Wptyw dynamiki koordynacyjnej Zn(II) na strukture domeny
haczykowej biatka Rad50

Streszczenie

Zycie to kontinuum samopodtrzymujacej sie informacji — informacji w postaci kodu
genetycznego zapisanego w czasteczkach DNA. Utrzymanie informacji w stanie
nienaruszonym i pozwalajacym na jej bezpieczne przekazanie kolejnym pokoleniom to
podstawowy cel istnienia wszystkich indywiduéw materii ozywionej. Aby sprosta¢ temu
wyzwaniu organizmy rozwingty skomplikowane mechanizmy obrony przed uszkodzeniami
DNA oraz sposoby naprawy kwasow nukleinowych, ktore kazdego dnia narazone sg na
destrukcyjne sity egzogenne, takie jak promieniowanie stoneczne, oraz zaprogramowane
procesy przerywajace ni¢ DNA, np. procesy rekombinacji podczas podziatow mejotycznych.
Najgrozniejsze uszkodzenia to podwodjne peknigcia nici DNA (z j. ang. double-stranded DNA
breaks — DSB), ktore moga doprowadzi¢ do powaznych uszkodzen genomu i w efekcie do
$mierci komorki. Za rozpoznawanie i naprawe tych peknie¢ odpowiada kompleks MRN/X,
ktory, ~w  postaci  heterotetrameru  (Mrell>Rad502) badz  heteroheksameru
(Mrel1,Rad502Nbs1,/Xrs2; (Xrs2 — homolog Nbsl w S. cerevisiae)) znajduje si¢ we
wszystkich organizmach zywych, niezaleznie od domeny zycia, do ktorej przynaleza. Biatko
Rad50, nalezgce do rodziny biatek organizacji strukturalnej chromosomow (z j. ang. structural
maintenance of chromosomes — SMC), stanowi rdzen strukturalny kompleksu MRN/X. Jego
unikatowa, dwubiegunowa budowa, w postaci globularnego biegunu ATP-azowego,
odpowiedzialnego za wigzanie DNA, oraz rozdzielonego dtugim segmentem superhelikalnym
biegunu haczykowego, odpowiedzialnego za dimeryzacje kompleksu, umozliwia taczenie
dwodch peknietych czasteczek DNA ze sobg na przestrzeni nawet 1200 A. Aby naprawié
peknigcia DSB, czasteczki musza znalez¢ si¢ w odpowiednio bliskiej odlegtosci, ktora
umozliwi rozpoczecie odbudowy podwoéjnej helisy z wykorzystaniem jednej z dwoch
glownych $ciezek naprawy DSB — precyzyjnej naprawy w postaci homologicznej rekombinacji,
bazujacej na matrycy w postaci chromatydy siostrzanej, oraz mniej doktadnej, lecz szybkiej
naprawy w postaci hiehomologicznego taczenia koncow. Dwie zroznicowane $ciezki haprawy
DNA wymuszajg na kompleksie MRN/X wysoki stopien strukturalnej i funkcjonalnej
elastycznosci, gwarantujgcej odpowiednie dopasowanie 1 gotowos¢ do optymalnego
procesowania i taczenia przerwanych nici DNA. Dwubiegunowos¢ biatka Rad50 przejawia si¢
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globularny jak i haczykowy odpowiada za funkcjonowanie kompleksu, a zmiany allosteryczne
na jednym z nich moga oddziatywac na drugi.

