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1. STRESZCZENIE

W niniejszej pracy przedstawiono badania poswigcone syntazie glukozamino-6-
fosforany z Candida albicans. Jest to enzym odpowiedzialny za biosynteze glukozamino-6-
fosforanu, ktory w dalszym szlaku wykorzystywany jest m. in. przez komorki grzybowe
do syntezy $ciany komodrkowej. Dodatkowo zaobserwowano zalezno$¢ aktywnosci
enzymatycznej ludzkiej syntazy GIcN-6-P w cukrzycy typu 1. W zwigzku z powyzszym
enzym ten zostal zaproponowany jako cel molekularny, a cigglte prowadzenie badan majacych
na celu dokladne poznanie czasteczki 1 mechanizmoéw zachodzacych w enzymie,
jest niezwykle istotne dla racjonalnego projektowania inhibitor6w o potencjalnym
zastosowaniu w leczeniu zakazen drobnoustrojami i cukrzycy typu II.

Glownym celem projektu bylo poznanie funkcjonalnosci niektorych elementow
strukturalnych syntazy glukozamino-6-fosforanu z Candida albicans oraz konstrukcja formy
biatka umozliwiajacej jego efektywne oczyszczanie dla potrzeb prac nad krystalizacja
1 okresleniem struktury przestrzennej calej czasteczki enzymu. W szczegdlnosci skupiono sie
nad dwoma istotnymi obszarami w czasteczce enzymu: 1) obszar kontaktu miedzy
poszczegdlnymi podjednostkami tworzacymi dimer, a nastgpnie tetramer; 2) miejsce wigzania
fizjologicznego inhibitora UDP-GIcNAc.

Po analizie struktury tetrameru domen ISOM CaGfal wytypowano reszty
aminokwasowe potencjalnie odpowiedzialne za tworzenia wigzan mie¢dzy poszczegdlnymi
fancuchami 1 wymieniono je podczas mutagenezy na mozliwie izosteryczne reszty nie mogace
tworzy¢ wigzan wodorowych: Arg394lle, Argd42lle, Asp524Ala, Ser525Ala 1 Ser527Ala.
Otrzymany rekombinant w dominujacej ilosci wystepowat jako dimer, a tylko w $ladowych
ilosciach zachowat strukture tetrameru. Dodatkowo muteina utracita wrazliwos¢ na dziatanie
UDP-GIcNAc podczas, gdy aktywnos¢ katalityczna zostata zachowana, ale na duzo nizszym
poziomie. Z kolei w wyniku analizy miejsca wigzacego fizjologiczny inhibitor UDP-GIcNAc,
przeprowadzono mutageneze¢ ukierunkowang reszt formujacych kieszen biatkowa: Gly474Leu
1 Gly490Leu oraz reszt odpowiedzialnych za wigzanie czasteczki inhibitora: Thr487Ile
1 His492Phe. Otrzymana muteina zgodnie z zaloZzeniem utracila wrazliwos¢ na UDP-GIcNAc.
Natomiast zaskakujagcym rezultatem byla zmiana w oligomeryzacji enzymu, gdyz
zaobserwowano trzy formy muteiny: tetramer, dimer 1 monomer (dwie pierwsze struktury
aktywne katalitycznie, a trzecia - nieaktywna). Na podstawie przeprowadzonych

eksperymentéw  stwierdzono zalezno$¢ miedzy analizowanymi obszarami, ktore



prawdopodobnie ze wzgledu na niewielkg odleglo$¢ miedzy soba posrednio wplywaja
na wzajemng funkcjonalnos¢.

W zakresie badan krystalograficznych przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczna
syntazy GIcN-6-P z C. albicans, w wyniku ktorej stwierdzono, ze enzym ten jest czasteczka
zawierajacg wiele elastycznych elementoéw, ktére powoduja duzg ruchliwo$¢ bialka.
W zwigzku z czym proces krystalizacji dodatkowo jest utrudniony. Kolejng niedogodnoscia
w krystalizacji jest konieczno$¢ otrzymania wysoce homogennego i1 aktywnego preparatu
biatkowego. Podczas, gdy syntaza GIcN-6-P charakteryzuje si¢ dlugim procesem
oczyszczania skladajagcym si¢ z wielu etapow. W celu ulatwienia i1 skrocenia protokotu
izolacji enzymu, skonstruowano wersj¢ rekombninanta CaGfal z mikro fragmentem
oligoHis. Fragment heksaHis sklada si¢ z dwoch triad z sgsiadujacych monomerdéw:
His568-His569-His596 (His596 naturalnie wystepujacy w genie, natomiast dwie pozostate
His wprowadzono podczas mutagenezy w pozycje Lys568 1 Ser569) i powstaje w strukturze
3D. Wykreowanie przestrzennego fragmentu oligoHis umozliwilo szybkie i1 efektywne
oczyszczanie enzymu z wykorzystaniem chromatografii metalopowinnowactwa.

