3.3.), kompleksy te na sztucznym elemencie palindromowym utozone sa w
sposéb charakterystyczny dla DBD receptoréw hormonéw steroidowych (3.3.3.1.),
mianowicie ,,glowa do glowy” (Devarakonda 1 wsp., 2003). RXRDBD i UspDBD wiazg si¢ z
5’-koficowym péimiejscem IR1, natomiast ECRDBD w obu kompleksach wiaze si¢ do
péimiejsce 3’-koricowego. Identyczne fragmenty DBD EcR, Usp i RXR sg zaangazowane w
oddzialywania biatko-biatko pomigdzy podjednostkami. Jednakze, z uwagi na réznice w
strukturach pierwszorzedowych pomigdzy odpowiednimi fragmentami ECRDBD a UspDBD i
RXRDBD, powierzchnia dimeryzacyjna wykazuje wyrazny asymetryczny charakter
(Devarakonda i wsp., 2003), co potwierdzilo wczesniejsze wyniki uzyskane na podstawie
badari biochemicznych heterodimeru UspDBD/EcRDBD na hsp27,, (Niedziela-Majka i wsp.,
2000). Kontrastuje to z wynikami otrzymanymi dla komplekséw DBD receptoréw
steroidowych na elementach palindromowych oraz DR, gdzie obie podjednostki angazuja w
tworzenie symetrycznych kontaktéw identyczne reszty aminokwasowe (3.3.3.1.1 3.3.3.2.).

Tak wigc, receptor EcR wykazuje cechy typowe zaréwno dla przedstawicieli receptoréw
steroidowych jak 1 niesteroidowych. Moze on zatem stanowi¢ ogniwo ewolucyjne pomiedzy
receptorami  hormonéw  steroidowych kregowcéw a receptorami niesteroidowymi
(Devarakonda i wsp., 2003).

W celu wykorzystania DBD funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego do
konstruowania minimalnych przetacznikéw transkrypcyjnych, niezbedne sa badania
molekularnych podstaw specyficznoSci oddzialywania z sekwencjami DNA, tacznie z
analizami strukturalnymi i funkcjonalnymi.

W niniejszej pracy postanowiono zbadac rol¢ C-terminalnej sekwencji domeny wiazacej

DNA biatka EcR w specyficznym rozpoznawaniu naturalnego elementu hsp27,,.
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8.1. ROLA SEKWENCJI CTE EcRDBD W SPECYFICZNYM
ODDZIALYWANIU Z ELEMENTEM REGULATOROWYM hsp27,,

Badania mutacyjne oraz analizy struktur krystalicznych DBD receptoréw jadrowych
zwigzanych z asymetrycznymi elementami DR podkreslity istotne znaczenie sekwencji CTE
w tworzeniu kompleksow na DNA (3.3.3.3. i1 3.3.3.3.1.). Region CTE, w ktérego sktad
wchodzi kaseta T i kaseta A, stanowi unikalny i charakterystyczny element strukturalny, ktéry
posredniczy w dimeryzacji na asymetrycznych HRE i wnosi znaczacy wkiad w specyficznosé

wiazania DNA (3.3.3.3.).

8.1.1. Mutacje EcRDBD w regionie przypuszczalnej kasety T

W przeciwienstwie do kasety A, ktérej gtéwna rola jest oddzialywanie z elementem
regulatorowym, kaseta T wykazuje réwnoczeSnie wiele funkcji, takich jak np. udziat w
tworzeniu specyficznych kontaktéw z parami zasad DNA, formowanie ptaszczyzny
dimeryzacyjnej i co najwazniejsze, odpowiednie ukierunkowanie dalej potozonej kasecie A w
celu przyjecia przez nig wiasciwej pozycji na HRE (3.3.3.3.13.3.3.3.1.). Uwaza sie, ze reszty
kasety T, lacznie z o-helisg kasety A, sa waznymi elementami definiujacymi wiasciwa
konformacje CTE, bioraca udzial w dyskryminacji sekwencji HRE (3.3.3.3.1.). Jak pokazano
na Rys.7.8. (7.1.1.5.), z wyjatkiem dw6ch pozycji w sekwencji B. mori, reszty aminokwasowe
kasety T sa zachowane w toku ewolucji pomiedzy wszystkimi innymi biatkami EcR. W
przypadku reszt P68 i E74, ich zachowana pozycja w sekwencji kasety T nie moze by¢ w
prosty sposéb wyjasniona, gdyz zgodnie z uzyskanymi wynikami, reszty te wydaja si¢ by¢
zbgdne przynajmniej w wigzaniu DNA i stabilizacji struktury ECRDBD. Co jest interesujace,
reszta R67, jak si¢ wydaje, powinna by¢ zaangazowana w kontakty z DNA, a nie w
stabilizacj¢ domeny. W strukturze krysztalu heterodimeru UspDBD/EcRDBD na IR1, reszta
ta nie tworzy zadnych kontaktéw z IR1 (Devarakonda i wsp., 2003). Mozliwe jest, ze
zaobserwowany dla niej efekt zwigzany jest z oddzialywaniem z naturalnym elementem,
jakim jest hsp27,y. Wyniki otrzymane dla pozostalych przeanalizowanych reszt
aminokwasowych wyraznie pokazuja, ze s3 one zaangazowane w stabilizacje struktury biatka,

co wykazaly zmiany w widmach CD.
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8.1.1.1. Reszty C70,V71, V72 i P73, tworzace rdzen kasety T ECRDBD, petniag
wazng role strukturalng

W przypadku mutantéw V71A, V72A i P73A zaobserwowano wyrazne zmiany w
powinowactwie do hsp27,,, zarbwno monomeréw jak i dimeréw. Reszty te, tacznie z C70,
tworza hydrofobowy rdzen regionu kasety T i zlokalizowane sa w tej czeSci domeny, gdzie w
strukturze krystalicznej kompleksu UspDBD/EcRDBD na IR1 zaobserwowano znaczaca
zmian¢ w orientacji faficucha polipeptydowego (Devarakonda i wsp., 2003). Odpowiedzialne
za nia sa dwa kolejne skrety: B-skret, utworzony przez reszty C70, V71, V72 i P73, oraz -
skret ztozony z reszt P73, E74 1 N75 (Devarakonda i wsp., 2003). Zaangazowanie w drugi
skret reszty N75 1 obecno$¢ tuz za nig Q76 tlumaczyloby niekonkluzywnos$¢ wynikéw

otrzymanych dla mutantéw N75A 1 Q76A.

8.1.1.2. Wyjatkowa rola reszty P73 w utrzymywaniu prawidfowej konformacji CTE
EcRDBD

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na wyjatkowg rolg reszty P73 w
EcRDBD. Reszta ta zlokalizowana jest na N-koricu sekwencji kasety A. Podstawienie w jej
miejsce alaniny wywotato dramatyczny spadek zdolnoSci wigzania homodimeru i znaczacy
wplyw na tworzenie heterodimeru na hsp27,,. W  strukturze krystalicznej
UspDBD/EcRDBD/IR1 (Devarakonda 1 wsp., 2003) reszta ta nie tworzy zadnych kontaktéw
istotnych dla stabilizacji rdzenia domeny. Najprawdopodobniej zaangazowana jest ona we
wlasciwe sfaldowanie regionu CTE. Teoretycznie, ECRDBD pozbawiony kasety A posiada
wszystkie reszty aminokwasowe niezbedne dla tworzenia heterodimeru z UspDBD na
elemencie regulatorowym. Tak przynajmniej mozna wnioskowaé z uzyskanej struktury
krystalicznej. Jednakze, wyniki badan biochemicznych dla EcCRDBD z D. melanogaster
(Niedziela-Majka i wsp., 2000) oraz EcCRDBD z B. mori otrzymane w niniejszej pracy
wyraznie wskazuja, ze region kasety A jest niezbedny dla tworzenia przez to biatko homo- i
heterodimeréw na naturalnym elemencie hsp27,,. Mozliwe jest, ze reszta P73, ktdrej grupy:
karbonylowa i amidowa zaangazowane sa w tworzenie istotnych wiazai wodorowych B-1 -
skretéw, stanowi kluczowa reszte dla utrzymania wiasciwej konformacji i pozycji kasety A
EcRDBD. Podobna funkcja moze by¢ przypisana reszcie V72. W  strukturze
UspDBD/EcRDBD/IR1 (Devarakonda i wsp., 2003) reszta V72 zlokalizowana jest poza
rdzeniem DBD. Co wigcej, jej faiicuch boczny nie jest zorientowany w kierunku szkieletu

fosforanowego DNA. Z kolei rola V71 wydaje si¢ by¢ bardziej skomplikowana. W strukturze
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krystalicznej jednakze jest ona zaangazowana w oddziatywania z fadicuchami bocznymi reszt
aminokwasowych rdzenia domeny: V29 i Y13. Unikalno$¢ ,.trypletu” V71, V72 i P73 jest
dodatkowo podkreslona przez wyniki otrzymane dla reszt E69 i C70, ktére sa zlokalizowane
w krétkim o-helikalnym regionie (helikalny skret typu 3/¢), na poczatku sekwencji kasety T.
Chociaz ich mutacje znaczaco wplywaja na strukture biatka, to nie wywierajg praktycznie
zadnego defektu w powinowactwie homodimeréw do hsp27,,. Warto zaznaczyé, ze
helikalny skret typu 3/;¢ zaobserwowano rowniez w strukturach TRDBD i VDRDBD (3.3.3.3.
i 3.3.3.3.1.), gdzie wchodzi on w skiad plaszczyzny dimeryzacyjnej podjednostki zwiazanej z
3’-koficowym péimiejscem elementu regulatorowego. W przypadku EcRDBD fragment ten

moze odpowiadac za stabilizacj¢ konformacji faricucha polipeptydowego w tej czesci CTE.

8.1.1.3. Potencjalny region kasety T niektorych receptorow jadrowych nicienia

C. elegans wykazuje podobieristwo w sekwencji aminokwasowej do

kasety T EcCRDBD

Jak wspomniano we Wstepie (3.4.2.), dotychczas nie zidentyfikowano genu EcR poza

stawonogami. Pomimo, ze chociaz w literaturze opisano efekty jakie wywieraja ekdysteroidy
u niektérych pasozytniczych nicieni, w genomie nicienia C. elegans nie stwierdzono
obecnosci homologu EcR (3.4.2.). Jednakze poréwnanie sekwencji aminokwasowych
przyktadowych receptoréw jadrowych zidentyfikowanych w genomie C. elegans pokazato, ze
w obrebie potencjalnych kaset T w CTE tych receptoréw, wystepuje duze podobieristwo ich
struktury pierwszorzegdowej w stosunku do CTE EcRDBD (Rys.8.1.). Na szczeg6lng uwage
zastuguje zachowanie w toku ewolucji reszt prolinylowych w identycznych pozycjach: P68 i
P73. Co wigcej, zachowany jest takze hydrofobowy rdzen kasety T. Sugeruje to, Ze region ten
w niektérych receptorach u C. elegans moze peini¢ zblizong rolg funkcjonalno-strukturalng

do analogicznego obszaru CTE EcRDBD, 1acznie z funkcja kluczowej reszty P73.
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Rys.8.1. Poréwnanie sekwencji CTE ECRDBD z D. melanogaster z sekwencjami CTE receptoréw
jadrowych znalezionych w genomie C. elegans.

Analize poréwnawczg wykonano wykorzystujgc program ClustalX (1.81) (ftp:/ftp-igbmc.u-
strasbg.fr/pub/ClustalX/). Klamrg oznaczono regiony obejmujace kasete T. Sekwencje pochodzg z
bazy SWISS-PROT (http://www.expasy.ora/sprot/). Skrét NHR pochodzi od ang., nuclear hormone
receptor. Kody dostepu sg nastepujgce (w nawiasach): NHR-3 (Q9XTJ4), NHR-4 (045436), NHR-6
(P41829), NHR-7 (Q20765), NHR-8 (Q9XYB7), NHR-13 (Q21701), NHR-14 (002151), NHR-15
(061854), NHR-16 (Q27521), NHR-18 (016360), NHR-21A (Q86NH8), EcCR_Dm (P34021). Pozostate
szczegOty jak w podpisie pod Rys.7.8. (7.1.1.5.).

8.1.2. Minimalne fragmenty kasety A ECRDBD z D. melanogasteri B. mori
wystarczajgce do wigzania hsp27,./i kooperatywnego tworzenia
komplekséw na tym elemencie

Otrzymane struktury heterodimeréw RXRDBD/EcRDBD i UspDBD/EcRDBD nie
rozstrzygnety roli CTE w rozpoznawaniu syntetycznego palindromu IP1 (Devarakonda i
wsp., 2003). Interesujace jest, iz CTE EcCRDBD w tych dwéch kompleksach posiada r6zng
konformacje. W kompleksie z RXRDBD widocznych jest tylko siedem z 25 reszt
aminokwasowych kasety A, tworzacych krétka o-helis¢ (do reszty E83). Kaseta A jest
skierowana w kierunku 5’-koncowego pétmiejsca IR1 (Devarakonda i wsp., 2003), podobnie
jak w przypadku CTE TRDBD w kompleksie z RXRDBD na DR4 (3.3.3.3.). Natomiast w
strukturze heterodimeru UspDBD/EcRDBD na IR1, fragment ten nie jest widoczny. Co
wigcej, region CTE ECRDBD w kompleksie z UspDBD jest nieuporzadkowany (Devarakonda
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i wsp., 2003). Wyniki otrzymane w niniejszej pracy, dla CTE EcRDBD z B. mori,
potwierdzily w sposéb wyrazny wczesniejsze obserwacje uzyskane dla CTE EcRDBD z
D. melanogaster (Niedziela-Majka i wsp., 2000), tzn. ze kaseta A jest niezbedna dla ECRDBD
dla specyficznego wigzania naturalnego elementu hsp27,, i tworzenia na nim w sposéb
synergiczny kompleksow.

Po raz pierwszy zidentyfikowano minimalne fragmenty kasety A, wystarczajace dla
tych oddziatywan. W przypadku CTE z EcRDBD D. melanogaster jest to fragment
ograniczony resztami N75 1 K92 (o dziewig¢ reszt wigcej niz widocznych jest w strukturze
krystalicznej), natomiast w przypadku EcCRDBD z B. mori kaseta A obejmuje reszty P75 i
G89. Co wigcej, fragment niewidoczny w krysztale, pomigdzy resztami K85 a K92 w
przypadku CTE EcRDBD z D. melanogaster, wydaje si¢ by¢ istotny dla tworzenia
homodimeréw na hsp27,,. Zastanawiajace jest, ze zidentyfikowane minimalne sekwencje
kasety A z dwoéch EcRDBD posiadajg rozng dlugos¢. W przeciwienistwie do sekwencji
rdzenia DBD receptoréw jadrowych, region CTE wykazuje mata homologie w strukturze
pierwszorzedowej w rodzinie receptoréw jadrowych (3.3.3.3.). Analizy poréwnawcze
dodatkowo pokazaty (Rys.7.8. (7.1.1.5.) i 7.10. (7.1.2.)), ze sekwencje obejmujace region
kasety A wykazuja duze zréznicowanie pomigdzy D. melanogaster a B. mori. Sugeruje to, ze

CTE w tych dwéch przypadkach moze miec r6zna konformacje.

8.1.3. Czy sekwencja odpowiedzialna za lokalizacje jadrowg EcR moze znajdowacé
sie w jego CTE w DBD ?

Jak wspomniano we Wstepie (3.2.3.), sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS) receptoréw
jadrowych znajduja si¢ m.in. w regionie obejmujacym CTE DBD. Nie wykazuja one
wysokiego zachowania w toku ewolucji. NLS stanowia krétkie sekwencje o duzej zawartosci
zasadowych reszt arginylowych ilizylowych. Uwaza si¢, ze moga by¢ one elementami
,.kotwiczacymi” biatko na DNA po przetransportowaniu go do jadra (Krzyzaniak i wsp.,
2000). Warto podkresli¢, ze sekwencje kaset A z D. melanogaster i B. mori wykazuja
zadziwiajace podobienistwo do konsensusowych NLS zidentyfikowanych w innych biatkach
(3.2.3.). Tym samym mozna przypuszczac, ze w CTE EcRDBD z D. melanogaster i B. mori
zlokalizowane sa NLS.

Interesujaca bylaby weryfikacja uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw z analizami
struktury krystalicznej UspDBD/EcRDBD oraz homodimeru EcCRDBD w kompleksie z

hsp27,a, gdyz jak si¢ wydaje, tylko naturalny element moze promowaé wilasciwe
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uporzadkowanie i konformacje C-konicowej sekwencji ECRDBD. Wyniki wyraznie pokazaty,
ze CTE EcRDBD, w przeciwiernistwie do receptoréw krggowcdéw, jest odpowiedzialna przede
wszystkim za stabilizacj¢ domeny oraz prawdopodobnie za specyficzne oddziatywanie z

hsp27par.

8.2. ANALIZA MUTANTOW a-HELISY ROZPOZNAJACEJ ELEMENT
REGULATOROWY EcRDBD POTWIERDZILA DUZA TOLERANCJE
BIALKA NA WPROWADZONE MUTACJE, SZCZEGOLNIE W
OBECNOSCI UspDBD

Wykonane analizy funkcjonalno-strukturalne reszt aminokwasowych wchodzacych w
skfad o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy pokazaly, ze zaskakujaca tolerancja
EcRDBD na podstawienia reszt aminokwasowych alanina, dotyczy nie tylko regionu CTE,
ale jest to wiasciwosc¢ charakterystyczna dla calego ECRDBD (o plastycznosci ECRDBD patrz
nizej 8.3.).

W heterodimerze UspDBD/EcRDBD na IR1 resztami z o-helisy rozpoznajacej DNA
EcRDBD, odpowiedzialnymi za specyficzne kontakty z parami zasad 3’-koncowego
péimiejsca syntetycznego IR1 okazaly si¢ by¢ reszty: E19, G20, K22, R26 i R27
(Devarakonda i wsp., 2003). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pokazuja, ze poza jednym
wyjatkiem (E19), wszystkie te reszty sa rowniez kluczowe w przypadku wigzania
5’-koricowego poéimiejsca hsp27,,. Dwie inne reszty (S28 i K31), ktére nie zostaty
zidentyfikowane w krysztale jako wazne dla oddzialywania z IR1, wydaja si¢ by¢ istotne w
tworzeniu specyficznych kontaktéw z naturalnym hsp27,,. Co ciekawe, identyczne reszty
odpowiedzialne sa za tworzenie homodimeréw EcRDBD. Przeprowadzone wczesniej badania
biochemiczne (Niedziela-Majka i wsp., 2000) pokazaty, ze 5’-koficowe péimiejsce hsp27,q
wykazuje wigksze powinowactwo wobec ECRDBD niz pétmiejsce 3’-koicowe (3.4.3.). Tym
samym mozliwe jest, ze uzyskane wyniki dla homodimeru EcRDBD odzwierciedlaja
bezpoSredni wplyw okreSlonych mutacji na oddzialywanie EcRDBD z 5’-kofcowym
p6imiejscem. Ponadto, jak si¢ wydaje, reszty G20 i S28 s zaangazowane w oddziatywania
podjednostki homodimeru zwiazanej z péimiejscem 3’-korficowym.

Otrzymane wyniki po raz pierwszy pokazaly zréznicowanie funkcji reszt
aminokwasowych z o-helisy rozpoznajacej DNA EcRDBD w oddziatywaniu z hsp27,,.
Najwigkszy defekt w wigzaniu DNA zaobserwowano dla trzech reszt (K22, R26 i R27), ktére
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sa bardzo czesto zaangazowane w tworzenie specyficznych kontaktéw réznych DBD
receptorow jadrowych z sekwencjami HRE (3.3.3., 3.3.3.1., 3.3.3.2,, 3.3.3.3. i 3.3.3.3.1.).
Jednakze wzorce tworzonych przez te reszty sieci wigzafi wodorowych z parami zasad sg
zmienne i specyficzne wobec HRE. Sugeruje sig, ze reszty w pozycjach 26 i 31 sa, poza
kaseta P, kluczowymi resztami dla selektywnego rozpoznawania DNA (Hsieh i wsp., 2003).
Analizy eksperymentéw EMSA i1 widm CD pokazaly, ze tylko reszty K22, R26 i S28 w
EcRDBD sa odpowiedzialne za oddziatywanie z hsp27,,, nie uczestnicza natomiast w
stabilizacji o-helisy 1, jak si¢ wydaje, calej czasteczki ECRDBD. Natomiast pozostate reszty,
istotne dla efektywnego wiazania hsp27,., wlaczajac R27, sa w pewnej mierze zaangazowane
w stabilizacj¢ ECRDBD. W RXRDBD w pozycjach 26 i 27 znajduja si¢ odpowiednio reszty
K i R (3.3.3.3.). Pokazano, ze w RXRDBD niezwigzanym z DNA reszty te oddziatuja
elektrostatycznie z regionem kasety T, co moze stabilizowac¢ biatko (3.3.3.3.). Analogicznie
moze to réwniez mie¢ miejsce w przypadku ECRDBD. W zwiazku z tym, zaobserwowane w
powinowactwie do DNA zmiany nie moga by¢é wprost przyporzadkowane utracie
specyficznych kontaktéw w wyniku wprowadzonych mutacji. Interesujacy jest wynik
uzyskany dla G23, gdzie mutacja w tej pozycji wyidukowata znaczace perturbacje

strukturalne w ECRDBD, biatko jednak z fatwoscia zaakceptowato ta zmiane.

