W swojej rozprawie doktorskiej przedstawitam wyniki badan dotyczacych wptywu
jonéw miedzi na strukture i oligomeryzacje cystatyny C oraz jej wybranych wariantéw.
Wykonane przeze mnie prace badawcze i ich wyniki pozwolity mi na zrealizowanie wiekszosci
z postawionych sobie wczesniej celow.

W ramach badaid doktorskich przygotowatam wektory ekspresyjne i nadprodu-
kowatam w systemie bakteryjnym E. coli trzy nowe mutanty cystatyny C — H86A, H90A oraz
H86 90A. Otrzymane biatka oczyscitam i scharakteryzowatam pordéwnujac ich budowe
i wtasciwosci do hCC typu dzikiego. Badania aktywnosci inhibicyjnej wzgledem papainy oraz
badania struktury z wykorzystaniem dichroizmu kotowego nie wykazaty istotnych réznic
pomiedzy poszczegdlnymi wariantami, a biatkiem dzikim. Badania CD w gradiencie
temperatury wskazaty natomiast na obnizong stabilnos¢ konformacyjng mutanta H90A, co
w trakcie kolejnych analiz skutkowato jego znacznie podwyzszong tendencjg do dimeryzacji.
Mutacja wprowadzona zostata we fragmencie tancucha, ktéry wedtug dotychczasowych
badan, nie powinien wptywac na proces tréojwymiarowej wymiany domen (w petli AS). Jednak
usuniecie reszty His®® spowodowato destabilizacje taricucha na tyle duzg, ze pod wptywem
czynnikbw nawet stabo indukujgcych  dimeryzacje wariant ten dimeryzowat
w stopniu duzo wyzszym niz biatko typu dzikiego. Wskazuje to na mozliwg, cho¢ nieopisang
jeszcze, role petli AS w procesie dimeryzacji cystatyny C.

Wptyw jondw miedzi (II) na strukture i stabilno$é¢ konformacyjng wariantéw hCC
badatam za pomoca takich technik jak dichroizm kotowy oraz chromatografia sgczenia
molekularnego. Obecnoé¢ jondw Cu?* nie wptywa na strukture drugo- i trzeciorzedowa biatka,
ale podczas dtuzszej interakcji prowadzi do zainicjowania procesu tréjwymiarowej wymiany
domen i dimeryzacji (zwtaszcza w przypadku biatek WT oraz H90A), ktéra jest poczgtkiem
dalszej oligomeryzacji biatka. Dodatkowo, oddziatywanie z jonami miedzi (Il) istotnie obniza
stabilnos¢ termiczng biatka typu dzikiego oraz wariantu H90A. Do rozpoczecia zmian
konformacyjnych w ich strukturach wystarczy temperatura o okoto 10-15 °C nizsza niz
w przypadku prébek kontrolnych niezawierajacych Cu?*. Podobne zachowanie biatek hCC WT
oraz H90A podczas wykonywanych eksperymentéw sugeruje, ze to obecno$é reszty His®® jest
kluczowa w oddziatywaniu cystatyna C — jony miedzi(ll). Usuniecie wspomnianej reszty (co
miato miejsce w biatkach H86A oraz H86_90A) obnizyto wrazliwos¢ obu mutantéw na

obecnos$¢ miedzi w roztworze.



Badania EPR wskazaty na istnienie czterech rodzajow kompleksow tworzonych przez
jony miedzi (Il) w roztworze wodnym zawierajgcym monomeryczng forme cystatyny C
(stabilizowang przeciw dimeryzacji). Jednak tylko dwa z nich uwzgledniajg udziat badanych
reszt histydyny: His® oraz His*®°. Analizy NMR potwierdzity oddziatywanie jonu miedzi (ll)
z obiema resztami histydyny w petli AS, jednak wykazaty takie wystepowanie szeregu
dodatkowych, niespecyficznych oddziatywan w innych regionach czasteczki. Powinowactwo
reszty His®® do ww. jonéw potwierdzity réwniez badania rentgenograficzne na biatku typu
dzikiego. Po namoczeniu krysztatéw hCC WT w roztworze miedzi (Il) na otrzymanych z badan
dyfrakcyjnych mapach gestosci elektronowej, w obrebie reszty His®® zaobserwowatam
pojawienie sie dodatniej mapy réznicowej, ktéra prawdopodobnie stanowi hydratowany jon
miedzi (I1). Przy reszcie His®® nie zauwazytam podobnych zmian ze wzgledu na jej potozenie.
Dostep do reszty His3 jest utrudniony w wyniku obecnosci w jej bliskiej sgsiedztwie reszt Tyr*?
i Arg>! czasteczki symetryczne;.

Podjete przeze mnie préby fibrylizacji cystatyny C w obecnosci badanych jonéw
udowodnity, ze ich obecnos¢ nie wptywa na morfologie otrzymanych wtdkien biatkowych, co
potwierdzitam za pomocg zdjec¢ z transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Wyjgtkiem byt
mutant H90A, ktéry w warunkach stabszego wytrzgsania (300 rpm — wytrzgsanie stabsze od
literaturowego 600 rpm) i w obecnosci chlorku miedzi utworzyt gtéwnie duze, zbite agregaty
biatkowe, wsrdd ktéorych zaobserwowatam niewielkie i pozlepiane struktury fibrylarne
oddziatujgce z tioflawing T. Eksperyment wykonany na biatku dzikim w stezeniu 12x nizszym
od literaturowego udowodnit natomiast, ze miedz wptywa na poczgtkowe etapy
oligomeryzacji. Struktury protofibrylarne w prébce z miedzig pojawity sie kilkadziesigt godzin
pdzniej niz w probce kontrolnej. Cu?* prawdopodobnie ma zdolno$¢ do stabilizowania
dimerycznych i/lub niskooligomerycznych, rozpuszczalnych form biatka, co prowadzi do
opdznienia agregacji, jednak nie wptywa na strukture i morfologie tworzgcych sie fibryli.

Ostatnim etapem moich badan doktorskich byta krystalizacja nadprodukowanych
biatek w obecnosci jondw miedzi w celu ustalenia miejsca wigzacego. Niestety indukowana
Cu?* dimeryzacja, a dalej oligomeryzacja biatek prowadzita do szybkiego strgcania osadéw
biatkowych w kroplach krystalizacyjnych i uniemozliwiata tworzenie krysztatdw. Udato mi sie
jednak otrzymac trzy struktury krystaliczne wariantéw H90A oraz H86_90A bez udziatu jondéw
miedzi. Odpowiednio dobrane sktady roztworéw krystalizacyjnych pozwolita mi na

wykrystalizowanie mutanta H90A w dwdéch formach — monomerycznej i dimerycznej, co nie



udato sie wczesniej dla zadnego innego wariantu hCC. Obie struktury zdeponowane zostaty
w Biatkowej Bazie Danych i znalez¢ je mozna pod kodami 7PU2 (monomer) oraz 7PU3 (dimer).
Struktura biatka H86_90A nie zostata zdeponowana ze wzgledu na stabg jako$é modelu.
Wszystkie trzy otrzymane struktury krystaliczne nie réznity sie znaczgco od modeli dostepnych
w PDB. Gtéwne rdinice zaobserwowatam we fragmentach labilnych i stabo

ustrukturyzowanych takich jak petle oraz N- i C-korice.