Krystalizacje syntazy GIcN-6-P z C. albicans prowadzono w szczegdlnosci
dla CaGfal-K568HS569H, ale rowniez dla enzymu typu dzikiego CaGfal 1 dla domeny
glutaminazowej CaGfal (dGAH-His¢C). W wyniku licznych préb krystalizacji otrzymano
wiele drobnych krysztatow, dla ktorych warunki krystalizacji nalezy w dalszym ciggu
optymalizowa¢ w celu otrzymania krysztalbw o jakosci umozliwiajacej badania

rentgenograficzne.



2. WPROWADZENIE

2.1. Fizjologiczne znaczenie syntazy GlcN-6-P

Enzym zwany zwyczajowo syntazag GIcN-6-P bierze udziat w szlaku biosyntezy
heksozamin (HBP — ang. Hexosamine Biosynthesis Pathway), ktory stanowi odgalezienie
glikolizy. Powstaty produkt - UDP-GIcNAc, w zaleznosci od organizmu gospodarza,
wykorzystywany jest nastepujaco:

» Dbakterie - tworzenie peptydoglikanu, lipopolisacharydow i kwasow tejchojowych,

» grzyby - biosynteza chityny i mannoprotein (Rys. 1),

» ssaki - biosynteza glikoprotein, glikolipidow oraz mukopolisacharydéw [Milewski 2002,
Buse 2006].

UDP-GIcNAc uczestniczy w tworzeniu makromolekut, ktore sg waznymi sktadnikami
$cian komoérkowych zardwno prokariotow jak 1 eukariotow. Wystepowanie i prawidlowe
funkcjonowanie syntazy GIcN-6-P jest konieczne dla bakterii 1 grzybow. Usunigcie genu
kodujacego to biatko, daje efekt letalny [Freese i in. 1970, Sarvas 1971, Wu 1 in. 1971,
Whelan i in. 1975, Imada 1 in. 1977]. Jednakze w przypadku bakterii wystepuje ewentualnos¢
zaj$cia mutacji supresorowej, ktora umozliwia innemu enzymowi - deaminazie GIcN-6-P,
przejecie funkcji syntazy GIcN-6-P [Vogler 1 in. 1989].

U grzybow dimorficznych podczas transformacji morfologicznej zawarto$¢ chityny
ulega zmianie. Wahania ilosci chityny zwigzane sa ze zmianami aktywnosci syntazy
GIcN-6-P. Co wigcej inhibicja tego enzymu w komorkach Candida albicans skutkuje
zahamowaniem transformacji morfologicznej formy grzybowej (Y) w mycelialng (M) [Chiew
11n. 1980, Milewski 1 in. 1986, Milewski 1 in. 1999, Gabriel 1 in. 2004].

Fizjologiczne =znaczenie tego enzymu wsrdd ssakow okazuje si¢ bardziej
skomplikowane. Nie ma zadnych watpliwosci, ze enzym ten jest niezbedny dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu, ale jego krdtkotrwata inhibicja nie wywoluje toksycznych
skutkow. Organizmy wyzsze s3 w stanie przezy¢ kilkunastogodzinne, a nawet wielodniowe,
zahamowanie syntezy glikoprotein. Przezycie organizméw ssaczych, podczas kréotkotrwatlej
inhibicji syntazy GIcN-6-P, jest mozliwe ze wzgledu na dluzszy okres zycia komorek
ssaczych, dluzszy czas poltrwania biatka Gfa 1 bardzo efektywna ekspresje genu GFA
w komorkach [Bates i in. 1966, Chmara 1 in. 1986, Marshall i in. 1991]. Udowodniono
rowniez, ze w poszczegoOlnych tkankach tego samego organizmu wystepuja znaczne roéznice