8.3. PLASTYCZNOSC EcRDBD

Biatko EcRDBD wykazuje zadziwiajaca tolerancj¢ na wprowadzone mutacje,
szczegblnie w obecnosci partnera, biatka UspDBD, w kompleksie na hsp27,,. Otrzymane
wyniki sa catkowicie oryginalne. Przynajmniej w przypadku o-helisy rozpoznajacej element
regulatorowy, wilasciwo$¢ ta odréznia EcRDBD od UspDBD. Ostatnio pokazano, ze
wywolane zmiany w powinowactwie UspDBD do hsp27,, w wyniku podstawienia reszt
aminokwasowych o-helisy rozpoznajacej DNA bialtka UspDBD alanina, sa bezposSrednio
odzwierciedlone w oddziatywaniach heterodimeréw UspDBD/EcRDBD z hsp27,, (Grad i
wsp., 2002). Ta uderzajaca réznica w strukturalnej plastycznosci, nieobserwowana jak dotad u
zadnych DBD receptoréw kregowcéw tworzacych heterodimeryczne kompleksy, moze byé
wytlumaczona réznymi wiasciwoSciami obu DBD. W przeciwieristwie do UspDBD,
EcRDBD wydaje si¢ by¢ biatkiem mniej stabilnym, co ujawnily analizy krzywych
denaturacyjnych, gdzie zaobserwowano brak kooperatywnego przejscia charakterystycznego

dla biatek globularnych, posiadajacych zdefiniowana strukture trzeciorzedowa. Cecha ta,
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tacznie z obserwacja, ze pozorna masa czasteczkowa EcCRDBD (17,4 kDa), wyznaczona
podczas filtracji zelowej, jest wigksza niz przewidziana (13,4 kDa) (Niedziela-Majka i wsp.,
1998) sugeruje, ze EcRDBD, lub przynajmniej niektére fragmenty DBD, przejawia
charakterystyczne ~ wilaSciwoSci  bialek  natywnie  nieustrukturyzowanych  (IUP;
ang., intrinsically unstructured proteins) (Tompa, 2002). Bialka te charakteryzuja si¢ prawie
kompletnym brakiem zdefiniowanej struktury trzeciorzedowej oraz wysokim stopniem
plastycznosSci. Ponadto, uzyskuja one wiasciwa konformacj¢ dopiero w odpowiednim
Srodowisku lub w kontakcie z partnerem, co sprawia, ze moga tworzyé réznorodne
oddziatywania z wtasciwymi partnerami (Tompa, 2002). Cecha ta, jak si¢ wydaje, moze by¢
réwniez przypisana ECRDBD. W przypadku receptoréw jadrowych, regionem o zblizonych
wlasciwosciach do biatek IUP moze by¢ region A/B, ktdry, jak pokazaly analizy
spektroskopii NMR 1 widm CD, wykazuje brak zdefiniowanej struktury drugorzedowej w
nieobecnosci odpowiedniego partnera (lub wiasciwego Srodowiska) (3.2.2.). Nieopublikowane
jeszcze wyniki uzyskane przez mgr inz. Anne Zoglowek (Zoglowek, 2004) wskazuja, ze
EcRDBD jest zdolny nie tylko do tworzenia homodimeréw i heterodimeréw z UspDBD na
hsp27pa, ale réwniez moze oddziatywac na tym elemencie z domeng wiazaca DNA receptora
HR38 (DHR38DBD) z D. melanogaster (wynikéw nie pokazano). Biologiczne znaczenie tej
obserwacji pozostaje niejasne, gdyz doniesiono, ze peilnej dlugosci EcR i DHR38 nie sa
zdolne do wiazania sekwencji  hsp27,,4 (3.4.3.). Biorac pod uwage fakt, ze izolowane
domeny obu receptor6w moga wydajnie oddziatywa¢ ze soba na  hsp27,,, nie jest
wykluczone, ze w odpowiednich warunkach fizjologicznych, tworzenie kompleksu EcR-
DHR38 na tym elemencie jest mozliwe. Kolejng unikalng cecha biatek IUP jest to, ze
posiadaja one rozlegla ptaszczyzne oddziatywan, ktéra umozliwia tworzenie specyficznych
kontaktéw z docelowymi partnerami (Tompa, 2002; Dunker i wsp., 2002). Obecnos¢ duzej
plaszczyzny oddzialywania z DNA biatka EcCRDBD zasugerowano po raz pierwszy
wykonujac eksperymenty mutacyjne (Grad, 2001). Uzyskana ostatnio struktura krystaliczna
UspDBD/EcRDBD/IR1 w petni potwierdzita ta hipoteze i pokazata, ze ECRDBD rozpoznaje
sekwencje réwniez poza péimiejscem 5°’-AGGTCA-3’ w kierunku 3’-kofica oraz duzy
fragment sekwencji 5’-koficowego péimiejsca wigzanego przez UspDBD. Wydtuzona
powierzchnia kontaktow obejmuje blisko 13 par zasad (Devarakonda i wsp., 2003). Wydaje
sig, ze zwigzanie HRE indukuje znaczace zmiany konformacyjne w strukturze receptora w
spos6b HRE-specyficzny (3.3.3.1.) (Thompson i Kumar, 2003; Lefstin i Yamamoto, 1998).
Z uwagi na to, ze modulacja transkrypcji genéw zalezy od szeregu oddziatywan z

pomocniczymi biatkami, ktére mogg réwniez indukowac zmiany strukturalne, specyficzna
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naturalna sekwencja regulatorowa moze by¢ kluczowym czynnikiem regulacyjnym (3.2.4.).
Heterodimer UspDBD/EcCRDBD w kompleksie z wlasciwymi EcRE wydaje sie by¢
odpowiednim kandydatem dla zaleznej od DNA selekcji modulatoré6w transkrypcji.
Integralnym skfadnikiem heterodimeru jest EcRDBD, ktéry zgodnie z wtasciwoSciami
charakterystycznymi dla bialek IUP, moze z latwoscia akceptowaé zmiany w strukturze
drugo- 1 trzeciorzgdowej indukowane przez DNA. Poréwnanie zawartosci struktur
drugorzgdowych biatka EcCRDBD w formie wolnej od DNA (Tabela 7.1. (7.1.1.4.) i
Tabela 7.3. (7.2.1.4.)) oraz w uzyskanych kompleksach z RXRDBD i UspDBD na
syntetycznym IR1 (Devarakonda i wsp., 2003) pokazuje, ze rzeczywiScie zachodzi zmiana ich
zawartoSci pod wplywem oddzialywania z DNA. Przyktadowo, zawarto$¢ struktur o-
helikalnych wzrasta z 20,5 % (EcRDBD niezwiazany z DNA; patrz np. Tabela 7.1.) do
24,5 % 1lub 28,6 % w EcRDBD (dane z bazy PDB) tworzacym odpowiednio kompleks z
UspDBD lub RXRDBD na IR1. Godne uwagi jest, ze analizujac dane opublikowane
(Devarakonda i wsp., 2003) uzyskuje si¢ znaczaco wyzsze wartosci: 29,4 % i 34,5 %,
odpowiednio. Co ciekawe, tylko niewielkie zmiany w zawartosci struktur o-helikalnych
zaobserwowano w przypadku UspDBD (nie pokazano). Badania mutacyjne dostarczyty
dowodéw, ze tylko 8 par zasad sposréd 15 par zasad konieczne jest w hsp27,, dla
efektywnego wigzania heterodimeru zlozonego z bialek Usp i EcR pelnej diugosci
(Ozyhar i Pongs, 1993). Inne pozycje nie s obligatoryjne dla heterodimeryzacji, i jak ostatnio
zasugerowano, pozycje te moga by¢ wykorzystywane przez heterodimer UspDBD/EcRDBD
do modulowania struktur DBD i w konsekwencji do odpowiedzi biologicznej
(Ozyhar i Pongs, 1993; Grad i1 wsp., 2002).

Poniewaz nawet subtelne zmiany w strukturze DBD moga mie¢ daleko idace
funkcjonalne konsekwencje, mozliwe jest, ze zwigzanie DNA przez peinej dtugosci EcR
moze wplyna¢ na struktur¢ innych domen EcR w wyniku zmian allosterycznych. Jak sie
wydaje, doskonalym kandydatem takiego wewnatrzczasteczkowego porozumiewania sie
moze by¢ domena ligandowa EcR (EcRLBD). Nawiazujac do badai mutacyjnych
(Grebe 1 wsp., 2003) i analiz struktur krystalicznych ECRLBD (3.4.3.), pokazano, ze ECRLBD
wykazuje bardzo duza plastyczno$¢, ktéra pozwala jej na dostosowanie ksztattu kieszeni
wigzacej ligand do struktury dwéch odmiennych zwiazkéw, hormonu steroidowego i
niesteroidowego agonisty (Billas i wsp., 2003). Tym samym, plastyczno$¢ wydaje si¢ byé
cechg calego biatka EcR. Jednym z powodéw, dla ktérego EcR, jedyny znany receptor
jadrowy zalezny od liganda u owaddw, osiagnal w ewolucji taka niespotykang wsréd innych

receptoréw jadrowych ceche, moze by¢ jego kluczowa pozycja w posredniczeniu
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przekazywania sygnatu pochodzacego od 20E. Hemolimfa owada zawiera duzo endogennych
ekdysteroidéw, lecz tylko niektére z nich sg obecne w okreSlonych stadiach rozwojowych
owada (3.4.1.) (Gilbert i wsp., 2002). Co wiecej, zmiany szlakéw transkrypcji sa
kontrolowane przez ekdysteroidy inne niz 20E. Koordynacja zmian w ekspresji genéw
zaleznych od ekdysteroidéw ma miejsce w kilku stadiach cyklu zycia D. melanogaster w
czasie, kiedy st¢zenie 20E jest niskie (Andres i wsp., 1993). Pojedyncza czasteczka EcR moze
tym samym poSredniczy¢ w réznych szlakach przekazywania sygnaléw pochodzacych od
ekdysteroidéw. Wigcej, ECR moze adoptowac rézne, zalezne od liganda i DNA, konformacje,
stajac si¢ w obecnosSci innych koregulatoréw i/lub czynnikéw transkrypcji uniwersalnym

receptorem modulujacym ekspresj¢ genéw w tkankowo- i ligandowo- zalezny sposéb.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Zdefiniowano udzial poszczegélnych reszt aminokwasowych kasety T biatka
EcRDBD w formowaniu homodimeré6w EcRDBD i heterodimeréw z UspDBD na
naturalnym elemencie regulatorowym hsp27,.

Wydaje si¢, ze reszty C70, V71, V72 i P73 tworzace hydrofobowy rdzen kasety T
EcRDBD z D. melanogaster pelnia wazna rol¢ strukturalng w utrzymywaniu
wlasciwej konformacji regionu CTE EcRDBD na hsp27,,. Kluczowa okazata si¢ by¢
reszta P73.

Pokazano, ze ECRDBD wykazuje plastyczno$¢ w obecnosci partnera UspDBD na
elemencie regulatorowym.

Okreslono minimalne fragmenty kaset A z D. melanogaster i B. mori wystarczajace
dla tworzenia homo- i heterodimeréw z UspDBD na hsp27,,.

Pokazano, ze kaseta A ECRDBD z B. mori jest niezbgdna dla tego biatka w specyficznym
wigzaniu Asp27pq 1 tworzeniu na nim komplekséw homo- i heterodimerycznych.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze CTE EcRDBD, w przeciwiefistwie do CTE DBD
receptorow kregowcow, jest odpowiedzialna przede wszystkim za stabilizacj¢ domeny
oraz prawdopodobnie za specyficzne oddzialywanie z hsp27,,.

Zdefiniowano rol¢ strukturalno-funkcjonalng poszczegdlnych reszt aminokwasowych
o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy ECRDBD w tworzeniu specyficznych
komplekséw na hsp27,q.

Pokazano, w oparciu o wyniki eksperymentéw denaturacji chemicznej, ze ECRDBD, w
przeciwienstwie do UspDBD, jest biatkiem niestabilnym. Wydaje si¢, Zze niestabilnos¢ jest
inherentng cecha rdzenia domeny.
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9) Po cyklu denaturacja/renaturacja ECRDBD jest w stanie odzyskaé¢ swoja aktywna
strukturg, co przejawia si¢ zdolnoScia do tworzenia kompleks6w homo- i
heterodimerycznych w obecnosci hsp27,,. Wyniki te podkreslaja plastycznosé
EcRDBD.

10) Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sa catkowicie oryginalne. Okreslity one role CTE
EcRDBD w specyficznej interakcji z naturalnym elementem regulatorowym Asp27,
na poziomie molekularnym. Po raz pierwszy pokazano, ze plastycznos¢ nie jest tylko
wlasciwoscia domeny wiazacej ligand EcR, ale réwniez cecha DBD. EcR moze tym
samym posredniczy¢ w réznych szlakach przekazywania sygnaléw pochodzacych od
ekdysteroidow. Ponadto moze on przyjmowac rézne, zalezne od liganda i DNA,
konformacje, stajac si¢ w obecnosci innych koregulatoréw lub czynnikéw transkrypcji
uniwersalnym receptorem modulujacym ekspresj¢ gendw w tkankowo- i zalezny od
liganda sposéb. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana w projektowaniu minimalnych
czynnikéw transkrypcji, co znalezZé moze zastosowanie w medycynie (terapie genowe,
zwalczanie chorobotworczych nicieni) 1 agrochemii pestycydéw do kontroli populacji

owadow.

153



Rozdziat 10 Literatura

1. Adams, M. D., Celniker, S. E., Holt, R. A., Evans, C. A., Gocayne, J. D., Amanatides,
P. G., Scherer, S. E., Li, P. W., Hoskins, R. A., Galle, R. F., George, R. A., Lewis,
S. E., Richards, S., Ashburner, M., Henderson, S. N., Sutton, G. G., Wortman, J.
R., Yandell, M. D., Zhang, Q., Chen, L. X., Brandon, R. C., Rogers, Y. H., Blazej,
R. G., Champe, M., Pfeiffer, B. D., Wan, K. H., Doyle, C., Baxter, E. G., Helt, G.,
Nelson, C. R., Gabor, G. L., Abril, J. F., Agbayani, A., An, H. J., Andrews-
Pfannkoch, C., Baldwin, D., Ballew, R. M., Basu, A., Baxendale, J.,
Bayraktaroglu, L., Beasley, E. M., Beeson, K. Y., Benos, P. V., Berman, B. P,
Bhandari, D., Bolshakov, S., Borkova, D., Botchan, M. R., Bouck, J., Brokstein,
P., Brottier, P., Burtis, K. C., Busam, D. A., Butler, H., Cadieu, E., Center, A.,
Chandra, L., Cherry, J. M., Cawley, S., Dahlke, C., Davenport, L. B., Davies, P., de
Pablos, B., Delcher, A., Deng, Z., Mays, A. D., Dew, L., Dietz, S. M., Dodson, K.,
Doup, L. E., Downes, M., Dugan-Rocha, S., Dunkov, B. C., Dunn, P., Durbin, K.
J., Evangelista, C. C., Ferraz, C., Ferriera, S., Fleischmann, W., Fosler, C.,
Gabrielian, A. E., Garg, N. S., Gelbart, W. M., Glasser, K., Glodek, A., Gong, F.,
Gorrell, J. H., Gu, Z., Guan, P., Harris, M., Harris, N. L., Harvey, D., Heiman, T.
J., Hernandez, J. R., Houck, J., Hostin, D., Houston, K. A., Howland, T. J., Wei,
M. H., Ibegwam, C., Jalali, M., Kalush, F., Karpen, G. H., Ke, Z., Kennison, J. A,
Ketchum, K. A., Kimmel, B. E., Kodira, C. D., Kraft, C., Kravitz, S., Kulp, D.,
Lai, Z., Lasko, P., Lei, Y., Levitsky, A. A, Li, J., Li, Z., Liang, Y., Lin, X., Liu,
X., Mattei, B., McIntosh, T. C., McLeod, M. P., McPherson, D., Merkulov, G.,
Milshina, N. V., Mobarry, C., Morris, J., Moshrefi, A., Mount, S. M., Moy, M.,
Murphy, B., Murphy, L., Muzny, D. M., Nelson, D. L., Nelson, D. R., Nelson, K.
A., Nixon, K., Nusskern, D. R., Pacleb, J. M., Palazzolo, M., Pittman, G. S., Pan,
S., Pollard, J., Puri, V., Reese, M. G., Reinert, K., Remington, K., Saunders, R. D.,
Scheeler, F., Shen, H., Shue, B. C., Siden-Kiamos, 1., Simpson, M., Skupski, M.
P., Smith, T., Spier, E., Spradling, A. C., Stapleton, M., Strong, R., Sun, E.,
Svirskas, R., Tector, C., Turner, R., Venter, E., Wang, A. H., Wang, X., Wang, Z.
Y., Wassarman, D. A., Weinstock, G. M., Weissenbach, J., Williams, S. M.,
WoodageT, Worley, K. C., Wu, D, Yang, S., Yao, Q. A., Ye, J,, Yeh, R. F,,
Zaveri, J. S., Zhan, M., Zhang, G., Zhao, Q., Zheng, L., Zheng, X. H., Zhong, F.

154



Rozdziat 10 Literatura

10.

11.

12,

13.

14.

135.

16.

17.

N., Zhong, W., Zhou, X., Zhu, S., Zhu, X., Smith, H. O., Gibbs, R. A., Myers, E.
W., Rubin, G. M. i Venter, J. C. (2000). "The genome sequence of Drosophila
melanogaster." Science 287(5461): 2185-95.

Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. i Watson, J. D. (1994).
Molecular biology of the cell. New York, Garland Pub.

Almlof, T., Wallberg, A. E., Gustafsson, J. A. i Wright, A. P. (1998). "Role of
important hydrophobic amino acids in the interaction between the glucocorticoid
receptor tau l-core activation domain and target factors." Biochemistry 37(26):
9586-94.

Almlof, T., Wright, A. P. 1 Gustafsson, J. A. (1995). "Role of acidic and
phosphorylated residues in gene activation by the glucocorticoid receptor." J Biol
Chem 270(29): 17535-40.

Amero, S. A., Kretsinger, R. H., Moncrief, N. D., Yamamoto, K. R. i Pearson, W. R.
(1992). "The origin of nuclear receptor proteins: a single precursor distinct from
other transcription factors." Mol Endocrinol 6(1): 3-7.

Andres, A. J., Fletcher, J. C., Karim, F. D. i Thummel, C. S. (1993). "Molecular
analysis of the initiation of insect metamorphosis: a comparative study of
Drosophila ecdysteroid-regulated transcription.”" Dev Biol 160(2): 388-404.

Andres, A. J. 1 Thummel, C. S. (1992). "Hormones, puffs and flies: the molecular
control of metamorphosis by ecdysone." Trends Genet 8(4): 132-8.

Antoniewski, C., Laval, M. 1 Lepesant, J. A. (1993). "Structural features critical to the
activity of an ecdysone receptor binding site." Insect Biochem Mol Biol 23(1):
105-14.

Antoniewski, C., Mugat, B., Delbac, F. 1 Lepesant, J. A. (1996). "Direct repeats bind
the EcR/USP receptor and mediate ecdysteroid responses in Drosophila
melanogaster." Mol Cell Biol 16(6): 2977-86.

Antoniewski, C., O'Grady, M. S., Edmondson, R. G., Lassieur, S. M. i Benes, H.
(1995). "Characterization of an EcR/USP heterodimer target site that mediates
ecdysone responsiveness of the Drosophila Lsp-2 gene." Mol Gen Genet 249(5):
545-56.

Arbeitman, M. N. i Hogness, D. S. (2000). "Molecular chaperones activate the
Drosophila ecdysone receptor, an RXR heterodimer." Cell 101(1): 67-77.

Arriza, J. L., Weinberger, C., Cerelli, G., Glaser, T. M., Handelin, B. L., Housman, D.
E. i Evans, R. M. (1987). "Cloning of human mineralocorticoid receptor
complementary DNA: structural and functional kinship with the glucocorticoid
receptor." Science 237(4812): 268-75.

Arzt, E., Kovalovsky, D., Igaz, L. M., Costas, M., Plazas, P., Refojo, D., Paez-Pereda,
M., Reul, J. M., Stalla, G. 1 Holsboer, F. (2000). "Functional cross-talk among
cytokines, T-cell receptor, and glucocorticoid receptor transcriptional activity and
action." Ann N 'Y Acad Sci 917: 672-7.

Ashburner, M., Chihara, C., Meltzer, P. i Richards, G. (1974). "Temporal control of
puffing activity in polytene chromosomes." Cold Spring Harb Symp Quant Biol
38: 655-62.

Baehrecke, E. H. (1996). "Ecdysone signaling cascade and regulation of Drosophila
metamorphosis." Arch Insect Biochem Physiol 33(3-4): 231-44.

Baehrecke, E. H. i Thummel, C. S. (1995). "The Drosophila E93 gene from the 93F
early puff displays stage- and tissue-specific regulation by 20-hydroxyecdysone."
Dev Biol 171(1): 85-97.

Bain, D. L., Franden, M. A., McManaman, J. L., Takimoto, G. S. i Horwitz, K. B.
(2000). "The N-terminal region of the human progesterone A-receptor. Structural

155



Rozdziat 10 Literatura

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32.

33,

analysis and the influence of the DNA binding domain." J Biol Chem 275(10):
7313-20.

Bain, D. L., Franden, M. A., McManaman, J. L., Takimoto, G. S. i Horwitz, K. B.
(2001). "The N-terminal region of human progesterone B-receptors: biophysical
and biochemical comparison to A-receptors." J Biol Chem 276(26): 23825-31.

Baker, A. R., McDonnell, D. P., Hughes, M., Crisp, T. M., Mangelsdorf, D. J.,
Haussler, M. R., Pike, J. W., Shine, J. i O'Malley, B. W. (1988). "Cloning and
expression of full-length cDNA encoding human vitamin D receptor." Proc Natl
Acad Sci U S A 85(10): 3294-8.

Barik, S. (1995). "Site-directed mutagenesis by double polymerase chain reaction."
Mol Biotechnol 3(1): 1-7.

Barker, G. C., Mercer, J. G., Delves, C. J., O'Hanlon, G. M., Howells, R. E. i Rees, H.
H. (1990). "Occurrence and possible significance of developmental hormones in
nematodes." Prog Clin Biol Res 342: 710-5.

