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Cytoszkielet aktynowy zbudowany jest z diugich witokien, ktorych podstawowym
elementem budulcowym jest aktyna. Podstawowag rolg cytoszkieletu aktynowego jest
nadawanie komoérkom ksztattu oraz umozliwienie im poruszania si¢. Stanowi on bardzo
dynamiczng strukturg, ktéra podlega Scistej regulacji ze strony biatek wigzacych aktyne
(ang. actin binding proteins, ABP). Biatka te kontroluja procesy polimeryzacji
1 depolimeryzacji filamentow aktynowych w opowiedzi na bodzce zaréwno
zewnatrzkomoérkowe, jak 1 te pochodzace z wnetrza komorki. W ostatnich latach
zidentyfikowano licznych przedsawicieli nalezacych do rodziny biatek wigzacych aktyne,
jednak wiedza na temat procesow molekularnych, ktore te bialka regulujg jest nadal bardzo
ograniczona. W duzej mierze jest to spowodowane dynamiczng naturg opisywanych uktadow
biatek, ktora utrudnia doktadny opis zjawisk z wykorzystaniem dotychczas stosowanych
metod badawczych (np. krystalografii rentgenowskiej).

Proces polimeryzacji aktyny i tworzenia filamentéw aktynowych w komorkach
wymaga w pierwszym etapie utworzenia tzw. zarodka (ang. nucleus), czyli struktury
zbudowanej z trzech monomerdéw aktyny. Spontaniczne powstawanie zarodkow aktyny, czyli
nukleacja jest procesem niekorzystnym energetycznie ze wzgledu na niestabilnos¢ dimerow i
trimerow tego biatka. Przezwycigzenie bariery energetycznej tworzenia zarodka umozliwia
rodzina biatek wigzacych aktyng, nazwana od roli, ktorg petniag w komorkach nukleatorami
aktyny. Wyrdzni¢ mozna trzy podstawowe grupy nukleatoréw aktyny: kompleks Arp2/3,
forminy i biatka zawierajace domeny WH2. Do ostatniej podgrupy nalezy biatko Spire, ktore
charakteryzuje si¢ obecnoscig czterech domen WH2, z ktérych kazda wigze jeden monomer
aktyny. O ile mechanizm molekularny nukleacji aktyny z udzialem formin i kompleksu
Arp2/3 zostal w ostatnich latach szczegdlowo opisany, o tyle wcigz niejasny pozostaje proces
powstawania zarodkow aktyny z udziatem biatka Spire. Wyniki badan kilku niezaleznych
grup wskazuja, ze biatko Spire moze nie by¢ wystarczajacycm czynnikiem zdolnym do
tworzenia stabilnego zarodka aktyny, a jego aktywno$¢ moze wymagaé asysty ze strony
biatek nalezacych do innych grup nukleatoréw, takich jak forminy.

Niezaleznie od mechanizmu dziatania, bialka nalezace do rodziny nukleatorow aktyny
peinig istotng rolg takze w stanach patologicznych. Zwigkszona dynamika cytoszkieletu
aktynowego bedaca wynikiem nadekspresji nukleatoréw aktyny lezy u podstaw pobudzania
ruchliwo$ci komorek nowotworowych, co umozliwia tworzenie przerzutow.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie roli domen WH2 biatka Spire
w kontekscie procesu nukleacji i polimeryzacji aktyny oraz identyfikacja inhibitoréw

zaburzajacych oddzialywanie pomigdzy biatkiem Spire i forming FMNZ2.



Tworzenie zarodkoéw polimeryzacji w obecnosci bialek nalezacych do rodziny
nukleatoréw aktyny jest procesem szybkim, wymagajacym zastosowania specjalnych technik
umozliwiajacych prawidtowe opisanie zachodzacych zjawisk. W niniejszej pracy
zastosowano technik¢ mikroskopii fluorescencyjnej na poziomie pojedynczych czasteczek
z wykorzystaniem macierzy typu ZMW (ang. Zero Mode Waveguide). Macierze ZMW s3a
obecnie jedynymi urzadzeniami, ktére pozwalaja na $ledzenie proceséw biologicznych od
poczatkowych etapoéw. Ich zastosowanie wigze si¢ z konieczno$cig immobilizacji badanych
biatek na dnie studzienek macierzy. W tym celu konieczne bylo wprowadzenie do struktury
biatek czasteczki destiobiotyny, co osiggni¢to na drodze selektywnego znakowania biatek na
N-koncu z udzialem enzymu Sortaza A. Badania prowadzono z wykorzystaniem fragmentu
biatka Spire zawierajacego cztery domeny WH2 i nalezacego do grupy formin fragmentu
biatka Cappuccino zawierajacego dwie domeny FH2. Badania przeprowadzone w obecnosci
biatka Spire wskazuja, ze cztery domeny WH2 pomimo ich zdolno$ci do wigzania
monomerdéw aktyny nie sg wystarczajagcym czynnikiem zdolnym do utworzenia stabilnego
zarodka nukleacji. Odwrotnie, w przypadku biatka Cappuccino obserwowano powstawanie
filamentéw aktynowych i obecno$¢ stabilnego zarodka nukleacji przez caly czas trwania
eksperymentu, co potwierdzito aktywno$¢ nukleacyjng tego biatka.