w aktywno$ci syntazy GIcN-6-P. Najwyzsza aktywno$¢ u szczuréw odnotowano
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w gruczotach podjezykowych 1 przyszczgkowych, w okre¢znicy, grasicy oraz w watrobie.
Z kolei $rednig aktywno$¢ wykazuja: phluca, moézg 1 $ledziona, a stosunkowo niska
stwierdzono w mig$niach, nerkach 1 erytrocytach. Ciekawg kwestig okazato si¢ odkrycie,
ze aktywnos¢ enzymu w gruczolach przyzuchwowych u samcoéw jest 10 razy mniejsza niz
u samic. Ponadto poziom aktywnos$ci syntazy GIcN-6-P pod wplywem testosteronu moze si¢
zmienia¢ w niektorych tkankach. Wahania poziomu aktywnosci tego enzymu sg zauwazalne
podczas rozwoju prenatalnego 1 postnatalnego. Znaczny wzrost aktywnos$ci syntazy GIcN-6-P
wystepuje w zarodkach, ale za to wzglednie niski poziom zaobserwowano w watrobie
noworodkow. Wykazano, ze aktywno$¢ tego biatka szybko wzrasta w trakcie wczesnego
rozwoju postnatalnego, a nastgpnie spada [Richards 1 in. 1973, Bai 1 in. 1976, Tsuiki 1 in.
1976, Hosoi i in. 1978, Rukmini i in. 1983, Adler 1984].

Aktywno$¢ enzymu w szlaku biosyntezy aminocukrow posrednio wptywa réwniez
na poziom glukozy w komorce. Klinicznie stwierdzono, ze u oso6b chorych na cukrzyce
typu II, aktywno$¢ syntazy GIcN-6-P jest zwigkszona 1 przyczynia si¢ do wzrostu
insulinoopornosci [Marshall 1 in. 1991, Rossetti 1 in. 1995, Hebert 1 in. 1996, McClain 1 in.
1996, Yki-Jarvinen 1996, OKki i in. 1999, Niimi i in. 2001, Buse 2006, Nakaishi i in. 2009].
Uwaza sig, ze jest to efekt odwracalny, a zahamowanie aktywnosci enzymu umozliwi powrot
do fizjologicznego stanu organizmu.

Roéznice we wlasciwosciach 1 znaczeniu fizjologicznym syntazy GlcN-6-P w r6znych
komorkach stanowig podstawe dla opinii wskazujacych na mozliwo$¢ wykorzystania tego
enzymu jako celu molekularnego w chemoterapii przeciwgrzybowej oraz w terapii objawowej
cukrzycy typu I, o ile zostang opracowane jego selektywne inhibitory [Milewski 1 in. 1988,
Voger 1 in. 1989, Marshall 1 in. 1991, Rossetti 1 in. 1995, Hebert i in. 1996, McClain 1 in.
1996, Yki-Jarvinen 1 in. 1996, Oki 1 in. 1999, Borowski 2000, Brownlee 2001, Niimi i in.
2001, Milewski 2002, Chou 2004, Wojciechowski 1 in. 2005, Buse 2006, Nakaishi 1 in. 2009,
Banerjee 1 in. 2011, Gupta 1 in. 2011]. Sprzyja¢ temu celowi powinno jak najlepsze poznanie
struktury 1 wlasciwosci tego biatka, nad czym prowadzone sg intensywne prace w kilku

osrodkach badawczych.
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Rys. 1. Umiejscowienie reakcji katalizowanej przez syntaze GlcN-6-P w szlaku biosyntezy makromolekut
z wyszczegdlnieniem szlaku biosyntezy 1 biodegradacji chityny w komorkach grzybow.
Enzymy biorgce udzial w szlaku: I - heksokinaza, II - izomeraza fosfoglukozowa, III — syntaza GIcN-6-P,
IV — deaminaza GIcN-6-P, V - N-acetylotransferaza GlcN-6-P, VI - deacetylaza GIcNAc-6-P, VII - mutaza
fosfoacetyloglukozaminy, VIII — pirofosforylaza UDP-GIcNAc, IX — syntaza chitynowa, X - chitynaza,

XI — chitobiaza, XI - kinaza GIcNAc, XII — N acetyloheksozaminidaza
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2.2. Syntaza glukozamino-6-fosforamu — dotychczasowy stan wiedzy

2.2.1. Ogolna charakterystyka enzymu

Enzym amidotransferaza L-glutamina: D-fruktozo-6-fosforan (EC 2.6.1.16),
zwyczajowo nazywana syntazg glukozamino-6-fosforanu, katalizuje pierwsza 1 limitujaca
reakcje w szlaku biosyntezy chityny, w ktorym glownym intermediatem jest UDP-GIcNAc.
Syntaza GlcN-6-P katalizujac przeksztatcanie Fru-6-P do GIcN-6-P, wykorzystuje L-Gln jako
donor jonu amonowego (Rys. 2). Katalizowana przez ten enzym reakcja jest nicodwracalna

1 nie wymaga ATP, ani Zadnych innych kofaktoréow [Zalkin 1985, Durant 1 in. 2008].

o

O NH 2 “0,P0 0
0,PO T
L CH,0H 0
+ —® OH OH +
+ o il ; o
HaN OH HO HaN
0 OH NHs 0

Rys. 2. Reakcja katalizowana przez syntazg GIcN-6-P.