Barker, G. C., Mercer, J. G., Rees, H. H. i Howells, R. E. (1991). "The effect of
ecdysteroids on the microfilarial production of Brugia pahangi and the control of
meiotic reinitiation in the oocytes of Dirofilaria immitis." Parasitol Res 77(1): 65-
71.

Baumann, C. T., Lim, C. S. i Hager, G. L. (1999). "Intracellular localization and
trafficking of steroid receptors." Cell Biochem Biophys 31(2): 119-27.

Baumann, H., Paulsen, K., Kovacs, H., Berglund, H., Wright, A. P., Gustafsson, J. A. i
Hard, T. (1993). "Refined solution structure of the glucocorticoid receptor DNA-
binding domain." Biochemistry 32(49): 13463-71.

Bayliss, W. M. i Starling, E. H. (1902). "The mechanism of pancreatic secretion." J.
Physiol 28: 325-353.

Beato, M., Herrlich, P. i Schutz, G. (1995). "Steroid hormone receptors: many actors
in search of a plot." Cell 83(6): 851-7.

Bender, M., Imam, F. B., Talbot, W. S., Ganetzky, B. i Hogness, D. S. (1997).
"Drosophila ecdysone receptor mutations reveal functional differences among
receptor isoforms." Cell 91(6): 777-88.

Bendik, I. i Pfahl, M. (1995). "Similar ligand-induced conformational changes of
thyroid hormone receptors regulate homo- and heterodimeric functions." J Biol
Chem 270(7): 3107-14.

Berg, J. M. (1990). "Zinc fingers and other metal-binding domains. Elements for
interactions between macromolecules." J Biol Chem 265(12): 6513-6.

Berg, J. M. 1 Shi, Y. (1996). "The galvanization of biology: a growing appreciation for
the roles of zinc." Science 271(5252): 1081-5.

Bergot, B. J., Baker, F. C., Cerf, D. C., Jamieson, G. i Schooley, D. A. (1981).
Qualitative and quantitative aspects of juvenile hormone titers in developing
embryos of several insect species: discovery of a new JH-like substance extracted
from eggs of Manduca sexta. Elsevier/North-Holland. G. E. B. Pratt, G. T., red.,
Juvenile Hormone Biochemistry: 33-45.

Billas, I. M., Iwema, T., Garnier, J. M., Mitschler, A., Rochel, N. i Moras, D. (2003).
"Structural adaptability in the ligand-binding pocket of the ecdysone hormone
receptor.” Nature 426(6962): 91-6.

Billas, I. M., Moulinier, L., Rochel, N. i Moras, D. (2001). "Crystal structure of the
ligand-binding domain of the ultraspiracle protein USP, the ortholog of retinoid X
receptors in insects." J Biol Chem 276(10): 7465-74.

156



Rozdziatl 10 Literatura

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

1 8

Birnbaumer, M., Schrader, W. T. i O'Malley, B. W. (1983). "Assessment of structural
similarities in chick oviduct progesterone receptor subunits by partial proteolysis
of photoaffinity-labeled proteins." J Biol Chem 258(12): 7331-7.

Bocquel, M. T., Kumar, V., Stricker, C., Chambon, P. i Gronemeyer, H. (1989). "The
contribution of the N- and C-terminal regions of steroid receptors to activation of
transcription is both receptor and cell-specific." Nucleic Acids Res 17(7): 2581-95.

Bourguet, W., Ruff, M., Chambon, P., Gronemeyer, H. i Moras, D. (1995). "Crystal
structure of the ligand-binding domain of the human nuclear receptor RXR-alpha."
Nature 375(6530): 377-82.

Broadus, J., McCabe, J. R., Endrizzi, B., Thummel, C. S. i Woodard, C. T. (1999).
"The Drosophila beta FTZ-F1 orphan nuclear receptor provides competence for
stage-specific responses to the steroid hormone ecdysone." Mol Cell 3(2): 143-9.

Brodu, V., Mugat, B., Roignant, J. Y., Lepesant, J. A. i Antoniewski, C. (1999). "Dual
requirement for the EcR/USP nuclear receptor and the dGATAD factor in an
ecdysone response in Drosophila melanogaster." Mol Cell Biol 19(8): 5732-42.

Brown, R. S., Sander, C. i Argos, P. (1985). "The primary structure of transcription
factor TFIIIA has 12 consecutive repeats." FEBS Lett 186(2): 271-4.

Brzozowski, A. M., Pike, A. C., Dauter, Z., Hubbard, R. E., Bonn, T., Engstrom, O.,
Ohman, L., Greene, G. L., Gustafsson, J. A. i Carlquist, M. (1997). "Molecular
basis of agonism and antagonism in the oestrogen receptor." Nature 389(6652):
753-8.

Burcin, M., Kohne, A. C., Runge, D., Steiner, C. i Renkawitz, R. (1994). "Factors
influencing nuclear receptors in transcriptional repression." Semin Cancer Biol
5(5): 337-46.

Buszczak, M. i1 Segraves, W. A. (2000). "Insect metamorphosis: out with the old, in
with the new." Curr Biol 10(22): R830-3.

C. elegans Sequencing Consortium, (1998). "Genome sequence of the nematode C.
elegans: a platform for investigating biology. The C. elegans Sequencing
Consortium." Science 282(5396): 2012-8.

Chambon, P. (1996). "A decade of molecular biology of retinoic acid receptors."
Faseb J 10(9): 940-54.

Chang, C. S., Kokontis, J. 1 Liao, S. T. (1988). "Molecular cloning of human and rat
complementary DNA encoding androgen receptors." Science 240(4850): 324-6.
Chen, H., Lin, R. J., Xie, W., Wilpitz, D. i Evans, R. M. (1999). "Regulation of
hormone-induced histone hyperacetylation and gene activation via acetylation of

an acetylase." Cell 98(5): 675-86.

Chen, S., Wang, J., Yu, G., Liu, W. i Pearce, D. (1997). "Androgen and glucocorticoid
receptor heterodimer formation. A possible mechanism for mutual inhibition of
transcriptional activity." J Biol Chem 272(22): 14087-92.

Chen, Z. P., Iyer, J., Bourguet, W., Held, P., Mioskowski, C., Lebeau, L., Noy, N.,
Chambon, P. i Gronemeyer, H. (1998). "Ligand- and DNA-induced dissociation of
RXR tetramers." J Mol Biol 275(1): 55-65.

Cheng, K. W., Cheng, C. K. 1 Leung, P. C. (2001). "Differential role of PR-A and -B
isoforms in transcription regulation of human GnRH receptor gene." Mol
Endocrinol 15(12): 2078-92.

Cherbas, L., Lee, K. i Cherbas, P. (1991). "Identification of ecdysone response
elements by analysis of the Drosophila Eip28/29 gene." Genes Dev 5(1): 120-31.

Claessens, F., Alen, P., Devos, A., Peeters, B., Verhoeven, G. i Rombauts, W. (1996).
"The androgen-specific probasin response element 2 interacts differentially with
androgen and glucocorticoid receptors." J Biol Chem 271(32): 19013-6.

157



Rozdziat 10 Literatura

52,

33,

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Clayton, G. M., Peak-Chew, S. Y., Evans, R. M. i Schwabe, J. W. (2001). "The
structure of the ultraspiracle ligand-binding domain reveals a nuclear receptor
locked in an inactive conformation." Proc Natl Acad Sci U S A 98(4): 1549-54.

Colledge, W. H., Richardson, W. D., Edge, M. D. i Smith, A. E. (1986). "Extensive
mutagenesis of the nuclear location signal of simian virus 40 large-T antigen." Mol
Cell Biol 6(11): 4136-9.

Conneely, O. M., Sullivan, W. P., Toft, D. O., Birnbaumer, M., Cook, R. G., Maxwell,
B. L., Zarucki-Schulz, T., Greene, G. L., Schrader, W. T. i O'Malley, B. W.
(1986). "Molecular cloning of the chicken progesterone receptor." Science
233(4765): 767-70.

Crispi, S., Giordano, E., D'Avino, P. P. i Furia, M. (1998). "Cross-talking among
Drosophila nuclear receptors at the promiscuous response element of the ng-1 and
ng-2 intermolt genes." J Mol Biol 275(4): 561-74.

Crossgrove, K., Bayer, C. A., Fristrom, J. W. 1 Guild, G. M. (1996). "The Drosophila
Broad-Complex early gene directly regulates late gene transcription during the
ecdysone-induced puffing cascade." Dev Biol 180(2): 745-58.

Cymborowski, B. a. (1984). Endokrynologia owadéw. Warszawa, Paristwowe
Wydawn. Nauk.

Dahlman-Wright, K., Baumann, H., McEwan, 1. J.,, Almlof, T., Wright, A. P.,
Gustafsson, J. A. i Hard, T. (1995). "Structural characterization of a minimal
functional transactivation domain from the human glucocorticoid receptor." Proc
Natl Acad Sci U S A 92(5): 1699-703.

Danielsen, M., Hinck, L. i Ringold, G. M. (1989). "Two amino acids within the
knuckle of the first zinc finger specify DNA response element activation by the
glucocorticoid receptor." Cell 57(7): 1131-8.

D'Avino, P. P., Crispi, S., Cherbas, L., Cherbas, P. i Furia, M. (1995). "The moulting
hormone ecdysone is able to recognize target elements composed of direct
repeats." Mol Cell Endocrinol 113(1): 1-9.

de Urquiza, A. M., Liu, S., Sjoberg, M., Zetterstrom, R. H., Griffiths, W, Sjovall, J. i
Perlmann, T. (2000). "Docosahexaenoic acid, a ligand for the retinoid X receptor
in mouse brain." Science 290(5499): 2140-4.

Defranco, D. B., Madan, A. P., Tang, Y., Chandran, U. R., Xiao, N. i Yang, J. (1995).
"Nucleocytoplasmic shuttling of steroid receptors." Vitam Horm 51: 315-38.

Dela Cruz, F. 1 Mak, P. (1997). "Drosophila ecdysone receptor functions as a
constitutive activator in yeast." J Steroid Biochem Mol Biol 62(4): 353-9.

Denner, L. A., Schrader, W. T., O'Malley, B. W. i Weigel, N. L. (1990). "Hormonal
regulation and identification of chicken progesterone receptor phosphorylation
sites." J Biol Chem 265(27): 16548-55.

Dennis, R. D. (1976). "Insect morphogenetic hormones and developmental
mechanisms in the nematode, Nematospiroides dubius." Comp Biochem Physiol A
53(1): 53-6.

Detera-Wadleigh, S. D. i Fanning, T. G. (1994). "Phylogeny of the steroid receptor
superfamily." Mol Phylogenet Evol 3(3): 192-205.

Devarakonda, S., Harp, J. M., Kim, Y., Ozyhar, A. i Rastinejad, F. (2003). "Structure
of the heterodimeric ecdysone receptor DNA-binding complex." Embo J 22(21):
5827-40.

Dilworth, F. J. 1 Chambon, P. (2001). "Nuclear receptors coordinate the activities of
chromatin remodeling complexes and coactivators to facilitate initiation of
transcription.”" Oncogene 20(24): 3047-54.

158



Rozdziat 10 Literatura

69.

70.

71.

12.

43

74.

19;

76.

77,

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Dinan, L., Whiting, P., Girault, J. P., Lafont, R., Dhadialla, T. S., Cress, D. E., Mugat,
B., Antoniewski, C. i Lepesant, J. A. (1997). "Cucurbitacins are insect steroid
hormone antagonists acting at the ecdysteroid receptor." Biochem J 327 ( Pt 3):
643-50.

Ding, X. F., Anderson, C. M., Ma, H., Hong, H., Uht, R. M., Kushner, P. J. i Stallcup,
M. R. (1998). "Nuclear receptor-binding sites of coactivators glucocorticoid
receptor interacting protein 1 (GRIP1) and steroid receptor coactivator 1 (SRC-1):
multiple motifs with different binding specificities." Mol Endocrinol 12(2): 302-
13.

Dobens, L., Rudolph, K. i Berger, E. M. (1991). "Ecdysterone regulatory elements
function as both transcriptional activators and repressors." Mol Cell Biol 11(4):
1846-53.

Doppler, W., Geymayer, S. 1 Weirich, H. G. (2000). "Synergistic and antagonistic
interactions of transcription factors in the regulation of milk protein gene
expression. Mechanisms of cross-talk between signalling pathways." Adv Exp Med
Biol 480: 139-46.

Dressel, U., Thormeyer, D., Altincicek, B., Paululat, A., Eggert, M., Schneider, S.,
Tenbaum, S. P., Renkawitz, R. i Baniahmad, A. (1999). "Alien, a highly conserved
protein with characteristics of a corepressor for members of the nuclear hormone
receptor superfamily." Mol Cell Biol 19(5): 3383-94.

Dunker, A. K., Brown, C. J., Lawson, J. D., Iakoucheva, L. M. i Obradovic, Z. (2002).
"Intrinsic disorder and protein function." Biochemistry 41(21): 6573-82.

Egea, P. F., Klaholz, B. P. 1 Moras, D. (2000). "Ligand-protein interactions in nuclear
receptors of hormones." FEBS Lett 476(1-2): 62-7.

Enmark, E. i Gustafsson, J. A. (1996). "Orphan nuclear receptors--the first eight
years." Mol Endocrinol 10(11): 1293-307.

Enmark, E. i Gustafsson, J. A. (2001). "Comparing nuclear receptors in worms, flies
and humans." Trends Pharmacol Sci 22(12): 611-5.

Escriva, H., Safi, R., Hanni, C., Langlois, M. C., Saumitou-Laprade, P., Stehelin, D.,
Capron, A., Pierce, R. i Laudet, V. (1997). "Ligand binding was acquired during
evolution of nuclear receptors." Proc Natl Acad Sci U S A 94(13): 6803-8.

Evans, R. M. (1988). "The steroid and thyroid hormone receptor superfamily." Science
240(4854): 889-95.

Fairbanks, G., Steck, T. L. 1 Wallach, D. F. (1971). "Electrophoretic analysis of the
major polypeptides of the human erythrocyte membrane." Biochemistry 10(13):
2606-17.

Favre-Young, H., Dif, F., Roussille, F., Demeneix, B. A., Kelly, P. A., Edery, M. i de
Luze, A. (2000). "Cross-talk between signal transducer and activator of
transcription (Stat5) and thyroid hormone receptor-beta 1 (TRbetal) signaling
pathways." Mol Endocrinol 14(9): 1411-24.

Fiebeler, A., Schmidt, F., Muller, D. N., Park, J. K., Dechend, R., Bieringer, M.,
Shagdarsuren, E., Breu, V., Haller, H. i Luft, F. C. (2001). "Mineralocorticoid
receptor affects AP-1 and nuclear factor-kappab activation in angiotensin II-
induced cardiac injury." Hypertension 37(2 Part 2): 787-93.

Fleming, M. W. (1985). "Steroidal enhancement of growth in parasitic larvae of
Ascaris suum: validation of a bioassay." J Exp Zool 233(2): 229-33.

Fondell, J. D., Ge, H. i Roeder, R. G. (1996). "Ligand induction of a transcriptionally
active thyroid hormone receptor coactivator complex." Proc Natl Acad Sci U S A
93(16): 8329-33.

159



Rozdziat 10 Literatura

85

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93,

94.

95.

96.

9%

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Ford, J., McEwan, L. J., Wright, A. P. 1 Gustafsson, J. A. (1997). "Involvement of the
transcription factor IID protein complex in gene activation by the N-terminal
transactivation domain of the glucocorticoid receptor in vitro." Mol Endocrinol
11(10): 1467-75.

Forman, B. M., Umesono, K., Chen, J. 1 Evans, R. M. (1995). "Unique response
pathways are established by allosteric interactions among nuclear hormone
receptors.” Cell 81(4): 541-50.

Freedman, L. P. (1992). "Anatomy of the steroid receptor zinc finger region." Endocr
Rev 13(2): 129-45.

Freedman, L. P., Arce, V. 1 Perez Fernandez, R. (1994). "DNA sequences that act as
high affinity targets for the vitamin D3 receptor in the absence of the retinoid X
receptor.”" Mol Endocrinol 8(3): 265-73.

Freedman, L. P., Luisi, B. F., Korszun, Z. R., Basavappa, R., Sigler, P. B. i
Yamamoto, K. R. (1988). "The function and structure of the metal coordination
sites within the glucocorticoid receptor DNA binding domain." Nature 334(6182):
543-6.

Fried, H. i Kutay, U. (2003). "Nucleocytoplasmic transport: taking an inventory." Cell
Mol Life Sci 60(8): 1659-88.

Fried, M. i1 Crothers, D. M. (1981). "Equilibria and kinetics of lac repressor-operator
interactions by polyacrylamide gel electrophoresis." Nucleic Acids Res 9(23):
6505-25.

Garcia-Vallve, S. 1 Palau, J. (1998). "Nuclear receptors, nuclear-receptor factors, and
nuclear-receptor-like orphans form a large paralog cluster in Homo sapiens." Mol
Biol Evol 15(6): 665-82.

Gauthier, K., Chassande, O., Plateroti, M., Roux, J. P., Legrand, C., Pain, B., Rousset,
B., Weiss, R., Trouillas, J. 1 Samarut, J. (1999). "Different functions for the thyroid
hormone receptors TRalpha and TRbeta in the control of thyroid hormone
production and post-natal development." Embo J 18(3): 623-31.

Gehring, U. (1998). "Steroid hormone receptors and heat shock proteins." Vitam Horm
54: 167-205.

Gewirth, D. T. 1 Sigler, P. B. (1995). "The basis for half-site specificity explored
through a non-cognate steroid receptor-DNA complex." Nat Struct Biol 2(5): 386-
94.

Ghbeish, N., Tsai, C. C., Schubiger, M., Zhou, J. Y., Evans, R. M. i McKeown, M.
(2001). "The dual role of ultraspiracle, the Drosophila retinoid X receptor, in the
ecdysone response." Proc Natl Acad Sci U S A 98(7): 3867-72.

Ghelis, C. 1 Yon, J. (1982). Protein folding. New York, Academic Press.

Giguere, V., Ong, E. S., Segui, P. i Evans, R. M. (1987). "Identification of a receptor
for the morphogen retinoic acid." Nature 330(6149): 624-9.

Gilbert, L. 1., Rybczynski, R. 1 Warren, J. T. (2002). "Control and biochemical nature
of the ecdysteroidogenic pathway." Annu Rev Entomol 47: 883-916.

Gill, S. C. i von Hippel, P. H. (1989). "Calculation of protein extinction coefficients
from amino acid sequence data." Anal Biochem 182(2): 319-26.

Glass, C. K. (1994). "Differential recognition of target genes by nuclear receptor
monomers, dimers, and heterodimers." Endocr Rev 15(3): 391-407.

Glass, C. K., Rose, D. W. i Rosenfeld, M. G. (1997). "Nuclear receptor coactivators."
Curr Opin Cell Biol 9(2): 222-32.

Gorlich, D., Kostka, S., Kraft, R., Dingwall, C., Laskey, R. A., Hartmann, E. i Prehn,
S. (1995). "Two different subunits of importin cooperate to recognize nuclear

160



Rozdziat 10 Literatura

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112,

113.

114.

115.

116.

117.

118.

L9

localization signals and bind them to the nuclear envelope." Curr Biol 5(4): 383-
92.

Gottlicher, M., Heck, S. 1 Herrlich, P. (1998). "Transcriptional cross-talk, the second
mode of steroid hormone receptor action." J Mol Med 76(7): 480-9.

Goyal, L., McCall, K., Agapite, J., Hartwieg, E. i Steller, H. (2000). "Induction of
apoptosis by Drosophila reaper, hid and grim through inhibition of IAP function."
Embo J 19(4): 589-97.

Grad, 1. (1997). Mutageneza ukierunkowana aminokwaséw P-box'u oraz
aminokwaséw z nim sasiadujacych domeny wiazacej DNA bialka Ultraspiracle.
Praca magisterska, Zaktad Biochemii Instytutu Chemii Organicznej, Biochemii i
Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;j.

Grad, 1. (2001). Analiza mutacyjna kompleksu domen wiazacych DNA
funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego z elementem regulatorowym. Praca
doktorska, Zaklad Biochemii Instytutu Chemii Organicznej, Biochemii i
Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;.

Grad, 1., Kochman, M. i Ozyhar, A. (2002). "Functionality versus strength -- has
functional selection taken place in the case of the ecdysteroid receptor response
element?" Acta Biochim Pol 49(3): 747-56.

Grad, I, Niedziela-Majka, A., Kochman, M. i Ozyhar, A. (2001). "Analysis of Usp
DNA binding domain targeting reveals critical determinants of the ecdysone
receptor complex interaction with the response element." Eur J Biochem 268(13):
3751-8.

Grebe, M., Przibilla, S., Henrich, V. C. i Spindler-Barth, M. (2003). "Characterization
of the ligand-binding domain of the ecdysteroid receptor from Drosophila
melanogaster." Biol Chem 384(1): 105-16.

Green, S., Kumar, V., Theulaz, 1., Wahli, W. i Chambon, P. (1988). "The N-terminal
DNA-binding 'zinc finger' of the oestrogen and glucocorticoid receptors
determines target gene specificity." Embo J 7(10): 3037-44.

Green, S., Walter, P., Kumar, V., Krust, A., Bornert, J. M., Argos, P. i Chambon, P.
(1986). "Human oestrogen receptor cDNA: sequence, expression and homology to
v-erb-A." Nature 320(6058): 134-9.

Gronemeyer, H. 1 Laudet, V. (1995). "Transcription factors 3: nuclear receptors."
Protein Profile 2(11): 1173-308.

Guiochon-Mantel, A., Delabre, K., Lescop, P. i Milgrom, E. (1996). "The Ernst
Schering Poster Award. Intracellular traffic of steroid hormone receptors." J
Steroid Biochem Mol Biol 56(1-6 Spec No): 3-9.