Domena haczyka cynkowego (Hk) jest przykladem migdzybiatkowego miejsca
wigzania Zn(ll). Dwa protomery Rad50 dostarczajg dwa, silnie konserwowane ewolucyjnie,
motywy dwucysteinowe CXXC, ktore wspotwigzg jon Zn(ll) w geometrii tetraedrycznej.
Utworzenie kompleksu Zn(Hk)., wespot z oddziatywaniem czesci globularnych, utrzymuje
catos¢ kompleksu MRN/X w konformacji dimerycznej. Chociaz stabilno$¢ kompleksu z Zn(l11)
jest ekstremalnie wysoka (jest to kompleks biomolekuty z Zn(1l) 0 najwyzszej zarejestrowanej
do tej pory statej trwatosci), sgsiadujacy z domeng haczyka cynkowego diugi segment
superheliklany biatka utrudnia doktadng analiz¢ biofizyczng opisywanego biegunu Rad50.
Pierwsza, i przez kilkanascie lat jedyna, struktura krystaliczna domeny haczyka cynkowego
ukazywata centralny fragment biatka Rad50 z organizmu hipertermofilnego archeowca P.
furiosus. Symetryczna, otwarta struktura dimeru nie wyjasniata jednakze wszystkich aranzacji
kompleksu obserwowanych w badaniach mikroskopii sit atomowych i mikroskopii
elektronowej. Dodatkowo, réznice w sekwencji aminokwasowej bezposrednio sgsiadujacej z
resztami wigzacymi Zn(ll), jak rowniez w dalszych obszarach segmentu superhelikalnego,
pomiedzy biatkami Rad50 z r6znych organizméw sugeruja, ze struktury domeny haczykowej
moga prezentowac si¢ zgota odmiennie w organizmach przedstawicieli réznych domen zycia.
Na szczegolng uwage zastuguje dodatkowa reszta Cys, zlokalizowana po aminowej stronie
pierwszej reszty Cys motywu wigzacego (CCXXC) w sekwencjach Rad50 wigkszosci
organizmow eukariotycznych, ktora, potencjalnie, moze bra¢ udziat w koordynacji Zn(ll) i
wplywac na strukture sfery koordynacyjnej.

Niniejsza dysertacja opisuje badania domen haczyka cynkowego biatek Rad50
pochodzacych z trzech organizmoéw - H. sapiens, S. cerevisiae oraz P. furiosus — ktorych celem
byto dostarczenie nowych danych biofizycznych, rzucajacych $wiatlo na nastepujace
zagadnienia: 1) jak wyglada struktura domeny haczyka cynkowego w biatkach organizméow
eukariotycznych, ii) jaka jest rola trzeciej reszty Cys w obrgbie motywu wiazacego Zn(ll), iii)
w jaki sposob domena haczyka cynkowego moze przekazywac sygnaty allosteryczne do czesci
globularnej kompleksu MRN/X (i w drugim kierunku) oraz iv) czy jon Zn(ll) w kompleksie
haczyka moze by¢ podstawiony przez toksyczny jon Cd(ll) - co ttumaczytoby potencjat
genotoksyczny tego jonu.

Pierwsza czes¢ tezy opisuje badania strukturalne domeny haczyka cynkowego
ludzkiego biatka Rad50. Wspotpraca z grupa prof. Yunje Cho, ktéra zaowocowata
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Rad50 w dimerze haczyka cynkowego — konformacje zamknigta, W uktadzie walca. Uktad
zamknigty utrzymywany jest poprzez dodatkowe miejsca oddzialtywania pomigdzy
protomerami — interfejs hydrofobowy i elektrostatyczny. Badania in vitro z wykorzystaniem
spektrofluorymetrycznej analizy hetero-FRET potwierdzity analizy in vivo wykonane na
komorkach S. cerevisiae i wspdlnie wykazaty, ze nowe miejsca oddziatywania odkryte w
ludzkiej domenie haczykowej odpowiadajg za utrzymanie konformacji zamknigtego dimeru.
Co wigcej, przeprowadzone badania z wykorzystaniem odpowiednio zaprojektowanych
wariantow mutacyjnych domeny haczyka cynkowego dowiodly, ze nowy interfejs
elektrostatyczny i interfejs koordynacyjny — motyw wiagzacy Zn(ll) - sa od siebie zalezne i
wspolpracuja przy regulacji funkcjonalnej kompleksu MRN/X.