Ze wzgledu na aktywno$¢ katalityczng syntaza GIcN-6-P zaklasyfikowana jest
do rodziny amidotransferaz glutamino-zaleznych klasy II (Gn-AT). Jest to grupa enzymoéw,
dla ktorych w centrum katalitycznym kluczowa role odgrywa reszta cysteinylowa znajdujaca
si¢ na N-terminalnym koncu fancuch polipeptydowego [Massiere 1 in. 1998]. Syntaza
GIcN-6-P katalizuje dwie sprzezone ze sobg reakcje enzymatyczne. W pierwszym kroku
nastepuje transfer grupy aminowej ugrupowania amidowego L-glutaminy na czgsteczke
fruktozo-6-fosforanu. Natomiast w drugiej reakcji dochodzi do izomeryzacji powstajacego
fruktozoimino-6-fosforanu do glukozamino-6-fosforanu. Aktywno$¢ Gn-AT jest zalezna
od jonu amonowego, ktoérego zrodtem dla syntazy GIcN-6-P jest tylko L-glutamina. Enzym
wykazuje duzg specyficzno$¢ w stosunku dla L-glutaminy, jako donora grupy aminowej oraz
dla fruktozo-6-fosforanu jako akceptora [Isupov i1 in. 1996]. Miejsce, w ktorym nastepuje
zwigzanie oraz hydroliza L-Gln do L-Glu 1 amoniaku nazywane jest domeng glutaminazowa
(GAT — glutamine amide transfer domain). Natomiast obszar wigzacy substrat akceptorowy
1 katalizujacy przeniesienie czgsteczki amoniaku nazywa si¢ domeng izomerazowa (ISOM).
Wsrod Gn-AT domeny GAT wykazuja wysoka homologiczno$¢, chociaz zidentyfikowano
obszary o nieznanej funkcji wystepujace tylko w eukariotycznej wersji biatka, natomiast
domeny akceptorowe, do ktorych nalezy ISOM, znaczaco r6znig si¢ budowg [Buchanan 1973,

Zalkin 1993, Isupov i in. 1996, Massicre 1 in. 1998, Milewski 2002].
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Ze wzgledu na dominujaca ilo$¢ reszt aminokwasowych o charakterze kwasowym
nad zasadowymi w sekwencji aminokwasowej, syntaza GIcN-6-P wykazuje charakter kwasny
1 pl dla tego biatka waha si¢ w granicach 4,1 — 5. Ponadto enzym ten jest stosunkowo
,powolny”, gdyz wartosci liczby obrotdw nie przekraczaja 10° s™ [Milewski 2002]. Wartosci
Ky dla enzymu wynosza:

e wobec L-Gln 0,2 — 3,8 mM

e wobec D-Fru-6-P 0,2 — 2,9 mM [Huynh 1 in. 2000, Broschat i in. 2002, Milewski 2002,
Olchowy 1 in. 2006, Floquet 1 in. 2007, Olchowy 1 in. 2007, Richez i in. 2007, Luo 1 in. 2009,
Gonzalez-Ibarra 1 in. 2010, Valerio-Lepiniec 1 in. 2010, Czarnecka i in. 2012, Jedrzejczak 1 in.
2012, Assrir 1 in. 2014, Wang 1 in. 2014].

Syntaza GIcN-6-P jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie. Wystepuje zar6wno
w organizmach prokariotycznych, jak 1 eukariotycznych. Pierwsze publikacje dotyczace
izolacji 1 charakterystyki wtasciwosci enzymu z réznych zrodet ukazaty si¢ w latach 60-tych i
70-tych ubiegltego wieku 1 dotyczg syntazy GIcN-6-P z komorek Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Neurospora crassa oraz z komorek watroby szczura 1 HeLa [Ghosh 1 in. 1960,
Kornfeld 1967, Winterburn 1 in. 1971]. W zaleznos$ci od pochodzenia enzym ten wykazuje
pewne réznice m. in. w masie czasteczkowej. Prokariotyczna syntaza GIcN-6-P w wiekszosci
przypadkow wystepuje w postaci homodimeru o masie 130 — 150 kDa [Badet 1 in. 1987,
Isupov 1 in. 1996], natomiast enzym pochodzenia eukariotycznego w formie homotetrameru
o masie 320 — 340 kDa [Raczynska 1 in. 2007, Luo 1 in. 2009, Nakaishi 1 in. 2009, Gonzalez-
Ibarra 1 in. 2010].