Guiochon-Mantel, A., Loosfelt, H., Lescop, P., Sar, S., Atger, M., Perrot-Applanat, M.
i Milgrom, E. (1989). "Mechanisms of nuclear localization of the progesterone
receptor: evidence for interaction between monomers." Cell 57(7): 1147-54.

Hall, B. L. (1999). "Nuclear Receptors and the Hormonal Regulation of Drosophila
Metamorphosis." Amer. Zool 39: 714-721.

Hall, B. L. i Thummel, C. S. (1998). "The RXR homolog ultraspiracle is an essential
component of the Drosophila ecdysone receptor." Development 125(23): 4709-17.

Hanahan, D. (1992). Techniques for transformation in E. coli. DNA Cloning: A
Practical Approach. D. M. Glover, IRL Press, Oxford, England.

Harbers, M., Wahlstrom, G. M. 1 Vennstrom, B. (1996). "Transactivation by the
thyroid hormone receptor is dependent on the spacer sequence in hormone
response elements containing directly repeated half-sites." Nucleic Acids Res
24(12): 2252-9.

161



Rozdzial 10 Literatura

120.

121.

122.

123.

124.

125,

126.

127.

128.

129,

130.

131.

132.

133,

134.

Hard, T., Kellenbach, E., Boelens, R., Maler, B. A., Dahlman, K., Freedman, L. P.,
Carlstedt-Duke, J., Yamamoto, K. R., Gustafsson, J. A. i Kaptein, R. (1990).
"Solution structure of the glucocorticoid receptor DNA-binding domain." Science
249(4965): 157-60.

Harnish, D. C., Scicchitano, M. S., Adelman, S. J., Lyttle, C. R. i Karathanasis, S. K.
(2000). "The role of CBP in estrogen receptor cross-talk with nuclear factor-
kappaB in HepG2 cells." Endocrinology 141(9): 3403-11.

Haussler, M. R., Haussler, C. A., Jurutka, P. W., Thompson, P. D., Hsieh, J. C,,
Remus, L. S., Selznick, S. H. i Whitfield, G. K. (1997). "The vitamin D hormone
and its nuclear receptor: molecular actions and disease states." J Endocrinol 154
Suppl: S57-73.

Hay, B. A., Wassarman, D. A. 1 Rubin, G. M. (1995). "Drosophila homologs of
baculovirus inhibitor of apoptosis proteins function to block cell death." Cell
83(7): 1253-62.

Hebbar, P. B. i Archer, T. K. (2003). "Chromatin remodeling by nuclear receptors."
Chromosoma 111(8): 495-504.

Heery, D. M., Kalkhoven, E., Hoare, S. i Parker, M. G. (1997). "A signature motif in
transcriptional co-activators mediates binding to nuclear receptors." Nature
387(6634): 733-6.

Henrich, V. C., Szekely, A. A., Kim, S. J., Brown, N. E., Antoniewski, C., Hayden, M.
A., Lepesant, J. A. i Gilbert, L. 1. (1994). "Expression and function of the
ultraspiracle (usp) gene during development of Drosophila melanogaster." Dev
Biol 165(1): 38-52.

Henriksson, A., Almlof, T., Ford, J., McEwan, 1. J., Gustafsson, J. A. i Wright, A. P.
(1997). "Role of the Ada adaptor complex in gene activation by the glucocorticoid
receptor." Mol Cell Biol 17(6): 3065-73.

Herrlich, P. (2001). "Cross-talk between glucocorticoid receptor and AP-1." Oncogene
20(19): 2465-75.

Hittelman, A. B., Burakov, D., Iniguez-Lluhi, J. A., Freedman, L. P. i Garabedian, M.
J. (1999). "Differential regulation of glucocorticoid receptor transcriptional
activation via AF-1-associated proteins." Embo J 18(19): 5380-8.

Hollenberg, S. M. 1 Evans, R. M. (1988). "Multiple and cooperative trans-activation
domains of the human glucocorticoid receptor." Cell 55(5): 899-906.

Hollenberg, S. M., Weinberger, C., Ong, E. S., Cerelli, G., Oro, A., Lebo, R,
Thompson, E. B., Rosenfeld, M. G. i Evans, R. M. (1985). "Primary structure and
expression of a functional human glucocorticoid receptor cDNA." Nature
318(6047): 635-41.

Holmbeck, S. M., Foster, M. P., Casimiro, D. R., Sem, D. S., Dyson, H. J. i Wright, P.
E. (1998). "High-resolution solution structure of the retinoid X receptor DNA-
binding domain." J Mol Biol 281(2): 271-84.

Holter, E., Kotaja, N., Makela, S., Strauss, L., Kietz, S., Janne, O. A., Gustafsson, J.
A., Palvimo, J. J. i Treuter, E. (2002). "Inhibition of androgen receptor (AR)
function by the reproductive orphan nuclear receptor DAX-1." Mol Endocrinol
16(3): 515-28.

Horlein, A. J., Naar, A. M., Heinzel, T., Torchia, J., Gloss, B., Kurokawa, R., Ryan,
A., Kamei, Y., Soderstrom, M., Glass, C. K. i et al. (1995). "Ligand-independent
repression by the thyroid hormone receptor mediated by a nuclear receptor co-
repressor." Nature 377(6548): 397-404.

162



Rozdziat 10 Literatura

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Horner, M. A., Chen, T. i Thummel, C. S. (1995). "Ecdysteroid regulation and DNA
binding properties of Drosophila nuclear hormone receptor superfamily
members." Dev Biol 168(2): 490-502.

Hsieh, J. C., Shimizu, Y., Minoshima, S., Shimizu, N., Haussler, C. A., Jurutka, P. W.
i Haussler, M. R. (1998). "Novel nuclear localization signal between the two
DNA-binding zinc fingers in the human vitamin D receptor." J Cell Biochem
70(1): 94-109.

Hsieh, J. C., Whitfield, G. K., Jurutka, P. W., Haussler, C. A., Thatcher, M. L.,
Thompson, P. D., Dang, H. T., Galligan, M. A., Oza, A. K. i Haussler, M. R.
(2003). "Two basic amino acids C-terminal of the proximal box specify functional
binding of the vitamin D receptor to its rat osteocalcin deoxyribonucleic acid-
responsive element." Endocrinology 144(11): 5065-80.

Hu, X. i Lazar, M. A. (1999). "The CoRNR motif controls the recruitment of
corepressors by nuclear hormone receptors." Nature 402(6757): 93-6.

I[jpenberg, A., Jeannin, E., Wahli, W. i Desvergne, B. (1997). "Polarity and specific
sequence requirements of  peroxisome  proliferator-activated  receptor
(PPAR)/retinoid X receptor heterodimer binding to DNA. A functional analysis of
the malic enzyme gene PPAR response element." J Biol Chem 272(32): 20108-17.

Ikeda, M., Rhee, M. i Chin, W. W. (1994). "Thyroid hormone receptor monomer,
homodimer, and heterodimer (with retinoid-X receptor) contact different
nucleotide sequences in thyroid hormone response elements." Endocrinology
135(4): 1628-38.

Ito, M., Yuan, C. X., Malik, S., Gu, W., Fondell, J. D., Yamamura, S., Fu, Z. Y.,
Zhang, X., Qin, J. 1 Roeder, R. G. (1999). "Identity between TRAP and SMCC
complexes indicates novel pathways for the function of nuclear receptors and
diverse mammalian activators." Mol Cell 3(3): 361-70.

Jiang, C., Baehrecke, E. H. 1 Thummel, C. S. (1997). "Steroid regulated programmed
cell death during Drosophila metamorphosis." Development 124(22): 4673-83.
Jiang, C., Lamblin, A. F., Steller, H. i Thummel, C. S. (2000). "A steroid-triggered
transcriptional hierarchy controls salivary gland cell death during Drosophila

metamorphosis." Mol Cell 5(3): 445-55.

Jiang, G. i Sladek, F. M. (1997). "The DNA binding domain of hepatocyte nuclear
factor 4 mediates cooperative, specific binding to DNA and heterodimerization
with the retinoid X receptor alpha." J Biol Chem 272(2): 1218-25.

Johnson, W. C., Jr. (1990). "Protein secondary structure and circular dichroism: a
practical guide." Proteins 7(3): 205-14.

Jones, G. i Jones, D. (2000). "Considerations on the structural evidence of a ligand-
binding function of ultraspiracle, an insect homolog of vertebrate RXR." Insect
Biochem Mol Biol 30(8-9): 671-9.

Jones, G. i Sharp, P. A. (1997). "Ultraspiracle: an invertebrate nuclear receptor for
juvenile hormones." Proc Natl Acad Sci U S A 94(25): 13499-503.

Kalderon, D., Richardson, W. D., Markham, A. F. i Smith, A. E. (1984). "Sequence
requirements for nuclear location of simian virus 40 large-T antigen." Nature
311(5981): 33-8.

Kamei, Y., Xu, L., Heinzel, T., Torchia, J., Kurokawa, R., Gloss, B., Lin, S. C.,
Heyman, R. A., Rose, D. W., Glass, C. K. i Rosenfeld, M. G. (1996). "A CBP
integrator complex mediates transcriptional activation and AP-1 inhibition by
nuclear receptors." Cell 85(3): 403-14.

163



Rozdzial 10 Literatura

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

Karim, F. D., Guild, G. M. i Thummel, C. S. (1993). "The Drosophila Broad-Complex
plays a key role in controlling ecdysone-regulated gene expression at the onset of
metamorphosis." Development 118(3): 977-88.

Kastner, P., Mark, M., Ghyselinck, N., Krezel, W., Dupe, V., Grondona, J. M. i
Chambon, P. (1997). "Genetic evidence that the retinoid signal is transduced by
heterodimeric RXR/RAR functional wunits during mouse development."
Development 124(2): 313-26.

Kato, S., Masuhiro, Y., Watanabe, M., Kobayashi, Y., Takeyama, K. 1., Endoh, H. i
Yanagisawa, J. (2000). "Molecular mechanism of a cross-talk between oestrogen
and growth factor signalling pathways." Genes Cells 5(8): 593-601.

Kato, S., Sasaki, H., Suzawa, M., Masushige, S., Tora, L., Chambon, P. i Gronemeyer,
H. (1995). "Widely spaced, directly repeated PuGGTCA elements act as
promiscuous enhancers for different classes of nuclear receptors." Mol Cell Biol
15(11): 5858-67.

Kato, S., Tora, L., Yamauchi, J., Masushige, S., Bellard, M. i Chambon, P. (1992). "A
far upstream estrogen response element of the ovalbumin gene contains several
half-palindromic 5'-TGACC-3" motifs acting synergistically." Cell 68(4): 731-42.

Katz, R. W. i Koenig, R. J. (1993). "Nonbiased identification of DNA sequences that
bind thyroid hormone receptor alpha 1 with high affinity." J Biol Chem 268(26):
19392-7.

Keightley, M. C. (1998). "Steroid receptor isoforms: exception or rule?" Mol Cell
Endocrinol 137(1): 1-5.

Kersten, S., Dong, D., Lee, W., Reczek, P. R. 1 Noy, N. (1998). "Auto-silencing by the
retinoid X receptor." J Mol Biol 284(1): 21-32.

Kersten, S., Kelleher, D., Chambon, P., Gronemeyer, H. i Noy, N. (1995). "Retinoid X
receptor alpha forms tetramers in solution." Proc Natl Acad Sci U S A 92(19):
8645-9.

Khorasanizadeh, S. i Rastinejad, F. (2001). "Nuclear-receptor interactions on DNA-
response elements." Trends Biochem Sci 26(6): 384-90.

Khoury Christianson, A. M. i Kafatos, F. C. (1993). "Binding affinity of the
Drosophila melanogaster CF1/USP protein to the chorion s15 promoter." Biochem
Biophys Res Commun 193(3): 1318-23.

Khoury Christianson, A. M., King, D. L., Hatzivassiliou, E., Casas, J. E., Hallenbeck,
P. L., Nikodem, V. M., Mitsialis, S. A. i1 Kafatos, F. C. (1992). "DNA binding and
heteromerization of the Drosophila transcription factor chorion factor
1/ultraspiracle." Proc Natl Acad Sci U S A 89(23): 11503-7.

Kingston, R. E. i Narlikar, G. J. (1999). "ATP-dependent remodeling and acetylation
as regulators of chromatin fluidity." Genes Dev 13(18): 2339-52.

Kliewer, S. A., Umesono, K., Noonan, D. J., Heyman, R. A. i Evans, R. M. (1992).
"Convergence of 9-cis retinoic acid and peroxisome proliferator signalling
pathways through heterodimer formation of their receptors." Nature 358(6389):
771-4.

Klinge, C. M., Jernigan, S. C., Smith, S. L., Tyulmenkov, V. V. i Kulakosky, P. C.
(2001). "Estrogen response element sequence impacts the conformation and
transcriptional activity of estrogen receptor alpha." Mol Cell Endocrinol 174(1-2):
151-66.

Koelle, M. R., Talbot, W. S., Segraves, W. A., Bender, M. T., Cherbas, P. i Hogness,
D. S. (1991). "The Drosophila EcR gene encodes an ecdysone receptor, a new
member of the steroid receptor superfamily." Cell 67(1): 59-77.

Koolman, J. (1990). "Ecdysteroids." Zoological Science 7: 563-580.

164



Rozdziat 10 Literatura

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Kostrouch, Z., Kostrouchova, M. 1 Rall, J. E. (1995). "Steroid/thyroid hormone
receptor genes in Caenorhabditis elegans." Proc Natl Acad Sci U S A 92(1): 156-
9.

Kowalska, A., Rymarczyk, G., Grad, 1., Orfowski, M., Krowarsch, D. i Ozyhar, A.
(2003). Residues of the C-terminal region (T-box) of the Ultraspiracle nuclear
receptor DNA-binding domain crucial to specific interaction with the hsp27
response element. XXXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, sekcja:
Przekazywanie sygnaléw komoérkowych, AMG, Gdansk, Polska, Acta Biochim
Pol.

Kozlova, T. i Thummel, C. S. (2000). "Steroid regulation of postembryonic
development and reproduction in Drosophila." Trends Endocrinol Metab 11(7):
276-80.

Krust, A., Green, S., Argos, P., Kumar, V., Walter, P., Bornert, J. M. i Chambon, P.
(1986). "The chicken oestrogen receptor sequence: homology with v-erbA and the
human oestrogen and glucocorticoid receptors." Embo J 5(5): 891-7.

Krzyzaniak, A., Siatecka, M., Szyk, A., Mucha, P., Rekowski, P., Kupryszewski, G. i
Barciszewski, J. (2000). "Specific induction of Z-DNA conformation by a nuclear
localization signal peptide of lupin glutaminyl tRNA synthetase." Mol Biol Rep
27(1): 51-4.

Kuiper, G. G., Enmark, E., Pelto-Huikko, M., Nilsson, S. i Gustafsson, J. A. (1996).
"Cloning of a novel receptor expressed in rat prostate and ovary." Proc Natl Acad
Sci U S A 93(12): 5925-30.

Kumar, M. B., Fujimoto, T., Potter, D. W., Deng, Q. i Palli, S. R. (2002). "A single
point mutation in ecdysone receptor leads to increased ligand specificity:
implications for gene switch applications." Proc Natl Acad Sci U S A 99(23):
14710-5.

Kumar, R., Baskakov, I. V., Srinivasan, G., Bolen, D. W., Lee, J. C. i Thompson, E.
B. (1999). "Interdomain signaling in a two-domain fragment of the human
glucocorticoid receptor." J Biol Chem 274(35): 24737-41.

Kumar, R., Betney, R., Li, J., Thompson, E. B. i McEwan, 1. J. (2004). "Induced
alpha-helix structure in AF1 of the androgen receptor upon binding transcription
factor TFIIF." Biochemistry 43(11): 3008-13.

Kumar, V., Green, S., Stack, G., Berry, M., Jin, J. R. i Chambon, P. (1987).
"Functional domains of the human estrogen receptor." Cell 51(6): 941-51.

Kumaran, A., Ed. (1990). Modes of action of juvenile hormones at cellular and
molecular levels. Morphogenetic Hormones of Arthropods, Rutgers University
Press, New Brunswick and London.

Kurokawa, R., DiRenzo, J., Boehm, M., Sugarman, J., Gloss, B., Rosenfeld, M. G.,
Heyman, R. A. i Glass, C. K. (1994). "Regulation of retinoid signalling by receptor
polarity and allosteric control of ligand binding." Nature 371(6497): 528-31.

Kurokawa, R., Yu, V. C., Naar, A., Kyakumoto, S., Han, Z., Silverman, S., Rosenfeld,
M. G. i Glass, C. K. (1993). "Differential orientations of the DNA-binding domain
and carboxy-terminal dimerization interface regulate binding site selection by
nuclear receptor heterodimers." Genes Dev 7(7B): 1423-35.

Kwiatkowska, D. 1 Kwiatkowska-Korczak, J. (2000). "Heterodimeric nuclear
receptors. I. Vitamin and hormone receptors." Postepy Biochem 46(2): 115-24.
Kwiatkowska-Korczak, J. i Kwiatkowska, D. (2000). "Heterodimeric nuclear
receptors. II. Fatty acid and steroid metabolism regulation." Postepy Biochem

46(2): 125-9.

165



Rozdziat 10 Literatura

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199,

200.

Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4." Nature 227(259): 680-5.

Lafont, R. 1 Dinan, L. (2003). "Practical usues of ecdysteroids in mammals including
humans: an update." J Instect Science 3(7): 1-30.

Lalli, E. 1 Sassone-Corsi, P. (2003). "DAX-1, an unusual orphan receptor at the
crossroads of steroidogenic function and sexual differentiation." Mol Endocrinol
17(8): 1445-53.

Lan, Q., Hiruma, K., Hu, X., Jindra, M. i Riddiford, L. M. (1999). "Activation of a
delayed-early gene encoding MHR3 by the ecdysone receptor heterodimer EcR-
B1-USP-1 but not by EcR-B1-USP-2." Mol Cell Biol 19(7): 4897-906.

Laudet, V. 1 Gronemeyer, H. (2002). The nuclear receptor : factsbook. San Diego,
Academic Press.

Laudet, V., Hanni, C., Coll, J., Catzeflis, F. i Stehelin, D. (1992). "Evolution of the
nuclear receptor gene superfamily." Embo J 11(3): 1003-13.

Lavorgna, G., Karim, F. D., Thummel, C. S. 1 Wu, C. (1993). "Potential role for a
FTZ-F1 steroid receptor superfamily member in the control of Drosophila
metamorphosis." Proc Natl Acad Sci U S A 90(7): 3004-8.

Le Douarin, B., Nielsen, A. L., Garnier, J. M., Ichinose, H., Jeanmougin, F., Losson,
R. 1 Chambon, P. (1996). "A possible involvement of TIF1 alpha and TIF1 beta in
the epigenetic control of transcription by nuclear receptors." Embo J 15(23): 6701-
15.

Lee, C. Y., Wendel, D. P., Reid, P., Lam, G., Thummel, C. S. i Baehrecke, E. H.
(2000). "E93 directs steroid-triggered programmed cell death in Drosophila." Mol
Cell 6(2): 433-43.

Lee, K. C. 1 Lee Kraus, W. (2001). "Nuclear receptors, coactivators and chromatin:
new approaches, new insights." Trends Endocrinol Metab 12(5): 191-7.

Lee, M. S., Kliewer, S. A., Provencal, J., Wright, P. E. i Evans, R. M. (1993).
"Structure of the retinoid X receptor alpha DNA binding domain: o helix required
for homodimeric DNA binding." Science 260(5111): 1117-21.

Lefstin, J. A. 1 Yamamoto, K. R. (1998). "Allosteric effects of DNA on transcriptional
regulators." Nature 392(6679): 885-8.

Lehmann, M. i Korge, G. (1995). "Ecdysone regulation of the Drosophila Sgs-4 gene
is mediated by the synergistic action of ecdysone receptor and SEBP 3." Embo J
14(4): 716-26.

Lehmann, M., Wattler, F. i Korge, G. (1997). "Two new regulatory elements
controlling the Drosophila Sgs-3 gene are potential ecdysone receptor and fork
head binding sites." Mech Dev 62(1): 15-27.

Lezzi, M., T., B., J.F., M. 1 V.C., H. (1999). "The ecdysone receptor puzzle." Arch.
Ins. Bioch. Phys 41: 99-106.

Lisi, S., Mazzon, 1. i White, K. (2000). "Diverse domains of THREAD/DIAP]1 are
required to inhibit apoptosis induced by REAPER and HID in Drosophila."
Genetics 154(2): 669-78.

Liu, W., Wang, J., Sauter, N. K. 1 Pearce, D. (1995). "Steroid receptor
heterodimerization demonstrated in vitro and in vivo." Proc Natl Acad Sci U S A
92(26): 12480-4.

Lockhart, D. J. 1 Winzeler, E. A. (2000). "Genomics, gene expression and DNA
arrays." Nature 405(6788): 827-36.

Low, L. Y., Hernandez, H., Robinson, C. V., O'Brien, R., Grossmann, J. G., Ladbury,
J. E. 1 Luisi, B. (2002). "Metal-dependent folding and stability of nuclear hormone
receptor DNA-binding domains." J Mol Biol 319(1): 87-106.

166



Rozdziat 10 Literatura

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207,

208.

209.

210.

211

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

Luisi, B. F., Xu, W. X., Otwinowski, Z., Freedman, L. P., Yamamoto, K. R. i Sigler,
P. B. (1991). "Crystallographic analysis of the interaction of the glucocorticoid
receptor with DNA." Nature 352(6335): 497-505.

Lundback, T., Cairns, C., Gustafsson, J. A., Carlstedt-Duke, J. i Hard, T. (1993).
"Thermodynamics of the glucocorticoid receptor-DNA interaction: binding of
wild-type GR DBD to different response elements." Biochemistry 32(19): 5074-
82.

