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                                    ABSTRACT 
 

Optineurin (OPTN) is a multifunctional, ubiquitously expressed cytoplasmic protein. The name 

‘Optineurin’ has been derived from OPTIc NEURopathy INducing protein. The mutants 

of OPTN are linked with primary open-angle glaucoma (POAG), a pathological condition that 

causes irreversible blindness and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).  The presence of OPTN 

in ocular tissues like the iris, retina, cornea, trabecular meshwork, and lenses is intriguing. This 

is because mammalian ocular tissues, particularly eye lenses, often experience various stress 

conditions. Interestingly, the ocular protein OPTN also harbors heat shock elements in its 

promoter region. Sequence analysis of OPTN exhibits intrinsically disordered regions and 

nucleic acid binding domains. These properties hinted that OPTN might be endowed with 

sufficient thermodynamic stability and chaperoning activity. However, these attributes of 

OPTN have not yet been explored. In the first part of this thesis we  have studied these 

properties in OPTN and its ALS-related mutant through thermal and chemical denaturation 

experiments and monitored the processes using CD, fluorimetry, differential scanning 

calorimetry, and dynamic light scattering. We found that upon heating, OPTN reversibly forms 

higher-order multimers. OPTN also displayed a chaperone-like function by reducing the 

thermal aggregation of bovine carbonic anhydrase. It regains its native secondary structure, 

RNA-binding property, and melting temperature (Tm) after refolding from a thermally as well 

as chemically denatured state.  

Considerable progress has been made over a decade in  understanding the physiological and 

pathological functions of OPTN. It is well reported that OPTN is an aggregation prone protein 

that is involved in neurodegenerative disease progression. OPTN tends to form aggregates 

under certain stress conditions such as oxidative stress. Moreover, OPTN is associated with the 

with the RNA binding proteins and stress granules. However Despite such advancements, there 



 

remains a lacuna of knowledge in the fundamental biophysical and aggregation mechanisms of 

OPTN's involvement in disease progression. To understand the aggregation kinetics of OPTN 

and its  ALS-related mutants E478G and Q398X, we explored their aggregation behaviour in 

the second part of this thesis. It is known that intrinsically disordered proteins form multivalent 

interactions which leads to polymerization which eventually undergo phase separation. 

Similarly, RNA binding protein, under stress conditions, form multivalent interactions with 

other proteins and RNA molecules to undergo LLPS in the form of stress granules. On sequence 

and structure analysis it was found that OPTN is intrinsically disordered 

glutamine rich protein, consisting of both zinc finger and leucine zipper domains, which are 

known to bind oligonucleotides. This inclined us to propose that OPTN may act as an RNA 

binding protein having a significant role in stress granule dynamics and phase separation. 

Therefore we studied its RNA-binding and phase separation properties as well. 

 

From our study we found  that OPTN is a protein with significant structural reversibility after 

denaturation. OPTN is a versatile protein that could mould into a conformational multimer. We 

found that it interacts with RNA in its native state and also it regains this functionality after 

refolding. Similar phenomenon was not observed with the mutants, which does not show 

complete reversibility. Reversible thermal transition of OPTN to multimeric form is of special 

interest as it displays chaperone-like activity, presumably to perform a myriad of cellular 

functions. The thermodynamic properties of OPTN presented here lays the foundation for 

further explorations and validation with additional experiments. Our study gives a reasonable 

correlation of OPTN’s existence in the ocular tissues, pertaining to its  chaperoning potential. 

We have shown that prolonged stress makes the wild type OPTN and its mutants prone to 

aggregation and we have established aggregation kinetics in-vitro. We found that the wild type 

OPTN forms worm-like fibres while the mutants form amorphous aggregates. The initial study 



 

of liquid-liquid phase separation and formation of gel like particle further throws light on the 

complexity of this protein and its progressive role in neurological disorders in the cell. Further 

studies and exploration of LLPS to solid structure or aggregation pathway will be helpful in 

designing potential therapeutics to inhibit or delay in OPTN- associated disease progression.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 सार 

ऑिप्टनेिरन  एक बहुिक्रयाशील, सवर्व्यापी रूप स ेव्यक्त साइटोप्लािज्मक प्रोटीन ह।ै 'ऑप्टीन्यूिरन' नाम 

ऑिप्टक न्यूरोपैथी उत्प्रेरण प्रोटीन स ेिलया गया ह।ै ओपीटीएन के म्यूटेंट प्राथिमक ओपन-एंगल ग्लूकोमा  से 