2.2.2. Budowa enzymu

Najlepiej do tej pory scharakteryzowana zostata syntaza GIcN-6-P z E. coli (EcGImS),
dla ktorej okreslono strukture przestrzenng kompletnej czasteczki [Obmolova 1 in. 1994,
Isupov 1 in. 1996, Teplyakov 1 in. 1998, Teplyakov 1 in. 2001, Mouilleron 1 in. 2006, Durand
1 in. 2008, Mouilleron i1 in. 2008]. Natomiast w przypadku enzymu pochodzenia
eukariotycznego w ostatnich latach otrzymano m. in. strukture 3D dla domeny ISOM enzymu
ludzkiego (HsGfat) oraz z C. albicans (CaGfal) [Raczynska 1 in. 2007, Nakaishi 1 in. 2009].
Poszczegodlne elementy strukturalne enzymu zostaty opisane na postawie syntazy GIcN-6-P

z E. coli.
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2.2.2.1. Pierwszorzedowa struktura enzymu

Z przeprowadzonych analiz baz danych wynika, iz znanych jest co najmniej
3274 sekwencji kodujacych syntaze GIcN-6-P. Gen bakteryjny kodujacy syntaze GlcN-6-P
w literaturze opisywany jest jako GLMS, natomiast gen eukariotyczny - GFA, a w tym
pochodzacy z Candida albicans — GFAI i z komorek ssaczych - GFAT.

RézZnice pomigdzy wersjami enzymu z rdéznych organizmoéw obserwuje si¢
juz na poziomie dlugosci sekwencji aminokwasowej biatka. Jednakze reszty aminokwasowe
odpowiedzialne za funkcjonalno$¢ enzymu sa silnie zakonserwowane w sekwencji. Cechg
wspolng dla wszystkich syntaz GIcN-6-P jest zachowanie:

e N-terminalnej domeny glutaminazowej (w E. coli kodowana przez 1-248 aa, o masie
27 kDa) — odpowiedzialnej za hydrolize L-glutaminy do kwasu glutaminowego
1 amoniaku,

e (-terminalnej domeny izomerazowej (w E. coli kodowana przez 249-608 aa, o masie
40 kDa) — odpowiedzialnej za wigzanie Fru-6-P i izomeryzacj¢ ketoza-aldoza produktu
przejSciowego [Durand 1 in. 2008].

W obu domenach wystepuja fragmenty silnie zakonserwowane i obejmujace na ogot reszty

aminokwasowe odpowiedzialne za wigzanie substratow oraz za aktywno$¢ katalityczng.

Domeny GAT 1 ISOM potaczone sg linkerem stadajacym sie z 9 reszt aminokwasowych

[Olchowy 1 in. 2007]. Wieloletnie badania wykazatly, ze fragment ten odgrywa istotng role

w katalizie, poprzez zapewnienie odpowiedniej elastycznosci i umozliwienie odpowiedniego
przesunigcie wzgledem siebie domen GAT 1 ISOM [Flaquet 1 in. 2009]. Kolejnym
elementem, charakterystycznym dla syntazy GIcN-6-P pochodzenia eukariotycznego jest
fragment o zrdéznicowanej dlugosci (w zaleznos$ci od pochodzenia) wystepujacy w obszarze
domeny GAT. Wilasciwa funkcja tego fragmentu nie jest catkowicie poznana. Jego dlugosc
oraz sktad aminokwasowy, w zaleznosci od pochodzenia enzymu, w duzym stopniu jest
zréznicowana. W zakresie tego fragmentu nie zaobserwowano zadnych specyficznych i silnie
zakonserwowanych reszt aminokwasowych. Poczatkowo przypuszczano, ze moze by¢
czgsciowo odpowiedzialny za wigzanie allosterycznego inhibitora UDP-GIcNAc. Jednakze

Olchowy 1 wsp. jednoznacznie stwierdzili, ze fragment ten nie odgrywa roli w wigzaniu

czasteczki UDP-GIcNAc [Olchowy 1 in. 2007].