Luo, J., Sucov, H. M., Bader, J. A., Evans, R. M. i Giguere, V. (1996). "Compound
mutants for retinoic acid receptor (RAR) beta and RAR alpha 1 reveal
developmental functions for multiple RAR beta isoforms." Mech Dev 55(1): 33-
44,

Mader, S., Chambon, P. i White, J. H. (1993). "Defining a minimal estrogen receptor
DNA binding domain." Nucleic Acids Res 21(5): 1125-32.

Mader, S., Kumar, V., de Verneuil, H. i Chambon, P. (1989). "Three amino acids of
the oestrogen receptor are essential to its ability to distinguish an oestrogen from a
glucocorticoid-responsive element." Nature 338(6212): 271-4.

Mangelsdorf, D. J., Borgmeyer, U., Heyman, R. A., Zhou, J. Y., Ong, E. S., Oro, A.
E., Kakizuka, A. 1 Evans, R. M. (1992). "Characterization of three RXR genes that
mediate the action of 9-cis retinoic acid." Genes Dev 6(3): 329-44.

Mangelsdorf, D. J. 1 Evans, R. M. (1995). "The RXR heterodimers and orphan
receptors." Cell 83(6): 841-50.

Mangelsdorf, D. J., Ong, E. S., Dyck, J. A. i Evans, R. M. (1990). "Nuclear receptor
that identifies a novel retinoic acid response pathway." Nature 345(6272): 224-9.

Mangelsdorf, D. J., Thummel, C., Beato, M., Herrlich, P., Schutz, G., Umesono, K.,
Blumberg, B., Kastner, P., Mark, M., Chambon, P. i et al. (1995). "The nuclear
receptor superfamily: the second decade." Cell 83(6): 835-9.

Mansen, A., Yu, F., Forrest, D., Larsson, L. i Vennstrom, B. (2001). "TRs have
common and isoform-specific functions in regulation of the cardiac myosin heavy
chain genes." Mol Endocrinol 15(12): 2106-14.

Maroy, P., Dennis, R., Beckers, C., Sage, B. A. i O'Connor, J. D. (1978).
"Demonstration of an ecdysteroid receptor in a cultured cell line of Drosophila
melanogaster." Proc Natl Acad Sci U S A 75(12): 6035-8.

Martinez, E., Givel, F. i Wahli, W. (1991). "A common ancestor DNA motif for
invertebrate and vertebrate hormone response elements." Embo J 10(2): 263-8.
McKenna, N. J., Lanz, R. B. i O'Malley, B. W. (1999). "Nuclear receptor coregulators:

cellular and molecular biology." Endocr Rev 20(3): 321-44.

Meinke, G. i Sigler, P. B. (1999). "DNA-binding mechanism of the monomeric orphan
nuclear receptor NGFI-B." Nat Struct Biol 6(5): 471-7.

Melchior, F. i Gerace, L. (1995). "Mechanisms of nuclear protein import." Curr Opin
Cell Biol 7(3): 310-8.

Michigami, T., Suga, A., Yamazaki, M., Shimizu, C., Cai, G., Okada, S. i Ozono, K.
(1999). "Identification of amino acid sequence in the hinge region of human
vitamin D receptor that transfers a cytosolic protein to the nucleus." J Biol Chem
274(47): 33531-8.

Miller, J., McLachlan, A. D. i Klug, A. (1985). "Repetitive zinc-binding domains in
the protein transcription factor IIIA from Xenopus oocytes." Embo J 4(6): 1609-
14.

Moras, D. i Gronemeyer, H. (1998). "The nuclear receptor ligand-binding domain:
structure and function." Curr Opin Cell Biol 10(3): 384-91.

167



Rozdziat 10 Literatura

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.
233.

234.

Morrison, K. L. i Weiss, G. A. (2001). "Combinatorial alanine-scanning." Curr Opin
Chem Biol 5(3): 302-7.

Mosselman, S., Polman, J. i Dijkema, R. (1996). "ER beta: identification and
characterization of a novel human estrogen receptor." FEBS Lett 392(1): 49-53.
Mouillet, J. F., Henrich, V. C., Lezzi, M. i Vogtli, M. (2001). "Differential control of
gene activity by isoforms A, B1 and B2 of the Drosophila ecdysone receptor." Eur

J Biochem 268(6): 1811-9.

Nagpal, S., Saunders, M., Kastner, P., Durand, B., Nakshatri, H. i Chambon, P.
(1992). "Promoter context- and response element-dependent specificity of the
transcriptional activation and modulating functions of retinoic acid receptors." Cell
70(6): 1007-19.

Nagy, L., Kao, H. Y., Love, J. D., Li, C., Banayo, E., Gooch, J. T., Krishna, V.,
Chatterjee, K., Evans, R. M. 1 Schwabe, J. W. (1999). "Mechanism of corepressor
binding and release from nuclear hormone receptors." Genes Dev 13(24): 3209-16.

Nagy, L., Thomazy, V. A., Saydak, M. M., Stein, J. P. i Davies, P. J. (1997). "The
promoter of the mouse tissue transglutaminase gene directs tissue-specific,
retinoid-regulated and apoptosis-linked expression." Cell Death Differ 4(7): 534-
47.

Nelson, C. C., Faris, J. S., Hendy, S. C. 1 Romaniuk, P. J. (1993). "Functional analysis
of the amino acids in the DNA recognition alpha-helix of the human thyroid
hormone receptor." Mol Endocrinol 7(9): 1185-95.

Nelson, C. C., Hendy, S. C., Faris, J. S. i Romaniuk, P. J. (1994). "The effects of P-
box substitutions in thyroid hormone receptor on DNA binding specificity." Mol
Endocrinol 8(7): 829-40.

Nelson, C. C., Hendy, S. C., Shukin, R. J., Cheng, H., Bruchovsky, N., Koop, B. F. i
Rennie, P. S. (1999). "Determinants of DNA sequence specificity of the androgen,
progesterone, and glucocorticoid receptors: evidence for differential steroid
receptor response elements." Mol Endocrinol 13(12): 2090-107.

Nichols, M., Rientjes, J. M. i Stewart, A. F. (1998). "Different positioning of the
ligand-binding domain helix 12 and the F domain of the estrogen receptor
accounts for functional differences between agonists and antagonists." Embo J
17(3): 765-73.

Niedziela-Majka, A. (1999). Rekombinowane domeny wiazace DNA funkcjonalnego
receptora ekdysteroidowego - oczyszczanie 1 charakterystyka oddzialywania z
sekwencjami regulatorowymi DNA. Praca doktorska, Zaktad Biochemii Instytutu
Chemii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;j.

Niedziela-Majka, A., Kochman, M. i Ozyhar, A. (2000). "Polarity of the ecdysone
receptor complex interaction with the palindromic response element from the
hsp27 gene promoter." Eur J Biochem 267(2): 507-19.

Niedziela-Majka, A., Rymarczyk, G., Kochman, M. i Ozyhar, A. (1998). "Pure,
bacterially expressed DNA-binding domains of the functional ecdysteroid receptor
capable of interacting synergistically with the hsp27 20-hydroxyecdysone response
element. GST-Induced dimerization of DNA-binding domains alters
characteristics of their interaction with DNA." Protein Expr Purif 14(2): 208-20.

Novagen (1992). pET System Manual, Madison, USA.

Nowak, J. Z. i Zawilska, J. B. (2004). Receptory i mechanizmy przekazywania
sygnatu. Warszawa, Wydawnictwo Naukowe PWN.

Nuclear Receptors Nomenclature Committee (1999). "A unified nomenclature system
for the nuclear receptor superfamily." Cell 97(2): 161-3.

168



Rozdziat 10 Literatura

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

Ozyhar, A. 1 Pongs, O. (1993). "Mutational analysis of the interaction between
ecdysteroid receptor and its response element." J Steroid Biochem Mol Biol 46(2):
135-45.

Ozyhar, A., Strangmann-Diekmann, M., Kiltz, H. H. i Pongs, O. (1991).
"Characterization of a specific ecdysteroid receptor-DNA complex reveals
common properties for invertebrate and vertebrate hormone-receptor/DNA
interactions." Eur J Biochem 200(2): 329-35.

Ogawa, S., Inoue, S., Watanabe, T., Hiroi, H., Orimo, A., Hosoi, T., Ouchi, Y. i
Muramatsu, M. (1998). "The complete primary structure of human estrogen
receptor beta (hER beta) and its heterodimerization with ER alpha in vivo and in
vitro." Biochem Biophys Res Commun 243(1): 122-6.

Ortowski, M. (2000). Mutageneza ukierunkowana kasety T biatka EcR. Praca
magisterska, Zakiad Biochemii Instytutu Chemii Organicznej, Biochemii i
Biotechnologii Politechniki Wroclawskie;j.

Oro, A. E., McKeown, M. 1 Evans, R. M. (1990). "Relationship between the product
of the Drosophila ultraspiracle locus and the vertebrate retinoid X receptor."
Nature 347(6290): 298-301.

Pandey, A. 1 Mann, M. (2000). "Proteomics to study genes and genomes." Nature
405(6788): 837-46.

Patel, P. D., Sherman, T. G., Goldman, D. J. i Watson, S. J. (1989). "Molecular
cloning of a mineralocorticoid (type I) receptor complementary DNA from rat
hippocampus." Mol Endocrinol 3(11): 1877-85.

Pavletich, N. P. i Pabo, C. O. (1991). "Zinc finger-DNA recognition: crystal structure
of a Zif268-DNA complex at 2.1 A." Science 252(5007): 809-17.

Pemrick, S. M., Lucas, D. A. i Grippo, J. F. (1994). "The retinoid receptors."
Leukemia 8(11): 1797-806.

Perissi, V., Staszewski, L. M., Mclnerney, E. M., Kurokawa, R., Krones, A., Rose, D.
W., Lambert, M. H., Milburn, M. V., Glass, C. K. i Rosenfeld, M. G. (1999).
"Molecular determinants of nuclear receptor-corepressor interaction." Genes Dev
13(24): 3198-208.

Perlmann, T., Rangarajan, P. N., Umesono, K. i Evans, R. M. (1993). "Determinants
for selective RAR and TR recognition of direct repeat HREs." Genes Dev 7(7B):
1411-22.

Peters, G. A. 1 Khan, S. A. (1999). "Estrogen receptor domains E and F: role in
dimerization and interaction with coactivator RIP-140." Mol Endocrinol 13(2):
286-96.

Picard, D. 1 Yamamoto, K. R. (1987). "Two signals mediate hormone-dependent
nuclear localization of the glucocorticoid receptor." Embo J 6(11): 3333-40.

Pollard, V. W., Michael, W. M., Nakielny, S., Siomi, M. C., Wang, F. i Dreyfuss, G.
(1996). "A novel receptor-mediated nuclear protein import pathway." Cell 86(6):
985-94.

Quack, M., Szafranski, K., Rouvinen, J. i Carlberg, C. (1998). "The role of the T-box
for the function of the vitamin D receptor on different types of response elements."
Nucleic Acids Res 26(23): 5372-8.

Rachez, C., Lemon, B. D., Suldan, Z., Bromleigh, V., Gamble, M., Naar, A. M.,
Erdjument-Bromage, H., Tempst, P. i Freedman, L. P. (1999). "Ligand-dependent
transcription activation by nuclear receptors requires the DRIP complex." Nature
398(6730): 824-8.

Rastinejad, F. (2001). "Retinoid X receptor and its partners in the nuclear receptor
family." Curr Opin Struct Biol 11(1): 33-8.

169



Rozdziat 10 Literatura

252.

233.

254.

255.

256.

257.

258.

259.
260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

Rastinejad, F., Perlmann, T., Evans, R. M. i Sigler, P. B. (1995). "Structural
determinants of nuclear receptor assembly on DNA direct repeats." Nature
375(6528): 203-11.

Rastinejad, F., Wagner, T., Zhao, Q. i Khorasanizadeh, S. (2000). "Structure of the
RXR-RAR DNA-binding complex on the retinoic acid response element DRI1."
Embo J 19(5): 1045-54.

Rauch, P., Grebe, M., Elke, C., Spindler, K. D. i Spindler-Barth, M. (1998).
"Ecdysteroid receptor and ultraspiracle from Chironomus tentans (Insecta) are
phosphoproteins and are regulated differently by molting hormone." Insect
Biochem Mol Biol 28(4): 265-75.

Renaud, J. P. i Moras, D. (2000). "Structural studies on nuclear receptors." Cell Mol
Life Sci 57(12): 1748-69.

Renaud, J. P., Rochel, N., Ruff, M., Vivat, V., Chambon, P., Gronemeyer, H. i Moras,
D. (1995). "Crystal structure of the RAR-gamma ligand-binding domain bound to
all-trans retinoic acid." Nature 378(6558): 681-9.

Repa, J. J. i Mangelsdorf, D. J. (1999). "Nuclear receptor regulation of cholesterol and
bile acid metabolism." Curr Opin Biotechnol 10(6): 557-63.

Retnakaran, A., Krell, P., Feng, Q. i Arif, B. (2003). "Ecdysone agonists: mechanism
and importance in controlling insect pests of agriculture and forestry." Arch Insect
Biochem Physiol 54(4): 187-99.

Rhodes, D. i Klug, A. (1993). "Zinc fingers." Sci Am 268(2): 56-9, 62-5.

Ribeiro, R. C., Kushner, P. J., Apriletti, J. W., West, B. L. i Baxter, J. D. (1992).
"Thyroid hormone alters in vitro DNA binding of monomers and dimers of thyroid
hormone receptors." Mol Endocrinol 6(7): 1142-52.

Richard, D. S., Applebaum, S. W, Sliter, T. J., Baker, F. C., Schooley, D. A., Reuter,
C. C., Henrich, V. C. i Gilbert, L. I. (1989). "Juvenile hormone bisepoxide
biosynthesis in vitro by the ring gland of Drosophila melanogaster: a putative
juvenile hormone in the higher Diptera." Proc Natl Acad Sci U S A 86(4): 1421-5.

Richard, S. i Zingg, H. H. (1991). "Identification of a retinoic acid response element in
the human oxytocin promoter." J Biol Chem 266(32): 21428-33.

Riddiford, L. M. (1993). "Hormone receptors and the regulation of insect
metamorphosis." Receptor 3(3): 203-9.

Riddiford, L. M. i Ashburner, M. (1991). "Effects of juvenile hormone mimics on
larval development and metamorphosis of Drosophila melanogaster." Gen Comp
Endocrinol 82(2): 172-83.

Riddihough, G. i Pelham, H. R. B. (1987). "An ecdysone response element in the
Drosophila hsp27 promoter." EMBO J 6: 3729-3734.

Robbins, J., Dilworth, S. M., Laskey, R. A. i Dingwall, C. (1991). "Two
interdependent basic domains in nucleoplasmin nuclear targeting sequence:
identification of a class of bipartite nuclear targeting sequence." Cell 64(3): 615-
23.

Robertson, N. M., Schulman, G., Karnik, S., Alnemri, E. i Litwack, G. (1993).
"Demonstration of nuclear translocation of the mineralocorticoid receptor (MR)
using an anti-MR antibody and confocal laser scanning microscopy." Mol
Endocrinol 7(9): 1226-39.

Robinson-Rechavi, M., Carpentier, A. S., Duffraisse, M. i Laudet, V. (2001). "How
many nuclear hormone receptors are there in the human genome?" Trends Genet
17(10): 554-6.

Roeder, R. G. (1996). "The role of general initiation factors in transcription by RNA
polymerase II." Trends Biochem Sci 21(9): 327-35.

170



Rozdziat 10 Literatura

270.

271.

212

273.

274.

Z213:

276.

2717,

278.

279.

280.

281.

282.

283.

Rosen, J., Day, A., Jones, T. K., Jones, E. T., Nadzan, A. M. i Stein, R. B. (1995).

"Intracellular receptors and signal transducers and activators of transcription
superfamilies: novel targets for small-molecule drug discovery." J Med Chem
38(25): 4855-74.

Rubin, G. M. i Lewis, E. B. (2000). "A brief history of Drosophila's contributions to
genome research." Science 287(5461): 2216-8.

Rymarczyk, G., Grad, I., Rusek, A., Oswiecimska-Rusin, K., Niedziela-Majka, A.,
Kochman, M. i Ozyhar, A. (2003). "Purification of Drosophila melanogaster
ultraspiracle protein and analysis of its A/B region-dependent dimerization
behavior in vitro." Biol Chem 384(1): 59-69.

Sachidanandam, R., Weissman, D., Schmidt, S. C., Kakol, J. M., Stein, L. D., Marth,
G., Sherry, S., Mullikin, J. C., Mortimore, B. J., Willey, D. L., Hunt, S. E., Cole,
C. G., Coggill, P. C., Rice, C. M., Ning, Z., Rogers, J., Bentley, D. R., Kwok, P.
Y., Mardis, E. R., Yeh, R. T., Schultz, B., Cook, L., Davenport, R., Dante, M.,
Fulton, L., Hillier, L., Waterston, R. H., McPherson, J. D., Gilman, B., Schaffner,
S., Van Etten, W. J., Reich, D., Higgins, J., Daly, M. J., Blumenstiel, B., Baldwin,
J., Stange-Thomann, N., Zody, M. C., Linton, L., Lander, E. S. i Altshuler, D.
(2001). "A map of human genome sequence variation containing 1.42 million
single nucleotide polymorphisms." Nature 409(6822): 928-33.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis,
K. B. i Erlich, H. A. (1988). "Primer-directed enzymatic amplification of DNA
with a thermostable DNA polymerase." Science 239(4839): 487-91.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. i Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory
manual. Cold Spring Harbor, N.Y., Cold Spring Harbor Laboratory.

Sanger, F., Nicklen, S. i Coulson, A. R. (1977). "DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors." Proc Natl Acad Sci U S A 74(12): 5463-7.

Sartorius, C. A., Melville, M. Y., Hovland, A. R., Tung, L., Takimoto, G. S. i Horwitz,
K. B. (1994). "A third transactivation function (AF3) of human progesterone
receptors located in the unique N-terminal segment of the B-isoform." Mol
Endocrinol 8(10): 1347-60.

Savkur, R. S. i Burris, T. P. (2004). "The coactivator LXXLL nuclear receptor
recognition motif." J. Peptide Res 63: 207-212.

Schoenmakers, E., Alen, P., Verrijdt, G., Peeters, B., Verhoeven, G., Rombauts, W. i
Claessens, F. (1999). "Differential DNA binding by the androgen and
glucocorticoid receptors involves the second Zn-finger and a C-terminal extension
of the DNA-binding domains." Biochem J 341 ( Pt 3): 515-21.

Schoenmakers, E., Verrijdt, G., Peeters, B., Verhoeven, G., Rombauts, W. i Claessens,
F. (2000). "Differences in DNA binding characteristics of the androgen and
glucocorticoid receptors can determine hormone-specific responses." J Biol Chem
275(16): 12290-7.

Schrader, M., Bendik, I, Becker-Andre, M. 1 Carlberg, C. (1993). "Interaction
between retinoic acid and vitamin D signaling pathways." J Biol Chem 268(24):
17830-6.

Schrader, M., Muller, K. M. i Carlberg, C. (1994a). "Specificity and flexibility of
vitamin D signaling. Modulation of the activation of natural vitamin D response
elements by thyroid hormone." J Biol Chem 269(8): 5501-4.

Schrader, M., Muller, K. M., Nayeri, S., Kahlen, J. P. i Carlberg, C. (1994b). "Vitamin
D3-thyroid hormone receptor heterodimer polarity directs ligand sensitivity of
transactivation." Nature 370(6488): 382-6.

171



Rozdzial 10 Literatura

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291,

292,

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299,

300.

301.

Schubiger, M. i Truman, J. W. (2000). "The RXR ortholog USP suppresses early
metamorphic processes in Drosophila in the absence of ecdysteroids."
Development 127(6): 1151-9.

Schubiger, M., Wade, A. A., Carney, G. E., Truman, J. W. i Bender, M. (1998).
"Drosophila EcR-B ecdysone receptor isoforms are required for larval molting and
for neuron remodeling during metamorphosis." Development 125(11): 2053-62.

Schwabe, J. W. (1996). "Transcriptional control: how nuclear receptors get turned on."
Curr Biol 6(4): 372-4.

Schwabe, J. W., Chapman, L., Finch, J. T. i Rhodes, D. (1993). "The crystal structure
of the estrogen receptor DNA-binding domain bound to DNA: how receptors
discriminate between their response elements." Cell 75(3): 567-78.

Schwabe, J. W., Neuhaus, D. i Rhodes, D. (1990). "Solution structure of the DNA-
binding domain of the oestrogen receptor." Nature 348(6300): 458-61.

Segraves, W. A. (1994). "Steroid receptors and other transcription factors in ecdysone
response." Recent Prog Horm Res 49: 167-95.

Seol, W., Choi, H. S. i Moore, D. D. (1995). "Isolation of proteins that interact
specifically with the retinoid X receptor: two novel orphan receptors." Mol
Endocrinol 9(1): 72-85.

Shaffer, P. L. 1 Gewirth, D. T. (2002). "Structural basis of VDR-DNA interactions on
direct repeat response elements." Embo J 21(9): 2242-52.

Shaffer, P. L., Jivan, A., Dollins, D. E., Claessens, F. i Gewirth, D. T. (2004).
"Structural basis of androgen receptor binding to selective androgen response
elements." Proc Natl Acad Sci U S A 101(14): 4758-63.

Shao, D. 1 Lazar, M. A. (1999). "Modulating nuclear receptor function: may the phos
be with you." J Clin Invest 103(12): 1617-8.

Shea, C., Hough, D., Xiao, J., Tzertzinis, G. i Maina, C. V. (2004). "An rxr/usp
homolog from the parasitic nematode, Dirofilaria immitis." Gene 324: 171-82.
Sher, T., Yi, H. F., McBride, O. W. i Gonzalez, F. J. (1993). "cDNA cloning,
chromosomal mapping, and functional characterization of the human peroxisome

proliferator activated receptor." Biochemistry 32(21): 5598-604.