जुड़े हुए हैं, एक रोग संबंधी िस्थित जो अपिरवतर्नीय अंधापन और एिमयोट्रोिफक लेटरल स्क्लेरोिसस  का 

कारण बनती ह।ै आईिरस, रिेटना, कॉिनर् या, टै्रब्युलर मेशवकर्  और लेंस जैस ेऑक्यूलर िटश्य ूमें ओपीटीएन की 

उपिस्थित पेचीदा ह।ै ऐसा इसिलए ह ैक्योंिक स्तनधारी ओकुलर ऊतक, िवशेष रूप से आंखों के लेंस, अक्सर 

िविभन्न तनाव िस्थितयों का अनुभव करत ेहैं। िदलचस्प बात यह ह ैिक ऑक्यूलर प्रोटीन ओपीटीएन भी अपन े

प्रवतर्क क्षेत्र में हीट शॉक तत्वों को परशेान करता ह।ै ओपीटीएन का अनुक्रम िवश्लेषण आंतिरक रूप से 

अव्यविस्थत क्षेत्रों और न्यूिक्लक एिसड बाइंिडंग डोमेन को प्रदिशर् त करता ह।ै इन गुणों न ेसंकेत िदया िक 

ओपीटीएन पयार्प्त थमोर्डायनािमक िस्थरता और चैपिरंग गितिविध से संपन्न हो सकता ह।ै हालाँिक, ओपीटीएन 

की इन िवशेषताओ ंका अभी तक पता नहीं लगाया गया ह।ै इस थीिसस के पहले भाग में हमन ेथमर्ल और 

रासायिनक िवकृतीकरण प्रयोगों के माध्यम से ओपीटीएन और इसके पेशीशोषी पाश्वर् कािठन्य स ेसंबंिधत 

म्यूटेंट में इन गुणों का अध्ययन िकया ह ैऔर सीडी, फ्लोरीमेट्री, िडफरेंिशयल सै्किनंग कैलोरीमेट्री और 

डायनेिमक लाइट सै्कटिरंग का उपयोग करके प्रिक्रयाओ ंकी िनगरानी की ह।ै हमन ेपाया िक गमर् करन ेपर, 

ओपीटीएन उत्क्रमणीय रूप स े उच्च-क्रम वाल े मल्टीमसर् बनाता ह।ै ओपीटीएन न े गोजातीय काबोर्िनक 

एनहाइडे्रज़ के थमर्ल एकत्रीकरण को कम करके एक चैपरोन जैसा कायर् भी प्रदिशर् त िकया। यह अपनी मूल 

माध्यिमक संरचना, आरएनए-बाध्यकारी संपित्त, और िपघलन ेके तापमान (टीएम) को एक ऊष्मीय और साथ 

ही रासायिनक रूप स ेिवकृत अवस्था स ेपुन: प्राप्त करता ह।ै 



 

ओपीटीएन के शारीिरक और रोग संबंधी कायोर्ं को समझन ेमें एक दशक में उल्लेखनीय प्रगित हुई ह।ै यह अच्छी 

तरह स ेबताया गया ह ैिक ओपीटीएन एक एकत्रीकरण प्रवण प्रोटीन ह ैजो न्यूरोडीजेनेरिेटव रोग प्रगित में शािमल 

ह।ै ओपीटीएन कुछ तनाव िस्थितयों जैस ेऑक्सीडेिटव तनाव के तहत समुच्चय बनाता ह।ै इसके अलावा, 

ओपीटीएन आर एन ए बाइंिडंग प्रोटीन और स्टे्रस ग्रैन्यूल्स के साथ जुड़ा हुआ ह।ै हालांिक इस तरह की प्रगित 

के बावजूद, रोग की प्रगित में ओपीटीएन की भागीदारी के मौिलक जैवभौितकीय और एकत्रीकरण तंत्र में ज्ञान 

की कमी बनी हुई ह।ै ओपीटीएन और इसके पेशीशोषी पाश्वर् कािठन्य से संबंिधत म्यूटेंट ई478जी और 

क्य3ू98एक्स के एकत्रीकरण कैनेटीक्स को समझन े के िलए, हमन े इस थीिसस के दूसर े भाग में उनके 

एकत्रीकरण व्यवहार का पता लगाया। यह ज्ञात ह ै िक आंतिरक रूप से अव्यविस्थत प्रोटीन बहुस्तरीय 