W drugiej czesci pracy podjeto probe identyfikacji matoczasteczkowych inhibitorow
wykazujacych zdolnos¢ do zaburzania oddzialywania pomiedzy biatkiem Spirel i forming
FMN2. Ten aspekt jest szczegélnie istotny w Swietle informacji, ze biatko Spire jest
znajdowane w inwadosomach, tj. bogatych w filamenty aktynowe sktrukturach, ktore
umozliwiaja komoérkom nowotworowym rozpoczecie procesu przerzutowania. Poniewaz
dotychczas nie s3 znane zwiagzki bedace inhibitorami oddzialywania Spirel-FMN2,
W niniejszej pracy zastosowano dwie odrebne $ciezki poszukiwania zwigzkow wykazujacych
takg aktywnos¢.

W ramach pierwszego podej$cia zwigzki wyselekcjonowano wykorzystujac techniki
in silico. Dysponujac wysokorozdzielcza strukturg krystalograficzng kompleksu Spirel-
FMN?2, zaprojektowano model farmakofora, ktory zostal nastepnie uzyty do przeprowadzenia
wirtualnego skriningu. Zwiazki wyselekcjonowane w tym procesie zostaty nastepnie zbadane
pod katem ich oddziatywania z bialkiem Spirel z wykorzystaniem metod biofizycznych;
testu przesunigcia temperatury topnienia biatka (ang. thermal shift assay, TSA) oraz
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Badania potwierdzity zdolno$¢ wigzania
jednego zwiazku zawierajacego ugrupowanie /H-indolu do biatka Spirel. W celu znalezienia

bardziej aktywnych zwigzkow pozyskano pigtnascie dodatkowych analogow strukturalnych



zawierajacych rdzen [H-indolu, jednak zaden ze zwigzkow nie wykazywal pozadanej
aktywnosci. Ciekawym bym fakt, ze jeden z nowo pozyskanych zwigzkow wykazywat
wigzanie do biatka Spire2.

W drugim podejsciu  zastosowano metod¢ projektowania  inhibitorow
z wykorzystaniem biblioteki zwigzkoéw o strukturze tzw. fragmentow. W pierszym etapie,
wykorzystujac test przesunigcia temperatury topnienia biatka wytypowano pig¢ fragmentow.
W kolejnym etapie, wykorzystujac sperktroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego
potwierdzono zdolno$¢ wigzania si¢ do biatka Spirel dla trzech zwigzkow.

W ramach pracy doktorskiej podejeto roéwniez proby uzyskania struktur
krystalograficznych komplekséw biatek Spire wraz z odkrytymi inhibitorami. Poznanie
modelu wigzania nowych zwigzkow pozwoliloby na zaprojektowanie bardziej aktywnych
pochodnych. Dotychczasowe proby nasaczania uzyskanych krysztalow biatka Spirel
zakonczyty si¢ jednak niepowodzeniem.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej zostaly przedyskutowane
w kontek$cie danych literaturowych dotyczacych badanych bialek. Na tej podstawie
zaproponowano model wspotdziatania biatka Spire z forming FMN2 w procesie nukleacji
aktyny i tworzenia filamentow aktynowych.

Kolejnym istotnym wynikiem niniejszej pracy doktorskiej jest odkrycie
matoczasteczkowych zwigzkow wykazujacych zdolno§¢ wigzania si¢ do bialka Spire.
Pomimo tego, ze odkryte zwiazki majg charakter stabych inhibitoréw, stanowig pierwsze
zwigzki mogace zaburza¢ powstawanie kompeksu pomiedzy Spire 1 forming FMN2.
Odpowiednia optymalizacja struktury zidentyfikowanych zwiazkéw mogtaby skutkowaé
w przysztosci uzyskaniem bardziej aktywnych zwigzkow, ktore bedg mogly by¢ uzyte jako
swoiste sondy chemiczne do badania roli kompleksu Spirel-FMN2 na poziomie
komorkowym.

Przedstawiona praca doktorska przyczynita si¢ do poszerzenia wiedzy na temat
molekularnego mechanizmu dziatania bialka Spire oraz dostarczyta pionierskich informacji
na temat uwarunkowan strukturalnych zwigzkéw wykazujacych zdolnos¢ do wigzania si¢

z biatkiem Spire.
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