Shiau, A. K., Barstad, D., Loria, P. M., Cheng, L., Kushner, P. J., Agard, D. A. i
Greene, G. L. (1998). "The structural basis of estrogen receptor/coactivator
recognition and the antagonism of this interaction by tamoxifen." Cell 95(7): 927-
37.

Sladek, F. M., Ruse, M. D., Jr., Nepomuceno, L., Huang, S. M. i Stallcup, M. R.
(1999). "Modulation of transcriptional activation and coactivator interaction by a
splicing variation in the F domain of nuclear receptor hepatocyte nuclear factor
4alphal." Mol Cell Biol 19(10): 6509-22.

Sladek, F. M., Zhong, W. M., Lai, E. i Darnell, J. E., Jr. (1990). "Liver-enriched
transcription factor HNF-4 is a novel member of the steroid hormone receptor
superfamily." Genes Dev 4(12B): 2353-65.

Sluder, A. E. i Maina, C. V. (2001). "Nuclear receptors in nematodes: themes and
variations." Trends Genet 17(4): 206-13.

Sluder, A. E., Mathews, S. W., Hough, D., Yin, V. P. i Maina, C. V. (1999). "The
nuclear receptor superfamily has undergone extensive proliferation and
diversification in nematodes." Genome Res 9(2): 103-20.

Smith, D. B. i1 Johnson, K. S. (1988). "Single-step purification of polypeptides
expressed in Escherichia coli as fusions with glutathione S-transferase." Gene
67(1): 31-40.

172



Rozdziat 10 Literatura

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.
310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

Song, K. H., Park, Y. Y., Park, K. C., Hong, C. Y., Park, J. H., Shong, M., Lee, K. i
Choi, H. S. (2004). "The atypical orphan nuclear receptor DAX-1 interacts with
orphan nuclear receptor Nur77 and represses its transactivation." Mol Endocrinol.

Song, Q., Alnemri, E. S., Litwack, G. i Gilbert, L. I. (1997). "An immunophilin is a
component of the insect ecdysone receptor (EcR) complex." Insect Biochem Mol
Biol 27(11): 973-82.

Song, Q., Sun, X. i Jin, X. Y. (2003). "20E-regulated USP expression and
phosphorylation in Drosophila melanogaster." Insect Biochem Mol Biol 33(12):
1211-8.

Speirs, V., Kerin, M. J., Walton, D. S., Newton, C. J., Desai, S. B. i Atkin, S. L.
(2000). "Direct activation of oestrogen receptor-alpha by interleukin-6 in primary
cultures of breast cancer epithelial cells." Br J Cancer 82(7): 1312-6.

Spindler, K. D., Spindler-Barth, M., Turberg, A. i Adam, G. (1992). "Action of
brassinosteroids on the epithelial cell line from Chironomus tentans." Z
Naturforsch [C] 47(3-4): 280-4.

Sreerama, N. i Woody, R. W. (2000). "Estimation of protein secondary structure from
circular dichroism spectra: comparison of CONTIN, SELCON, and CDSSTR
methods with an expanded reference set." Anal Biochem 287(2): 252-60.

Stallcup, M. R. (2001). "Role of protein methylation in chromatin remodeling and
transcriptional regulation." Oncogene 20(24): 3014-20.

Stryer, L. (1997). Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

Studier, F. W. i Moffatt, B. A. (1986). "Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to
direct selective high-level expression of cloned genes." J Mol Biol 189(1): 113-30.

Sutherland, J. D., Kozlova, T., Tzertzinis, G. 1 Kafatos, F. C. (1995). "Drosophila
hormone receptor 38: a second partner for Drosophila USP suggests an
unexpected role for nuclear receptors of the nerve growth factor-induced protein B
type." Proc Natl Acad Sci U S A 92(17): 7966-70.

Swevers, L., Drevet, J. R., Lunke, M. D. i Iatrou, K. (1995). "The silkmoth homolog
of the Drosophila ecdysone receptor (Bl isoform): cloning and analysis of
expression during follicular cell differentiation." Insect Biochem Mol Biol 25(7):
857-66.

Szyszka, M. (2002). Praca magisterska, Zakiad Biochemii Instytutu Chemii
Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;.

Takeshita, A., Ozawa, Y. i Chin, W. W. (2000). "Nuclear receptor coactivators
facilitate vitamin D receptor homodimer action on direct repeat hormone response
elements." Endocrinology 141(3): 1281-4.

Talbot, W. S., Swyryd, E. A. 1 Hogness, D. S. (1993). "Drosophila tissues with
different metamorphic responses to ecdysone express different ecdysone receptor
isoforms." Cell 73(7): 1323-37.

Tata, J. R. (2002). "Signalling through nuclear receptors." Nat Rev Mol Cell Biol 3(9):
702-10.

Thomas, H. E., Stunnenberg, H. G. 1 Stewart, A. F. (1993). "Heterodimerization of the
Drosophila ecdysone receptor with retinoid X receptor and ultraspiracle." Nature
362(6419): 471-5.

Thompson, E. B. 1 Kumar, R. (2003). "DNA binding of nuclear hormone receptors
influences their structure and function." Biochem Biophys Res Commun 306(1): 1-
4.

Thummel, C. S. (1995). "From embryogenesis to metamorphosis: the regulation and
function of Drosophila nuclear receptor superfamily members." Cell 83(6): 871-7.

173



Rozdziat 10 Literatura

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

332,

333.

334.

335.

336.

337.

Thummel, C. S. (1996). "Files on steroids-Drosophila metamorphosis and the
mechanisms of steroid hormone action." Trends Genet 12(8): 306-10.

Tobe, S. S. i Feyereisen, R. (1983). Juvenile hormone biosynthesis: regulation and
assay. Endocrinology of Insects. R. G. H. L. Downer, H., red., Alan R. Liss, Inc.,
New York: 161-168.

Toell, A., Polly, P. i Carlberg, C. (2000). "All natural DR3-type vitamin D response
elements show a similar functionality in vitro." Biochem J 352 Pt 2: 301-9.

Tompa, P. (2002). "Intrinsically unstructured proteins." Trends Biochem Sci 27(10):
527-33.

Tora, L., Gronemeyer, H., Turcotte, B., Gaub, M. P. i Chambon, P. (1988). "The N-
terminal region of the chicken progesterone receptor specifies target gene
activation." Nature 333(6169): 185-8.

Tora, L., White, J., Brou, C., Tasset, D., Webster, N., Scheer, E. i Chambon, P.
(1989). "The human estrogen receptor has two independent nonacidic
transcriptional activation functions." Cell 59(3): 477-87.

Torchia, J., Rose, D. W., Inostroza, J., Kameli, Y., Westin, S., Glass, C. K. i Rosenfeld,
M. G. (1997). "The transcriptional co-activator p/CIP binds CBP and mediates
nuclear-receptor function." Nature 387(6634): 677-84.

Towers, T. L., Luisi, B. F., Asianov, A. 1 Freedman, L. P. (1993). "DNA target
selectivity by the vitamin D3 receptor: mechanism of dimer binding to an
asymmetric repeat element." Proc Natl Acad Sci U S A 90(13): 6310-4.

Trapp, T. 1 Holsboer, F. (1996). "Heterodimerization between mineralocorticoid and
glucocorticoid receptors increases the functional diversity of corticosteroid
action." Trends Pharmacol Sci 17(4): 145-9.

Tremblay, A., Tremblay, G. B., Labrie, F. i Giguere, V. (1999). "Ligand-independent
recruitment of SRC-1 to estrogen receptor beta through phosphorylation of
activation function AF-1." Mol Cell 3(4): 513-9.

Tsai, C. C., Kao, H. Y., Yao, T. P., McKeown, M. i Evans, R. M. (1999). "SMRTER,
a Drosophila nuclear receptor coregulator, reveals that EcR-mediated repression is
critical for development." Mol Cell 4(2): 175-86.

Tsai, M. J. 1 O'Malley, B. W. (1994). "Molecular mechanisms of action of
steroid/thyroid receptor superfamily members." Annu Rev Biochem 63: 451-86.
Tzertzinis, G., Malecki, A. 1 Kafatos, F. C. (1994). "BmCF1, a Bombyx mori RXR-
type receptor related to the Drosophila ultraspiracle." J Mol Biol 238(3): 479-86.
Umesono, K. i Evans, R. M. (1989). "Determinants of target gene specificity for

steroid/thyroid hormone receptors." Cell 57(7): 1139-46.

Umesono, K., Murakami, K. K., Thompson, C. C. i Evans, R. M. (1991). "Direct
repeats as selective response elements for the thyroid hormone, retinoic acid, and
vitamin D3 receptors." Cell 65(7): 1255-66.

van Tilborg, M. A., Lefstin, J. A., Kruiskamp, M., Teuben, J., Boelens, R.,
Yamamoto, K. R. i Kaptein, R. (2000). "Mutations in the glucocorticoid receptor
DNA-binding domain mimic an allosteric effect of DNA." J Mol Biol 301(4): 947-
58.

Vanacker, J. M., Pettersson, K., Gustafsson, J. A. i Laudet, V. (1999). "Transcriptional
targets shared by estrogen receptor- related receptors (ERRs) and estrogen receptor
(ER) alpha, but not by ERbeta." Embo J 18(15): 4270-9.

Vasios, G., Mader, S., Gold, J. D., Leid, M., Lutz, Y., Gaub, M. P., Chambon, P. i
Gudas, L. (1991). "The late retinoic acid induction of laminin B1 gene
transcription involves RAR binding to the responsive element." Embo J 10(5):
1149-58.

174



Rozdziat 10 Literatura

338.

538,

340.

Venter, J. C., Adams, M. D., Myers, E. W., Li, P. W., Mural, R. J., Sutton, G. G.,

Smith, H. O., Yandell, M., Evans, C. A, Holt, R. A., Gocayne, J. D., Amanatides,
P., Ballew, R. M., Huson, D. H., Wortman, J. R., Zhang, Q., Kodira, C. D., Zheng,
X. H., Chen, L., Skupski, M., Subramanian, G., Thomas, P. D., Zhang, J., Gabor
Miklos, G. L., Nelson, C., Broder, S., Clark, A. G., Nadeau, J., McKusick, V. A.,
Zinder, N., Levine, A. J., Roberts, R. J., Simon, M., Slayman, C., Hunkapiller, M.,
Bolanos, R., Delcher, A., Dew, 1., Fasulo, D., Flanigan, M., Florea, L., Halpern,
A., Hannenhalli, S., Kravitz, S., Levy, S., Mobarry, C., Reinert, K., Remington,
K., Abu-Threideh, J., Beasley, E., Biddick, K., Bonazzi, V., Brandon, R., Cargill,
M., Chandramouliswaran, I., Charlab, R., Chaturvedi, K., Deng, Z., Di Francesco,
V., Dunn, P., Eilbeck, K., Evangelista, C., Gabrielian, A. E., Gan, W., Ge, W.,
Gong, F., Gu, Z., Guan, P., Heiman, T. J., Higgins, M. E., Ji, R. R, Ke, Z.,
Ketchum, K: A,, Lai, Z,; lei;, Y., Li, Z, Li, J, Liang, Y., Lin, X., Lu, F,
Merkulov, G. V., Milshina, N., Moore, H. M., Naik, A. K., Narayan, V. A,
Neelam, B., Nusskern, D., Rusch, D. B., Salzberg, S., Shao, W., Shue, B., Sun, J.,
Wang, Z., Wang, A., Wang, X., Wang, J., Wei, M., Wides, R., Xiao, C., Yan, C.,
Yao, A, Ye, J., Zhan, M., Zhang, W., Zhang, H., Zhao, Q., Zheng, L., Zhong, F.,
Zhong, W., Zhu, S., Zhao, S., Gilbert, D., Baumhueter, S., Spier, G., Carter, C.,
Cravchik, A., Woodage, T., Ali, F., An, H., Awe, A., Baldwin, D., Baden, H.,
Barnstead, M., Barrow, 1., Beeson, K., Busam, D., Carver, A., Center, A., Cheng,
M. L., Curry, L., Danaher, S., Davenport, L., Desilets, R., Dietz, S., Dodson, K.,
Doup, L., Ferriera, S., Garg, N., Gluecksmann, A., Hart, B., Haynes, J., Haynes,
C., Heiner, C., Hladun, S., Hostin, D., Houck, J., Howland, T., Ibegwam, C.,
Johnson, J., Kalush, F., Kline, L., Koduru, S., Love, A., Mann, F., May, D.,
McCawley, S., MclIntosh, T., McMullen, 1., Moy, M., Moy, L., Murphy, B.,
Nelson, K., Pfannkoch, C., Pratts, E., Puri, V., Qureshi, H., Reardon, M.,
Rodriguez, R., Rogers, Y. H., Romblad, D., Ruhfel, B., Scott, R., Sitter, C.,
Smallwood, M., Stewart, E., Strong, R., Suh, E., Thomas, R., Tint, N. N., Tse, S.,
Vech, C., Wang, G., Wetter, J., Williams, S., Williams, M., Windsor, S., Winn-
Deen, E., Wolfe, K., Zaveri, J., Zaveri, K., Abril, J. F., Guigo, R., Campbell, M. J.,
Sjolander, K. V., Karlak, B., Kejariwal, A., Mi, H., Lazareva, B., Hatton, T.,
Narechania, A., Diemer, K., Muruganujan, A., Guo, N., Sato, S., Bafna, V., Istrail,
S., Lippert, R., Schwartz, R., Walenz, B., Yooseph, S., Allen, D., Basu, A.,
Baxendale, J., Blick, L., Caminha, M., Carnes-Stine, J., Caulk, P., Chiang, Y. H.,
Coyne, M., Dahlke, C., Mays, A., Dombroski, M., Donnelly, M., Ely, D.,
Esparham, S., Fosler, C., Gire, H., Glanowski, S., Glasser, K., Glodek, A.,
Gorokhov, M., Graham, K., Gropman, B., Harris, M., Heil, J., Henderson, S.,
Hoover, J., Jennings, D., Jordan, C., Jordan, J., Kasha, J., Kagan, L., Kraft, C.,
Levitsky, A., Lewis, M., Liu, X., Lopez, J., Ma, D., Majoros, W., McDaniel, J.,
Murphy, S., Newman, M., Nguyen, T., Nguyen, N., Nodell, M., Pan, S., Peck, J.,
Peterson, M., Rowe, W., Sanders, R., Scott, J., Simpson, M., Smith, T., Sprague,
A., Stockwell, T., Turner, R., Venter, E., Wang, M., Wen, M., Wu, D., Wu, M.,
Xia, A., Zandieh, A. 1 Zhu, X. (2001). "The sequence of the human genome."
Science 291(5507): 1304-51.

Vernooy, S. Y., Copeland, J., Ghaboosi, N., Griffin, E. E., Yoo, S. J. i Hay, B. A.

(2000). "Cell death regulation in Drosophila: conservation of mechanism and
unique insights." J Cell Biol 150(2): F69-76.

Verrijdt, G., Schoenmakers, E., Alen, P., Haelens, A., Peeters, B., Rombauts, W. i

Claessens, F. (1999). "Androgen specificity of a response unit upstream of the

175



Rozdziat 10 Literatura

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

333,

354.

355.

356.

337,

human secretory component gene is mediated by differential receptor binding to an
essential androgen response element." Mol Endocrinol 13(9): 1558-70.

Verrijdt, G., Schoenmakers, E., Haelens, A., Peeters, B., Verhoeven, G., Rombauts,
W. i Claessens, F. (2000). "Change of specificity mutations in androgen-selective
enhancers. Evidence for a role of differential DNA binding by the androgen
receptor." J Biol Chem 275(16): 12298-305.

Vogtli, M., Elke, C., Imhof, M. O. i Lezzi, M. (1998). "High level transactivation by
the ecdysone receptor complex at the core recognition motif." Nucleic Acids Res
26(10): 2407-14.

Wade, P. A., Pruss, D. 1 Wolffe, A. P. (1997). "Histone acetylation: chromatin in
action." Trends Biochem Sci 22(4): 128-32.

Wagner, R. L., Apriletti, J. W., McGrath, M. E., West, B. L., Baxter, J. D. i Fletterick,
R. J. (1995). "A structural role for hormone in the thyroid hormone receptor."
Nature 378(6558): 690-7.

Wahl, G. M., Berger, S. L. i Kimmel, A. R. (1987). Guide to molecular cloning
techniques. Methods in Enzymology. S. L. K. Berger, A. R., Academic Press.

Wang, S. F., Ayer, S., Segraves, W. A., Williams, D. R. i Raikhel, A. S. (2000).
"Molecular determinants of differential ligand sensitivities of insect ecdysteroid
receptors.” Mol Cell Biol 20(11): 3870-9.

Warbrick, E. V., Barker, G. C., Rees, H. H. i Howells, R. E. (1993). "The effect of
invertebrate hormones and potential hormone inhibitors on the third larval moult
of the filarial nematode, Dirofilaria immitis, in vitro." Parasitology 107 ( Pt 4):
459-63.

Warnmark, A., Treuter, E., Wright, A. P. i Gustafsson, J. A. (2003). "Activation
functions 1 and 2 of nuclear receptors: molecular strategies for transcriptional
activation." Mol Endocrinol 17(10): 1901-9.

Warnmark, A., Wikstrom, A., Wright, A. P., Gustafsson, J. A. i Hard, T. (2001). "The
N-terminal regions of estrogen receptor alpha and beta are unstructured in vitro
and show different TBP binding properties." J Biol Chem 276(49): 45939-44.

Weigel, N. L. (1996). "Steroid hormone receptors and their regulation by
phosphorylation." Biochem J 319 ( Pt 3): 657-67.

Weinberger, C., Thompson, C. C., Ong, E. S., Lebo, R., Gruol, D. J. i Evans, R. M.
(1986). "The c-erb-A gene encodes a thyroid hormone receptor." Nature
324(6098): 641-6.

Welshons, W. V., Lieberman, M. E. i Gorski, J. (1984). "Nuclear localization of
unoccupied oestrogen receptors." Nature 307(5953): 747-9.

Wente, S. R. (2000). "Gatekeepers of the nucleus." Science 288(5470): 1374-7.

Widen, C., Zilliacus, J., Gustafsson, J. A. i Wikstrom, A. C. (2000). "Glucocorticoid
receptor interaction with 14-3-3 and Raf-1, a proposed mechanism for cross-talk of
two signal transduction pathways." J Biol Chem 275(50): 39296-301.

Wikstrom, A. C., Bakke, O., Okret, S., Bronnegard, M. i Gustafsson, J. A. (1987).
"Intracellular localization of the glucocorticoid receptor: evidence for cytoplasmic
and nuclear localization." Endocrinology 120(4): 1232-42.

Willson, T. M. i Moore, J. T. (2002). "Genomics versus orphan nuclear receptors--a
half-time report." Mol Endocrinol 16(6): 1135-44.

Wilson, T. E., Fahrner, T. J., Johnston, M. i Milbrandt, J. (1991). "Identification of the
DNA binding site for NGFI-B by genetic selection in yeast." Science 252(5010):
1296-300.

176



Rozdziat 10 Literatura

358.

359,

360.

361.

362.

363.

364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

371.

372.

Wilson, T. E., Fahrner, T. J. i Milbrandt, J. (1993). "The orphan receptors NGFI-B and
steroidogenic factor 1 establish monomer binding as a third paradigm of nuclear
receptor-DNA interaction." Mol Cell Biol 13(9): 5794-804.

Wilson, T. E., Paulsen, R. E., Padgett, K. A. i Milbrandt, J. (1992). "Participation of
non-zinc finger residues in DNA binding by two nuclear orphan receptors."
Science 256(5053): 107-10.

Wong, C. 1., Zhou, Z. X., Sar, M. 1 Wilson, E. M. (1993). "Steroid requirement for
androgen receptor dimerization and DNA binding. Modulation by intramolecular
interactions between the NH2-terminal and steroid-binding domains." J Biol Chem
268(25): 19004-12.

Wong, C. W., Komm, B. i Cheskis, B. J. (2001). "Structure-function evaluation of ER
alpha and beta interplay with SRC family coactivators. ER selective ligands."
Biochemistry 40(23): 6756-65.

Wong, J., Shi, Y. B. 1 Wolffe, A. P. (1997). "Determinants of chromatin disruption and
transcriptional regulation instigated by the thyroid hormone receptor: hormone-
regulated chromatin disruption is not sufficient for transcriptional activation."
Embo J16(11): 3158-71.

Wood, W. M., Ocran, K. W., Gordon, D. F. i Ridgway, E. C. (1991). "Isolation and
characterization of mouse complementary DNAs encoding alpha and beta thyroid
hormone receptors from thyrotrope cells: the mouse pituitary-specific beta 2
isoform differs at the amino terminus from the corresponding species from rat
pituitary tumor cells." Mol Endocrinol 5(8): 1049-61.

Woodard, C. T., Baehrecke, E. H. 1 Thummel, C. S. (1994). "A molecular mechanism
for the stage specificity of the Drosophila prepupal genetic response to ecdysone."
Cell 79(4): 607-15.

Wurtz, J. M., Bourguet, W., Renaud, J. P., Vivat, V., Chambon, P., Moras, D. i
Gronemeyer, H. (1996). "A canonical structure for the ligand-binding domain of
nuclear receptors." Nat Struct Biol 3(2): 206.

Xu, M., Chakraborti, P. K., Garabedian, M. J., Yamamoto, K. R. i Simons, S. S.
(1996). "Modular structure of glucocorticoid receptor domains is not equivalent to
functional independence. Stability and activity of the steroid binding domain are
controlled by sequences in separate domains." J Biol Chem 271(35): 21430-8.

Xu, W., Alroy, 1., Freedman, L. F. i Sigler, P. B. (1993). "Stereochemistry of specific
steroid receptor-DNA interactions." Cold Spring Harb Symp Quant Biol 58: 133-9.

Xu, X., Otsuki, M., Saito, H., Sumitani, S., Yamamoto, H., Asanuma, N., Kouhara, H.
i Kasayama, S. (2001). "PPARalpha and GR differentially down-regulate the
expression of nuclear factor-kappaB-responsive genes in vascular endothelial
cells." Endocrinology 142(8): 3332-9.