अंतःिक्रयाओ ंका िनमार्ण करत ेहैं जो पोलीमराइज़ेशन की ओर ल ेजाती हैं जो अंततः चरण पृथक्करण से 

गुजरती हैं। इसी तरह, आरएनए बाध्यकारी प्रोटीन, तनाव की िस्थित में, अन्य प्रोटीनों और आरएनए अणुओ ं

के साथ एलएलपीएस स ेगुजरन ेके िलए तनाव किणकाओ ंके रूप में बहुसंख्यक संपकर्  बनाता ह।ै अनुक्रम और 

संरचना िवश्लेषण पर यह पाया गया िक ओपीटीएन आंतिरक रूप से अव्यविस्थत ग्लूटामाइन समृद्ध प्रोटीन ह,ै 

िजसमें िजंक िफंगर और ल्यूसीन िज़पर डोमेन दोनों शािमल हैं, जो ऑिलगोन्यूिक्लयोटाइड्स को बांधन ेके िलए 

जान ेजात ेहैं। इसन ेहमें यह प्रस्ताव देन ेके िलए प्रेिरत िकया िक ओपीटीएन एक आर एन ए बाइंिडंग प्रोटीन के 

रूप में कायर् कर सकता ह ैिजसकी तनाव ग्रेन्युल गितकी और चरण पृथक्करण में महत्वपूणर् भूिमका ह।ै इसिलए 

हमन ेइसके आरएनए-बाइंिडंग और फेज सेपरशेन गुणों का भी अध्ययन िकया। 

हमार ेअध्ययन स ेहमन ेपाया िक ओपीटीएन िवकृतीकरण के बाद महत्वपूणर् संरचनात्मक प्रितवतीर्ता वाला 

प्रोटीन ह।ै ओपीटीएन एक बहुमुखी प्रोटीन ह ैजो एक गठनात्मक मल्टीमर में ढाला जा सकता ह।ै हमन ेपाया 

िक यह आरएनए के साथ अपनी मूल िस्थित में इंटरकै्ट करता ह ैऔर साथ ही यह इस कायर्क्षमता को िरफॉल्ड 



 

करन ेके बाद िफर स ेहािसल करता ह।ै म्यूटेंट के साथ इसी तरह की घटना नहीं देखी गई, जो पूणर् प्रितवतीर्ता 

नहीं िदखाती ह।ै ओपीटीएन के मल्टीमेिरक रूप में प्रितवतीर् थमर्ल संक्रमण िवशेष रुिच का ह ैक्योंिक यह चैपरोन 

जैसी गितिविध को प्रदिशर् त करता ह,ै संभवतः सेलुलर कायोर्ं के असंख्य प्रदशर्न करन ेके िलए। यहा ंप्रस्तुत 

ओपीटीएन के थमोर्डायनािमक गुण अितिरक्त प्रयोगों के साथ आग ेकी खोज और सत्यापन की नींव रखत ेहैं। 

हमारा अध्ययन नेत्र संबंधी ऊतकों में ओपीटीएन के अिस्तत्व का एक उिचत सहसंबंध देता ह,ै जो इसकी 

संरिक्षका क्षमता स ेसंबंिधत ह।ै हमन ेिदखाया ह ैिक लंब ेसमय तक तनाव जंगली प्रकार ओपीटीएन और इसके 

म्यूटेंट को एकत्रीकरण के िलए प्रवण बनाता ह ैऔर हमन ेइन-िवट्रो में एकत्रीकरण कैनेटीक्स स्थािपत िकया 

ह।ै हमन ेपाया िक जंगली प्रकार ओपीटीएन कृिम जैस ेतंतुओ ंका िनमार्ण करता ह ैजबिक म्यूटेंट अनाकार 

समुच्चय बनात ेहैं। तरल-तरल चरण पृथक्करण और जेल जैस ेकण के गठन का प्रारिंभक अध्ययन आग ेइस 

प्रोटीन की जिटलता और कोिशका में तंित्रका संबंधी िवकारों में इसकी प्रगितशील भूिमका पर प्रकाश डालता 

ह।ै ठोस संरचना या एकत्रीकरण मागर् के िलए एलएलपीएस के आग ेके अध्ययन और अन्वेषण, ओपीटीएन से 

जुड़े रोग की प्रगित को रोकन ेया देरी करन ेके िलए संभािवत िचिकत्सीय िडजाइन करन ेमें सहायक होंगे। 
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