W drugiej czesci tezy zaprezentowano wyniki badan domeny haczyka cynkowego
Rad50 z organizmu S. cerevisiae. Obszerna analiza biofizyczna domeny, przeprowadzona na
fragmentach domeny o dtugosci od 5 do 196 reszt aminokwasowych, wykazata, ze struktura
drozdzowego haczyka cynkowego prezentuje konformacj¢ rozwartego dimeru, w
przeciwienstwie do struktury ludzkiego homologu, i jest bardziej zblizona do klasycznej
struktury biatka z organizmu P. furiosus. Dodatkowo, zarejestrowano znaczne zmiany
strukturalne domeny pod wptywem wzrastajacego st¢zenia jonow Zn(ll). Szczegdtowa analiza
tego procesu z wykorzystaniem precyzyjnego buforowania jonow Zn(ll) wykazala, ze
drozdzowy haczyk cynkowy wiaze dwa jony Zn(ll) z istotnie odmiennym powinowactwem, a
wigzanie kazdego z nich niesie za sobg globalne zmiany w strukturze tancucha peptydowego.
Dzigki badaniom zmutowanego wariantu domeny haczykowej w postaci mutanta
pozbawionego dodatkowej reszty Cys, ktorg zastgpiono resztg Gly (C686G), dowiedziono, ze
dodatkowa reszta odpowiada za opisang dynamike strukturalng domeny haczyka, ktora poprzez
dostarczenie dodatkowego donora S™ umozliwia dokoordynowanie drugiego jonu Zn(ll) w
mononuklearnym kompleksie haczyka Zn(Hk). i uformowanie binuklearnego centrum Zn;Se,
tym samym generujac kompleks Znz(HK)2. Transformacja formy mononuklearnej do formy
binuklearnej domeny haczyka cynkowego wigz¢ si¢ z nozycowym ruchem regiondow
superhelikalnych protomeréw Rad50 — z formy otwartej do formy zamknigtej — i sugeruje
mozliwo$¢ cynkowej regulacji struktury i funkcji catego kompleksu MRX w komoérkach
drozdzy.

Trzecia, i1 ostatnia, czg¢s¢ tezy dotyczy oddziatywania toksycznego jonu Cd(ll) na
domene haczyka cynkowego biatka Rad50. Cd(11), poza szeregiem silnie toksycznych efektow
jakie wywotuje w narazonych nan komorkach, jest karcynogenem i jonem o potencjale
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ligandow z donorami siarkowymi wzgledem Cd(ll), wydajnie wypiera Zn(ll) z biatek
cynkowych angazujacych reszty Cys w miejscach wiazania jonu metalu, w efekcie generujac
toksyczny nadmiar wolnych jonow Zn(ll) w komoérce | zaburzajagc homeostaze proteomu
cynkowego. Z uwagi na czterocysteinowe miejsce wigzania Zn(ll) oraz fundamentalne
znaczenie dla procesow naprawy DNA, biatko Rad50 jest potencjalnym celem dla toksycznego
jonu Cd(Ill), a wymiana Zn(ll)/Cd(Il) w domenie haczyka cynkowego moze byc¢
odpowiedzialna za efekty genotoksyczne wywotane tym jonem. Przeprowadzona analiza
wymiany Zn(I1)/Cd(Il) w domenie haczyka cynkowego biatka Rad50 z P. furiosus wykazata,
ze wymiana jonow zachodzi szybko i wydajnie, nawet w obecnosci metalotionein - biatek
magazynujacych Zn(ll) w komodrkach o wysokim powinowactwie do Cd(ll), a kompleks
zachowuje swoja stechiometri¢ (Zn(HK). + Cd(ll) = Cd(Hk). + Zn(ll)). Badania
termodynamiki procesu wymiany wykazatly, ze gtowng sita napedowa procesu wymiany jest
korzystna zmiana entalpii tworzenia wigzania Cd—S, ktoéra jest az 0 2,6 kcal/mol nizsza
(bardziej korzystna termodynamicznie) od entalpii tworzenia wigzania Zn—S. Powstajacy
kompleks Cd(HK)2 jest najbardziej stabilnym kompleksem jonu Cd(11) z czasteczka biologiczng
opisanym w literaturze (-logKq = 22,7), a jego struktura jest istotnie odmienna w poréwnaniu Z
kompleksem cynkowym, co udokumentowano analizg strukturalng jadrowego rezonansu
magnetycznego. Wyniki uzyskane w toku pracy badawczej sugeruja, ze wymiana Zn(11)/Cd(l1)
w domenie haczyka cynkowego moze zachodzi¢ w warunkach komorkowych, co moze
skutkowa¢ uposledzeniem funkcji Rad50, a w efekcie ostabieniem mechanizmow naprawy
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