Yamada, S., Shimizu, M. i Yamamoto, K. (2003). "Vitamin D receptor." Endocr Dev
6: 50-68.

Yamamoto, N., Li, Q. L., Mita, S., Morisawa, S. i Inoue, A. (2001). "Inhibition of
thyroid hormone binding to the nuclear receptor by mobilization of free fatty
acids." Horm Metab Res 33(3): 131-7.

Yao, T. P., Forman, B. M., Jiang, Z., Cherbas, L., Chen, J. D., McKeown, M.,
Cherbas, P. 1 Evans, R. M. (1993). "Functional ecdysone receptor is the product of
EcR and Ultraspiracle genes." Nature 366(6454): 476-9.

Yao, T. P., Segraves, W. A., Oro, A. E., McKeown, M. 1 Evans, R. M. (1992).
"Drosophila ultraspiracle modulates ecdysone receptor function via heterodimer
formation." Cell 71(1): 63-72.

177



Rozdziat 10 Literatura

373.

374.

375.

376.

371.

378.

379.

380.

381.

382.

Yudt, M. R., Vorojeikina, D., Zhong, L., Skafar, D. F., Sasson, S., Gasiewicz, T. A. i
Notides, A. C. (1999). "Function of estrogen receptor tyrosine 537 in hormone
binding, DNA binding, and transactivation." Biochemistry 38(43): 14146-56.

Zanaria, E., Muscatelli, F., Bardoni, B., Strom, T. M., Guioli, S., Guo, W., Lalli, E.,
Moser, C., Walker, A. P., McCabe, E. R. i et al. (1994). "An unusual member of
the nuclear hormone receptor superfamily responsible for X-linked adrenal
hypoplasia congenita." Nature 372(6507): 635-41.

Zazopoulos, E., Lalli, E., Stocco, D. M. i Sassone-Corsi, P. (1997). "DNA binding and
transcriptional repression by DAX-1 blocks steroidogenesis." Nature 390(6657):
311-5.

Zechel, C., Shen, X. Q., Chen, J. Y., Chen, Z. P., Chambon, P. i Gronemeyer, H.
(1994). "The dimerization interfaces formed between the DNA binding domains of
RXR, RAR and TR determine the binding specificity and polarity of the full-
length receptors to direct repeats." Embo J 13(6): 1425-33.

Zelhof, A. C., Ghbeish, N., Tsai, C., Evans, R. M. i McKeown, M. (1997). "A role for
ultraspiracle, the Drosophila RXR, in morphogenetic furrow movement and
photoreceptor cluster formation." Development 124(13): 2499-506.

Zhang, X. K., Lehmann, J., Hoffmann, B., Dawson, M. 1., Cameron, J., Graupner, G.,
Hermann, T., Tran, P. i Pfahl, M. (1992). "Homodimer formation of retinoid X
receptor induced by 9-cis retinoic acid." Nature 358(6387): 587-91.

Zhang, Y., Beck, C. A., Poletti, A., Edwards, D. P. i Weigel, N. L. (1994).
"Identification of phosphorylation sites unique to the B form of human
progesterone receptor. In vitro phosphorylation by casein kinase I1." J Biol Chem
269(49): 31034-40.

Zhao, Q., Chasse, S. A., Devarakonda, S., Sierk, M. L., Ahvazi, B. i Rastinejad, F.
(2000). "Structural basis of RXR-DNA interactions." J Mol Biol 296(2): 509-20.

Zhao, Q., Khorasanizadeh, S., Miyoshi, Y., Lazar, M. A. i Rastinejad, F. (1998).
"Structural elements of an orphan nuclear receptor-DNA complex." Mol Cell 1(6):
849-61.

Zoglowek, A. (2004). Rekombinowany DHR38 - oczyszczanie i wlasciwosci; Praca
doktorska, Zaklad Biochemii Instytutu Chemii Organicznej, Biochemii i
Biotechnologii Politechniki Wroctawskie;j.

178



Rozdziat 11 Spis tabel

MATERIALY I METODY

NUMER TYTUL STRONA

Tabela 6.1. Oligonukleotydy wykorzystywane do wprowadzenia mutacji w regionie 89
kasety T.

Tabela 6.2.  Oligonukleotydy wykorzystywane do wprowadzenia mutacji w a-helisie 89

rozpoznajgcej element regulatorowy biatka ECRDBD.

Tabela 6.3. Pozostafe oligonukleotydy wykorzystywane w niniejszej pracy. 89

Tabela 6.4. Standardowe metody i procedury wykorzystywane w pracy. 91

Tabela 6.5. Wybrane parametry fizyko-chemiczne otrzymanych rekombinowanych 102
biatek typu ,dzikiego” i posiadajgcych mutacje delecyjne w C-koncowych
sekwencjach.

WYNIKI

Tabela 7.1.  Procentowa zawartos¢ struktur drugorzedowych mutantéw kasety T 116
obliczona na podstawie widm CD.

Tabela7.2. Procentowa zawartos¢ struktur drugorzedowych biatka 118
EcRDBDy721p7aa/n7sP-
Tabela 7.3.  Procentowa zawarto$¢ struktur drugorzedowych mutantéw o-helisy 135

rozpoznajacej element regulatorowy obliczona na podstawie widm CD.

179



Rozdziat 12 Spis rysunkéw

WSTEP

NUMER TYTUL STRONA

Rys.3.1. Schemat drzewa filogenetycznego nadrodziny receptoréw jadrowych. 20

Rys.3.2. Schemat strukturalnej i funkcjonalnej organizacji receptora jgdrowego. 24

Rys.3.3. Schemat zaleznej od liganda aktywaciji transkrypcji z udziatem receptorow 31
jadrowych.

Rys.3.4. Elementy regulatorowe receptoréw jadrowych. 33

Rys.3.5. Wybrane struktury krystaliczne komplekséw DBD-DNA. 35

Rys.3.6. Receptory heterodimeryzujgce z RXR wigzg sie z sekwencjami DR o 37
okreslonej dtugo$ci odstepnika pomiedzy pétmiejscami - ,reguta 1-5”.

Rys.3.7. Schemat struktury ERDBD w roztworze uzyskanej przy wykorzystaniu 40
spektroskopii jgdrowego rezonansu magnetycznego.

Rys.3.8. Schemat struktury drugorzedowej RXRDBD. 41

Rys.3.9. Schemat struktury przestrzennej GRDBD w roztworze uzyskanej 44
spektroskopig NMR.

Rys.3.10. Schematyczne przedstawienie elementéw strukturainych GRDBD i ERDBD, 46
waznych dla homodimeryzacji na GRE i ERE.

Rys.3.11. Elementy strukturalne ARDBD istotne dla tworzenia homodimeru na ADRS. 51

Rys.3.12. Schemat elementéw strukturainych RXRDBD i TRDBD istotnych dla 55
tworzenia heterodimeru na DR4.

Rys.3.13. Powierzchnia dimeryzacyjna w homodimerze RXRDBD na DR1 i DR2. 58

Rys.3.14. Zmiany konformacyjne kasety T RXRDBD wyindukowane wigzaniem DNA. 59

Rys.3.15. Schemat oddziatywan pomiedzy RARDBD a RXRDBD na DR1. 60

180



Rozdziat 12 Spis rysunkéw

Rys.3.16. Rozne funkcje CTE DBD umozliwiajgce tworzenie komplekséw receptoréw na 61
elementach regulatorowych.

Rys.3.17. Schemat elementéw strukturalnych VDRDBD waznych dla homodimeryzacji 64
na elementach VDRE.

Rys.3.18. Ekdysteroidy petnigce hormonalne funkcje u stawonogdéw. 67

Rys.3.19. Profil zmian stezenia ekdysteroidéw podczas metamorfozy D. melanogaster. 68

Rys.3.20. Przypuszczalne ligandy biatka Usp - trzy formy JH. 71

Rys.3.21. Sekwencje ECRE wystepujgce w regionach promotorowych genéw 77
kontrolowanych przez 20E u D. melanogaster.

WYNIKI

Rys.7.1. Sekwencja wykorzystywanego w pracy ds oligonukleotydu hsp27,,. 105

Rys.7.2. Schemat struktury pierwszorzedowej ECRDBDyr, 106

Rys.7.3. Schemat procedury oczyszczania biatek ECRDBDyyz zawierajgcych mutacje 108
w regionie kasety T.

Rys.7.4. Elektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBDxy; zawierajgcych mutacje 109
w obszarze kasety T.

Rys.7.5. Analiza oddziatywan mutantéw kasety T biatka ECRDBD z hsp27,,,. 111

Rys.7.6. Analiza oddziatywan mutantéw kasety T biatka ECRDBD w obecnosci biatka 113
UspDBD z hsp27,,.

Rys.7.7. Widma CD mutantéw kasety T biatka ECRDBD 115

Rys.7.8. Poréwnanie C-koricowych wydtuzert DBD biatek EcR i innych przyktadowych 117
receptorow jadrowych.

Rys.7.9. Charakterystyka biatka ECRDBDy721p73amn7sp- 119

Rys.7.10. Poréwnanie struktur pierwszorzedowych ECRDBD i UspDBD z D. 121
melanogaster i B. mori.

Rys.7.11. Schemat struktur pierwszorzedowych obejmujgcych sekwencje CTE 122
EcRDBD z D. melanogaster i B. mori.

Rys.7.12. E|ektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBD,x i biatka UspDBD. 123

Rys.7.13. Analiza oddziatywan biatek EcRDBD.x posiadajgcych w CTE mutacje 125
delecyjne z hsp27,a.

Rys.7.14. Minimalne fragmenty kasety A z CTE EcRDBD z D. melanogasteri B. mori 126
wystarczajgce do specyficznego tworzenia komplekséw na hsp27,,.

Rys.7.15. Struktura pierwszorzedowa EcRDBD z D. melanogaster z zaznaczonymi 128

pozycjami reszt a-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy poddanych
mutagenezie.

181



Rozdziat 12 Spis rysunkéw

Rys.7.16. Elektroforetyczna analiza czystosci biatek ECRDBDyy; zawierajacych mutacje 129
w regionie o-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy.

Rys.7.17. Reszty o-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy kluczowe dla 130
formowania homodimeréw EcCRDBD na hsp27,,,.

Rys.7.18. Analiza wigzania mutantéw o-helisy rozpoznajacej element regulatorowy 131
EcRDBD do hsp27 4g.

Rys.7.19. Kluczowe reszty a-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy dla formowania 133
heterodimeréw EcCRDBD z UspDBD na hsp27,,,.

Rys.7.20. Widma CD mutantéw o-helisy rozpoznajgcej element regulatorowy EcCRDBD. 134

Rys.7.21. Lokalizacja reszt tyrozylowych w ECRDBD z D. melanogasteri B. mori. 136

Rys.7.22. Profile denaturacjne EcCRDBD. 137

Rys.7.23. Charakterystyka renaturowanego biatka ECRDBD. 139

DYSKUSJA
Rys.8.1. Poréwnanie sekwencji CTE EcRDBD z D. melanogaster z sekwencjami CTE 145

receptoréow jgdrowych znalezionych w genomie C. elegans.

182



Sekwencja genu EcR oraz biatka EcR z D. melanogaster Dodatek I

Zamieszczone w Dodatku sekwencje pochodza z bazy GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

I. Sekwencja genu EcR oraz biatka EcR z D. melanogaster (numer dostgpu w bazie

GenBank: M74078).

Numeracje nukleotydéw podano od pierwszej zasady wchodzacej w sklad pierwszego
kodonu. Numeracja reszt aminokwasowych podana jest od pierwszej reszty, ktéra jest
metionina (odpowiednio M;) (Koelle i wsp., 1991). Kolorem niebieskim oznaczono cDNA i
reszty aminokwasowe EcCRDBDjsgs (N-koncowa: Ajse i C-koficowa: Gses) (na podstawie
Niedzieli-Majki (1999)). Z uwagi na to, ze reszta Gsgs pochodzi réwniez z wektora pGEX-2T
(6.1.3.1.), na niebiesko oznaczono tylko dwie pierwsze zasady kodonu Gsss wchodzace w

sktad genu EcR.

1 atgaagcggcgctggtcgaacaacggcggcttcatgegectaccggaggagtegtecteg 60
1 M K R R W S NN GG VF MR L P E E S S S 20
61 gaggtcacgtcctcectecgaacgggctegtectgecctegggggtgaacatgtegeccteg 120
21 E VT S S S NG L VL P S GV N M S P S 40
121 tcgctggactcgcacgactattgcgatcaggacctttggectectgeggcaacgagtccggt 180
41 S L D S HD Y CDOQDUL WIULC G N E S G 60
181 tcgtttggcggctccaacggccatggectaagtcagcagcagcagagegtcatcacgetyg 240
61 S F G G S N G H G L S Q Q 0 g s v 1 T L 80
241 gccatgcacgggtgctccagcactctgecccgegecagacaaccatcatteccgatcaacgge 300
81 A M H G C S s ™L P A Q T™TTI I P I N G 100
301 aacgcgaatgggaatggaggctccaccaatggccaatatgtgeccgggtgeccactaatctyg 360
101 N A N G N G G S TNGQ Y V P G A TN L 120
361 ggagcgttggccaacgggatgctcaatgggggcttcaatggaatgcagcaacagattcag 420
121 G A L A NG ML N GGV F NG MOQ Q Q I 9 140
421 aatggccacggcctcatcaactccacaacgeccctcaacgecgaccacceccecgcectecaccett 480
141 N G H G L I N S T TUP S T P T T P L H L 160
481 cagcagaacctggggggcgcgggcggcggcggtatcgggggaatgggtattecttcaccac 540
161 QO Q N L. G G A GG GGI GGMGTI L H H 180
541 gcgaatggcaccccaaatggecttatcggagttgtgggaggcggcggcggagtaggtett 600

181 A N G T P N G L I GV V G G G G G V G L 200
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601 ggagtaggcggaggcggagtgggaggcctgggaatgcagcacacacceccgaagegatteg
201 G vV 6 G GG V666G L G M Q H TP R S D S

661 gtgaattctatatcttcaggtcgegatgatctctegecttegagcagettgaacggatac
221 vV N §$S I §S §$S G R D DL S P S S S L N G Y

721 tcggcgaacgaaagctgcgatgcgaagaagagcaagaagggacctgegecacgggtgecaa
241 S A N E S C D A K K S K K G P AP R V Q
781 gaggagctgtgcctggtttgeggecgacagggecteceggetaccactacaacgecctecace
261 E E L C L v ¢C G DR A S G Y HYDN AULT
841 tgtgagggctgcaaggggttctttcgacgcagegttacgaagagegeccgtctactgetge
281 C E G C K G F F R R SV T K S AV Y C C
901 aagttcgggcgcecgecctgcgaaatggacatgtacatgaggecgaaagtgtcaggagtgeecge
301 K F G R A C EM DM YM®RI®RI KUGCUGQETCR
961 ctgaaaaagtgcctggececgtgggtatgecggeccggaatgegtegtceccggagaaccaatgt
321 L K K ¢C L AV G M R P E CV V P ENQ C

1021 gcgatgaagcggcgcgaaaagaaggcccagaaggagaaggacaaaatgaccacttegecg
341 A M K R R E K K A Q K E K D K M T T S P

1081 agctctcagecatggcggcaatggcagecttggectectggtggeggeccaagactttgttaag
361 S §$ Q H G G N G S L A S G G G Q D F V K

1141 aaggagattcttgaccttatgacatgcgagccgeccccagecatgecactattecgetacta
381 K £E I L D L M ™ C E P P Q H A T I P L L

1201 cctgatgaaatattggccaagtgtcaagcgecgcaatataccttecttaacgtacaatcag
401 P D E I L A XK C Q A RN I P S L T Y N Q

1261 ttggccgttatatacaagttaatttggtaccaggatggctatgagcageccatctgaagag
421 L A VvV I ¥ K L I W Y Q D G Y E Q P S E E

1321 gatctcaggcgtataatgagtcaacccgatgagaacgagagccaaacggacgtcagettt
441 D L R R I M S Q P D ENE S Q T D V S F

1381 cggcatataaccgagataaccatactcacggtccagttgattgttgagtttgectaaaggt
461 R H I T E I T I L TT™ VvV Q L I VvV E F A K G

1441 ctaccagcgtttacaaagataccccaggaggaccagatcacgttactaaaggcctgecteg
481 L P A F T K I P Q E D Q I T L L K A C s

1501 tcggaggtgatgatgctgecgtatggcacgacgctatgaccacagectecggactcaatatte
501 S E VvV M ML R MARURYDH S S D S I F

1561 ttcgcgaataatagatcatatacgcgggattcttacaaaatggccggaatggectgataac
521 F A NN R S Y T™W R D S Y K M A G M A D N

1621 attgaagacctgctgcatttctgeccgeccaaatgttectecgatgaaggtggacaacgtcecgaa
541 I E D L L H F ¢C R Q M F S M K V D N V E

1681 tacgcgcttctcactgeccattgtgatecttectecggaccggeccgggectggagaaggcccaa
561 Yy A L L T A I VvV I F S D R P G L E K A Q

1741 ctagtcgaagcgatccagagctactacatcgacacgctacgcatttatatactcaaccge
581 L VvV E A I Q S Y Yy I D T UL R I Y I L N R

660
220

720
240

780
260

840
280

900
300

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420

1320
440

1380
460

1440
480

1500
500

1560
520

1620
540

1680
560

1740
580

1800
600
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Dodatek 1

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
121

2221
741

2281
761

2341
781

2401
801

2461
821

2521
841

2581
861

cactgcggcgactcaatgagcctegtcecttctacgcaaagetgetectegatectcaccgag
H ¢C 6 DS M S L V F YA K L L S I L T E

ctgcgtacgctgggcaaccagaacgcecgagatgtgtttectcactaaagectcaaaaaccge
L R T L G N Q N A EMCVF S L K L K N R

aaactgcccaagttcctcgaggagatctgggacgttcatgecateccecgecateggtecag
K L P K F L E E I W D V H A I P P S V Q

tcgcaccttcagattacccaggaggagaacgagcgtctcgagegggectgagegtatgegy
S H L Q I T™ Q E E N E R L E R A E R M R

gcatcggttgggggcgccattaccgecggecattgattgegactetgectecactteggeg
A S v G G A I TAGTIDTCD S A S T S A

gcggcagccgeggcccagcatcagectcagectcagecccagecccaaccctecteectyg
A A A A A Q H Q P Q P Q P Q P Q P S S L

acccagaacgattcccagcaccagacacagccgcagctacaacctcagctaccaccteag
T Q0 N D S Q H Q T Q P QL Q P Q L P P Q

ctgcaaggtcaactgcaaccccagctccaaccacagcttcagacgcaactccageccacag
L Q G QL Q P QL Q P Q L Q T Q L Q P Q

attcaaccacagccacagctccttecececgtetecgetececcgtgeccgecteecgtaaccgea
I Q P Q P Q L L P V S A P V P A S V T A

cctggttecttgtcecgeggtcagtacgagcagegaatacatgggecggaagtgeggecata
P G S L S AV S TS S E Y M G G S A A I

ggacccatcacgccggcaaccaccagcagtatcacggectgecgttaccgectagetceccace
G p I T P A T T S S I T A AV T A S S T

acatcagcggtaccgatgggcaacggagttggagtcggtgttggggtgggcggcaacgtc
T S A V P M G N G V GV GV GV G G N V

agcatgtatgcgaacgcccagacggcgatggecttgatgggtgtagecctgecattegeac
s M Y A N A Q ™A MAL MG V A L H S H

caagagcagcttatcgggggagtggcggttaagtcggagcactcgacgactgecatag
Q EQ L I G GV AV K S EH S T T A *

1860
620

1920
640

1980
660

2040
680

2100
700

2160
720

2220
740

2280
760

2340
780

2400
800

2460
820

2520
840

2580
860

2637
878
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Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z D. melanogaster

Dodatek 11

II. Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z D. melanogaster

GenBank: X53417).

Numeracj¢ nukleotydéw podano od pierwszej zasady wchodzacej w sklad pierwszego
kodonu. Numeracja reszt aminokwasowych podana jest od pierwszej reszty, ktdra jest
metionina (odpowiednio M;) (Oro i wsp., 1990). Kolorem niebieskim oznaczono cDNA i

reszty aminokwasowe UspDBDjo3 (N-koncowa: Nos i C-koncowa: Gio3) (na podstawie

Niedzieli-Majki (1999)).

[

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221.

721
241

781
261

841
281

atggacaactgcgaccaggacgccagctttecggectgageccacatcaaggaggaggtcaag
M D N C D Q DA S F R L S H I K E E V K

ccggacatctcegcagctgaacgacagcaacaacagcagcttttecgeccaaggecgagagt
P D I S Q L N D S NN S S F S P K A E S

cccgtgcececttcatgcaggeccatgteccatggtceccacgtgetgececggetceccaactececgece
P v P F M Q A M S M V HV L P G S N S A

agctccaacaacaacagcgctggagatgcccaaatggecgcaggegeccaatteggetgga
S S N NN S A G D A Q M A Q A P N S A G

ggctctgccgecgetgcagtccagcagcagtatccgectaaccatecgetgageggecage
G S A A A AV Q0 Q QY P P NH P UL S G S

aagcacctctgctctatttgeggggatcgggccagtggcaagcactacggecgtgtacage
K H L € §$ I €C G D R A S G KH Y G V Y s

tgtgagggctgcaagggcttctttaaacgcacagtgcgcaaggatctcacatacgecttge
¢C E G C K G F F K R TV VU RI KDULT Y A C

agggagaaccgcaactgcatcatagacaagcggcagaggaaccgctgccagtactgeccge
R E N R N C I I DK R QU RIDNUZRUGCWG QY C R

taccagaagtgcctaacctgecggcatgaagcgcgaagecggtccaggaggagecgtcaacge
Yy Q K ¢ L T C GM K R EA AV Q E E R QR

ggcgcccgcaatgeggegggtaggetcagegecageggaggcggcagtageggteccaggt
G A R N A A G R L S A S G G G S s G P G

tcggtaggcggatccagectectcaaggcggaggaggaggaggcggcgtttctggeggaatg
s v G G §s §$S §$S 9 G G G GG G G GV s G GG M

ggcagcggcaacggttctgatgacttcatgaccaatagegtgtccagggatttcectegate
G S 6 N G §S DD F M TN S V S R D F S I

gagcgcatcatagaggccgagcagcgagcggagacccaatgeggegategtgecactgacyg
E R I I E A E Q R A E T Q C G D R A L T

ttcctgegegttggtecctattecacagteccagecggactacaagggtgeecgtgteggec
F L R V. G P Y S TV Q P DY K G A V S A

ctgtgccaagtggtcaacaaacagctcttccagatggtcgaatacgegegecatgatgeecg
L ¢ Q vV V. N K Q L F Q M VvV EY A R MMFP

60
20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200

660
220

720
240

780
260

840
280

900
300

(numer dostepu w bazie

v



Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z D. melanogaster Dodatek II

901 cactttgcccaggtgccgectggacgaccaggtgattectgetgaaagecgettggatecgag 960
301 H F A Q v P L DD Q VI L L K A A W I E 320
961 ctgctcattgcgaacgtggectggtgcagcatcecgtttegetggatgacggeggtgecgge 1020
321 L L I A N V A W C 8§ I VvV s L D D G G A G 340

1021 ggcgggggcggtggactaggccacgatggctectttgagegacgatcaccgggecttcag 1080
341 G 66 GGG L 6 H D G S F E R R S P G L Q 360

1081 ccccagecagctgttcecctcaaccagagettctegtaccatecgcaacagtgecgatcaaagee 1140
361 P Q Q L, L N Q S F S Y HURNS A TI K A 380

1141 ggtgtgtcagccatcttcgaccgcatattgtcggagectgagtgtaaagatgaageggetg 1200
381 G v s A I F DRI L S E L S V KM K R L 400

1201 aatctcgaccgacgcgagctgtcctgecttgaaggeccatcatactgtacaacccggacata 1260
401 N L. D R R EL S CL K A I I L ¥ N P D I 420

1261 cgcgggatcaagagccgggcggagatcgagatgtgecgegagaaggtgtacgettgeectg 1320
421 R 6 I K S R A E I E M C R E K V Y A C L 440

1321 gacgagcactgccgcctggaacatccgggegacgatggacgetttgegcaactgetgetg 1380
441 D E H C R L E H P G D D G R F A Q L L L 460

1381 cgtctgececgetttgegatcgatcagectgaagtgeccaggatcacctgttectetteege 1440
461 R L. P A L R S I s L X C Q D H L F L F R 480

1441 attaccagcgaccggccgctggaggagectctttectecgagcagetggaggegecgecgeca 1500

481 I T S D R P L E E L F L E Q L E A P P P 500
1501 cccggcectggcgatgaaactggagtag 1527
501 P G L A M K L E * 508



Sekwencja genu EcR oraz biatka EcR z B. mori Dodatek III

III. Sekwencja genu EcR oraz biatka EcR z B. mori (numer dostgpu w bazie GenBank:
L.35266).

Numeracj¢ nukleotydéw podano od pierwszej zasady wchodzacej w sklad pierwszego
kodonu. Numeracja reszt aminokwasowych podana jest od pierwszej reszty, ktéra jest
metionina (odpowiednio M;) (Swevers i wsp., 1995). Kolorem niebieskim oznaczono cDNA i

reszty aminokwasowe ECRDBD3g7 (N-koncowa: Ajgg i C-koficowa: D3y).

1 atgagagtcgagaacgtggataacgtatcgtttgectttgaacggacgegetgacgagtgg 60
1 M R V E N V D NV S F A L NG IR A D E W 20
61 tgtatgtctgtagagacgcgtttagatagtttagtgcgagaaaaaagtgaagtgaaagcc 120
21 c Mm §$ vV ET R L D S L V R E K S E V K A 40

121 tacgtcggaggatgtccctecggtaatcacggatgectggagegtatgacgegetcecttegac 180
41 Yy v G G ¢ p SV I ™D A GA AY DAL F D 60

181 atgagacgccgctggtctaataacggtggcttcccgetgegaatgettgaagagagetet 240
61 M R R R W S N NG G F P L R ML E E S S 80

241 tcagaagtgacatcgtcttcggcactgggtttgccaccggccatggttatgtecgecggaa 300
81 S E v T™S S S AL G L P P A MV M S P E 100

301 tccttggecgtcgeccgagtatcgagecctecgagetatggagectacgatgacggaatcact 360
101 s L. A S P EY R AL EL W S Y DD G I T 120

361 tataatacagcccagtctctgectgggtgcatgcaatatgcaacagcaacagctacaacct 420
121 Y NT A Q §S L L G A CNMOQQOQ Q Q L @ P 140

421 cagcaaccacatccagcaccaccgacgctccccacgatgectttaccaatgectecccaca 480
141 Q Q P H P A P P T L P TM P L P M P P T 160

481 acaccgaaatcagaaaatgaatcgatgtcatcaggtcgagaggaactttcgececggettca 540
161 T P K §S E N E S M §S S G R E E L S P A S 180

541 agcataaatggctgcagtgctgatgctgacgccagacggcagaagaaaggtcecctgecaccet 600
181 s I N G C S A D A DA RUR QK K G P A P 200

601 cgacagcaagaggagctatgtcttgtctgeggecgacagagecteccggataccactacaac 660
201 R Q Q E E L C L vV €C G D R A S G Y H Y N 220

661 gcactgacgtgtgaaggatgcaaaggattcttcaggecggagtgtcaccaaaaacgcagta 120
221 A L T C E G C K G F F R R S V. T K N AV 240

721 tatatttgtaaatttggacatgcctgtgaaatggatatgtacatgaggaggaaatgtcaa 780
241 Y I ¢ K F G H A C EM DM Y M R R K C Q 260

781 gagtgtcgattaaagaaatgtctagcggtaggaatgaggcctgaatgtgtcatacaggag 840
261 E C R L K K C L AV G MR P E CV I Q E 280

841 cccagtaaaaataaagacaggcaaagacaaaagaaagacaaaggaatattattacctgtt 900
281 P S K N K D R Q R Q K K DK G I L L P V 300

vi



Sekwencja genu EcR oraz biatka EcR z B. mori

Dodatek III

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

agtacgaccacagtcgaagaccacatgcccccgatcatgcaatgtgatccacctecgece
s » T T v E D H M P P I M Q C D P P P P

gaggccgccaggattcacgaagtcgteccecgaggtatctttcggagaagetgatggagecag
E A A R I H E V V P R Y L S E K L M E Q

aacaggcagaagaacataccaccattgtcggcgaatcagaagtctctgatecgegaggetce
N R Q K N I P P L S A N QQ K S L I A R L

gtgtggtaccaggagggatatgagcagccctecgacgaggatctcaaaagagtaacgecag
V W Y Q E G Y E Q P S DETDTILIZ KU RV T Q

acttggcagtcggatgaagaggacgaggaatccgatctacccttecgecagatcacggag
T W Q S D E E D E E S D L P F R Q I T E

atgacgatcttaacggtccagttgatcgtcgagttecgeccaagggtctaccgggetttteg
M T I L TV Q L I VvV E F A K G L P G F S

aagatatcacagtctgatcaaatcaccttattaaaagcctecgtccagegaggtgatgatg
K I §S Q s D Q I " L L K A S S S E V M M

ctgcgggtggcgaggcgatacgacgccgegteccgacagegtgetgttecgeccaacaacaag
L R V A R R Y DA A S D S VL F A N N K

gcgtacacgcgcgacaactaccgccaaggcggcatggectacgtcatcgaagacctecta
A Y TR DNY R Q G G M A Y V I E D L L

cacttctgccggtgcatgttecgegatgggcatggacaatgtgcactttgecactgetcacg
H P C R C M F A MGMUDNV HF A L L T

gccatcgttatattctcagatcggeccecgggetecgagcagecgtegetggtagaagagate
A I v I F S D R P G L E Q P S L V E E I

cagagatactacctgaacacgttgcgaatttacatcatcaaccagaacagcgcgtecgteg
Q R ¥ ¥ L N T L R I ¥ I I N Q N S A S S

cgctgecgecgtgatctacggcaggatcctgagegtgectgaccgagetacgecacgetegge
R ¢ AV I ¥ G R I L §$ VL ™ ELIRTUL G

acgcaaaactccaacatgtgcatctcgctgaagctgaagaacaggaagctgeecgecgtte
T Q N §S N M C I S L K L K N R K L P P F

ctcgaggagatctgggacgtggcggaggtggccacgacgcatcccacggtgetgecgecce
L E E I wW D V A E V A T T H P T V L P P

accaacccggtggtgctatag
T N P V V L *

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420

1320
440

1380
460

1440
480

1500
500

1560
520

1620
540

1680
560

1740
580

1800
600

1821
606

vii



Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z B. mori Dodatek IV

IV. Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z B. mori (numer dostgpu w bazie GenBank:
U06073).

Numeracj¢ nukleotydéw podano od pierwszej zasady wchodzacej w sktad pierwszego
kodonu. Numeracja reszt aminokwasowych podana jest od pierwszej reszty, ktéra jest
metionina (odpowiednio M) (Tzertzinis i wsp., 1994). Kolorem niebieskim oznaczono cDNA

i reszty aminokwasowe UspDBD;p, (N-koncowa: Njgs 1 C-koncowa: Sypp).

il atgtcgagcgtggcgaagaaagataaacgcacaatgtcggtaactgegttgatcaatagg 60
1 M S S V A K K D K R T M S VvV ™A L I N R 20
61 gcgtggccaatgacgcctagecccacagcagcagcagcagatggtgecgtctacacageat 120
21 A W P M T P S P Q Q0 Q OO MV P S T Q H 40

121 tcgaatttcctgcacgcaatggctacaccttcaaccacacccaatgttgaactcgatata 180
41 S N F L H A M A TP S TT P N V E L D I 60

181 caatggctgaacatagagtcagggtttatgtcgectatgtcaccgecccgaaatgaageca 240
61 Q w L ~N I E S G F M S P M S P P E M K P 80

241 gatacggcgatgctcgacggtttccgagacgactcgacgecgecccectececttcaagaat 300
81 p T A ML DG VF R DD S TP P P P F K N 100

301 tatcccecctaaccatceccttgageggectcaaaacatctatgeteccatatgtggtgacaga 360
101 Y P P N H P L §8S G S K H L €C s I C G D R 120

361 gcctcgggcaaacattacggagtatacagttgtgaaggectgcaaagggttcecttcaagagg 420
1241 A S G K H Y G vV Y 8 C E G C K G F F K R 140

421 acagtcaggaaggatctcacatacgcgtgccgggaggacaagaattgtataatagataaa 480
141 T V R K D L T Y A C R E D K NTC I I D K 160

481 cgccagcggaatcgttgccagtactgeccgatatcagaagtgtectegettgeggecatgaag 540
161 R Q R N R CQ ¥ C R Y Q K C L A C G MK 180

541 agggaggctgtgcaagaggagagacagcgagccgcecgaggegtacagaagacgctcatece 600
181 R E A V. Q E E R Q R A A R R T E D A H P 200

601 agcagctctgtacaggagctatcgatcgagecgectgectggaattggaggegttagttgeg 660
201 s §s §S vV.Q E L S I E R L L E L E A L V A 220

661 gattcagctgaggagttacagatcctacgtgtcggtcccgaaagecggegtaccggeccaag 720
221 D S A E E L Q I L R V G P E S G V P A K 240

721 taccgagcccccgtcectcgagtectttgtcaaataggcaacaaacagatagecgetcecteatt 780
221 Y R A PV S S L C Q I G N K QI A AL I 260

781 gtttgggcgcgtgacattccacacttcgggcagctagaaatcgacgatcagatecttcecta 840
261 V W A R D I P H F G Q L E I DD Q I L L 280

841 atcaagggctcctggaacgaactgctgectgttecgectatecgcatggeggtcectatggagtte 900
281 I K G $S W N E L L L F A I A W R S M E F 300

viii



Sekwencja genu Usp oraz biatka Usp z B. mori

Dodatek IV

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

ctgaatgatgaacgagagaacgtagactcgcggaatacggcgeccgectcaactcatttgt
L N D E R E N V D S R N T A P P Q L I C

ttaatgccaggcatgacgctgcaccgcaactccgegetgcaggecggegtggggeagate
L M P G M T L HRN S A L Q A G V G Q I

ttcgaccgegtgetectecgagetgtegetcaagatgegetecctecgecatggaccaggec
F DRV L S EL S L K MR S L R M D Q A

gagtgcgtcgcgctcaaggccatcatactectcaatcctgacgtaaaaggattgaagaat
E C v A L K A I I L L N P DV K G L K N

aaacaagaagtggacgttcttcgagaaaagatgttcttatgectggacgagtactgecgg
K Q E v D VL R E K M F L ¢ L. D E Y C R

cgctegegeggeggggaggagggtcggttegeggegetgetgetgeggetgecggegetyg
R S R G G E E GR F A AL L L R L P A L

cgctccatctegectcaagagecttecgagcacctctacctgtteccacctegtggeccgaggge
R § I s L K §S F E H L Y L F H L VvV A E G

agcgtgagctcgtacatccgecgacgegetectgcaaccacgegecgeccatcgacaccaac
s vws §S Yy I R DAL CDNUH AU®PUP I DTN

atcatgtag
I M *

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420

1320
440

1380
460

1389
462

ix



Wektor ekspresyjny pGEX-2T Dodatek V

V. Wektor ekspresyjny pGEX-2T (Amersham Bioscences); numer dostgpu w bazie
GenBank: U13850.

POLILINKER

Trombina

| i’ |

L v P R G S P G I H R D
CTG GTT CCG CGTIGGA ’.l'CC' CCG GlGA ATT CAT CGT GAC TGA CTG ACG

kodony STOP
BamHI | | EcoRlI
Smal

A N 3
\\\\\\\- .
AT pPBR322 ori

gst-  gen kodujacy glutationo-S-transferaze (ang. glutathione S-transferase); kodon startu translacji
dla GST (ATG): 258 par zasad (pz); region kodujacy peptyd rozpoznawany przez trombing
(strzatka zaznaczono miejsce trawienia): 918-935 pz;

Amp' - gen B-laktamazy nadajacy bakteriom opornos$¢ na ampicyling (ang. ampicilin resistance);
promotor: -10: 1309-1314 pz, -35: 1286-1291 pz; kodon startu (ATG): 1356 pz; kodon stopu
(TAA): 2214 pz;

lacl® - gen lac represora; kodon startu (GTG): 3297 pz; kodon stopu (TGA): 4377 pz;

P..- hybrydowy promotor kierujacy transkrypcja genéw rekombinowanych bialek; promotor: -10:
205-211 pz, -35: 183-188 pz; lac operator: 217-237 pz; miejsce wigzania rybosoméw dla GST:
244 pz;

pBR322 ori - miejsce inicjacji replikacji plazmidu; region konieczny: 2281-2977 pz;
POLILINKER - 930-945 pz;



Wektor ekspresyjny pGEX-2T Dodatek V

» Sekwencja nukleotydowa prokariotycznego wektora ekspresyjnego pGEX-2T. Sekwencje¢
polilinkera (930-945 pz) pogrubiono. Kodon startu transkrybowanej sekwencji genu gst
zaznaczono duzymi literami i strzatka (kodon metioniny: 258-260 pz); kodony STOP
oznaczono kursywa i podkreslono dwiema kreskami. Sekwencje (869-891 pz)
standardowego 5’-koncowego startera (6.1.5.2.) do sekwencjonowania fragmentéw
wklonowanych w wektor podkreslono linig ciagla, natomiast sekwencjg¢ (1020-998 pz) do
ktorej wiaze si¢ standardowy 3’-koncowy starter (6.1.5.2.) zaznaczono linig przerywang

(Amersham Bioscences).

1 acgttatcgactgcacggtgcaccaatgcttctggegtcaggcagecatecggaagetgtyg 60
61 gtatggctgtgcaggtcgtaaatcactgcataattecgtgtcecgetcaaggegecactecegt 120
121 tctggataatgttttttgcgccgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgage 180
181 tgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttca 240
241 cacaggaaacagtattcA;Ztcccctatactaggttattggaaaattaagggccttgtgc 300
301 aacccactcgacttcttttggaatatcttgaagaaaaatatgaagagcatttgtatgage 360
361 gcgatgaaggtgataaatggcgaaacaaaaagtttgaattgggtttggagtttcccaatce 420
421 ttccttattatattgatggtgatgttaaattaacacagtctatggccatcatacgttata 480
481 tagctgacaagcacaacatgttgggtggttgtccaaaagagecgtgcagagatttcaatge 540
541 ttgaaggagcggttttggatattagatacggtgtttcgagaattgcatatagtaaagact 600
601 ttgaaactctcaaagttgattttcttagcaagctacctgaaatgctgaaaatgttcgaag 660
661 atcgtttatgtcataaaacatatttaaatggtgatcatgtaacccatcctgacttcatgt 720
721 tgtatgacgctcttgatgttgttttatacatggacccaatgtgecctggatgegttcccaa 780

781 aattagtttgttttaaaaaacgtattgaagctatcccacaaattgataagtacttgaaat 840

841 ccagcaagtatatagcatggcctttgcagggctggcaagccacgtttggtggtggecgacce 900

901 atcctccaaaatcggatctggttccgecgtggateccegggaattcatcgtgactgactga 960
961 cgatctgectcgegegttteggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcageteccegg 1020
1021 agacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaageccgtcagggegegt 1080
1081 cagcgggtgttggcgggtgtcggggcgcageccatgacccagtcacgtagecgatageggag 1140

1141 tgtataattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtca 1200

1201 tgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgecggaacce 1260

Xi



Wektor ekspresyjny pGEX-2T

Dodatek V

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

ctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccct
gataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcecgtgteg
cccttattcececttttttgeggecattttgecttectgtttttgetcacccagaaacgetgg
tgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatc
tcaacagcggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaatgatgagea
cttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtgttgacgecgggcaagagcaac
tcggtcgeccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaa
agcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtg
ataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgett
ttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcecgttgggaaccggagctgaatg
aagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttge
gcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactgga
tggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeccttecggetggetggttta
ttgctgataaatctggagccggtgagegtgggtctegeggtatcattgecagecactggggce
cagatggtaagccctcccgtatecgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatgg
atgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgt
cagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaa
ggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagtttt
cgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttecttgagatecttttt
ttctgcgcgtaatctgcectgecttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtt
tgccggatcaagagctaccaactcectttttccgaaggtaactggecttcagcagagegcaga
taccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtag
caccgcctacatacctcecgctctgcectaatecctgttaccagtggectgetgecagtggegata
agtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagecggtcecgg
gctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactga
gatacctacagcgtgagctatgagaaagcgceccacgcttcccgaagggagaaaggcggaca
ggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaa
acgcctggtatctttatagtcctgtecgggtttecgecacctectgacttgagegtegatttt
tgtgatgctcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgccagcaacgcggectttttac
ggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttetttectgegttatececectgatt

ctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagectgataccgectegecgecagecgaacga
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Wektor ekspresyjny pGEX-2T

Dodatek V
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ccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgectgatgeggtattttetec
ttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcataaattccgacaccatcgaatggtgcaaaa
cctttecgeggtatggcatgatagecgeccggaagagagtcaattcagggtggtgaatgtga
aaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtcetcttatcagaccgtttecee
gcgtggtgaaccaggccagceccacgtttectgecgaaaacgecgggaaaaagtggaageggega
tggcggagctgaattacattcccaaccgegtggcacaacaactggcgggcaaacagtegt
tgctgattggcgttgeccacctccagtctggecctgecacgegeecgtegcaaattgtegegg
cgattaaatctcgcgccgatcaactgggtgeccagegtggtggtgtcgatggtagaacgaa
gcggcgtcgaagectgtaaagecggecggtgcacaatcttectegegecaacgegtcagtggge
tgatcattaactatccgctggatgaccaggatgccattgectgtggaagctgectgecacta
atgttccggegttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattattttet
cccatgaagacggtacgcgactgggcgtggagcatctggtegecattgggtcaccagcaaa
tcgcgetgttagecgggecccattaagttectgtecteggegegtetgegtetggetggetgge
ataaatatctcactcgcaatcaaattcagccgatagcggaacgggaaggcgactggagtyg
ccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatgagggcatcgttcccactgega
tgctggttgccaacgatcagatggcgectgggecgcaatgegegecattaccgagteccggge
tgcgcgttggtgcggatatctecggtagtgggatacgacgataccgaagacagctcatgtt
atatcccgccgttaaccaccatcaaacaggattttcecgectgetggggcaaaccagegtgg
accgcttgctgcaactctctcagggccaggecggtgaagggcaatcagetgttgecegtet
cactggtgaaaagaaaaaccaccctggcgcccaatacgcaaaccgectctececegegegt
tggccgattcattaatgcagectggcacgacaggtttcccgactggaaagegggcagtgag
cgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatg
cttccggctegtatgttgtgtggaattgtgagecggataacaatttcacacaggaaacagce
tatgaccatgattacggattcactggccgtcegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccc
tggcgttacccaacttaatcgecttgcagcacatcccectttegecagetggegtaatag
cgaagaggcccgcaccgatcgeccttecccaacagttgegecagectgaatggecgaatggeg
ctttgcctggtttcecggcaccagaageggtgecggaaagectggetggagtgegatettec
tgaggccgatactgtcgtegtecectcaaactggcagatgcacggttacgatgegeccat
ctacaccaacgtaacctatcccattacggtcaatccgecgtttgttcccacggagaatcc
gacgggttgttactcgctcacatttaatgttgatgaaagctggctacaggaaggccagac

gcgaattatttttgatggcgttggaatt
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