Réznice w sekwencji aminokwasowej prokariotycznej 1 eukariotycznej syntazy
GlcN-6-P przesledzi¢ mozna na przyktadzie sekwencji GLMS z E. coli 1 GFAI z C. albicans

(Rys. 3). Pierwsza z nich sklada si¢ z 608, a druga z 712 reszt aminokwasowych. Porownujac
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obie sekwencje stwierdzono, ze 36% sekwencji jest identyczna, a 52% stanowig reszty
o podobnym charakterze. Jednak reszty aminokwasowe istotne dla aktywnosci katalityczne;j
sa zachowane zarowno w EcGLMS jak 1 CaGFAI, co sugeruje taki sam mechanizm

katalityczny dla obu enzymow.

EcGLMS CGIVGAI-—-=-—--- AQRDVAEILLEGLRRLEYRGYDSAGLAVV-==—————— DAEGHMT-- 43
CaGFAl CGIFGYVNFLVDKSRGEIIDNLIEGLQRLEYRGYDSAGIAVDGKLTKDPSNGDEEYMDSI 60
*** * : s s H * . *** *********** * % . * :*
EcGLMS RLRRLGKVOMLAQAAEEHPLHG-=--—-- GTGIAHTRWATHGEPSEANAHPHVSEH---IV 94
CaGFAl IVKTTGKVKVLKQKIIDDQIDRSAIFDNHVGIAHTRWATHGQPKTENCHPHKSDPKGEFI 120
*** * * s . s . *********** * * *** *
EcGLMS VVHNGIIENHEPLREELKARGYTEFVSETDTEVIAHLVN--WELKQGG----TLREAVLRA 148
CaGFAl VVHNGIITNYAALRKYLLSKGHVFESETDTECIAKLFKHEFYDLNVKAGVEFPDLNELTKQV 180
* Kk kK k kK *: '**: * ::*:'* * Kk ok kK x **:*_: ::*: . *'* .
EcGLMS IPOLRGAYGTVIMDSRHPDTLLAARSGSPLVIGLG-=—=——=———=—=———=—————————————— 183
CaGFAl LHELEGSYGLLVKSYHYPGEVCGTRKGSPLLVGVKTHKKLKVDFVDVEFEAQQQHRPQQH 240
HEE S T I
EcGLMS el et b Ll b L b MGEN-=-===——-— FIASDQLALLPVTRR 202
CaGFAl |QINHNGATSAAELGFIPVAPGEQNLRTSQSRAFLSEDDLPMPﬂEFFLSSDPASVVQHTKK 300
* . ** e o o K e .
EcGLMS FIFLEEGDIAEITRRSVNIF---DKTGAEVKRQDIES-NLQYDAGDKGIYRHYMQKEIYE 258
CaGFAl VLFLEDDDIAHIYDGELRIHRASTKSAGESTVRPIQTLEMELNEIMKGPYKHFMQOKEIFE 360
*** *** * ':'*' *:'.* . H *:: [ . * % * * ***** *
EcGLMS QPNAIKNTLTGRISHG--QVDLSELGPNADELLSKVEHIQILACGTSYNSGMVSRYWFES 316
CaGFAl QPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIR RCRRIIMIACGTSYHSCLATRSIFEE 419
)k . s ** *** . * * * . . H H _:* [ ****** * :.:* **
EcGLMS LAGIPCDVEIASEFRYRKSAVRRNSIMITLSQSGETADTLAGLRLSKELGYLGSLAICNV 376
CaGFAl LTEIPVSVELASDFLDRRSPVFRDDTCVEFVSQSGETADSILALQYCLERGAL-TVGIVNS 478
*: * * .**:**:* *:*.* *:' H :********:: _*: . * k% ::.* *
EcGLMS PGSSLVRESDLALMTNAGTEIGVASTKAFTTQLTVLLMLVAKLSRLKGLDASIEHDIVHG 436
CaGFAl VGSSMSRQTHCGVHINAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSNDSISRKGRHEEIIKG 538
***: *::. . ***'*********:*:* '*:*:' _**. . . ..:*::*
EcGLMS LOALPSRIEQMLSQDKRIEALAED-FSDKHHALFLGRGDQYPIALEGALKLKEISYIHAE 495
CaGFAl LOKIPEQIKQVLKLENKIKDLCNSSLNDQKSLLLLGRGYQFATALEGALKIKEISYMHSE 598
* * :*.:*:*:*' :::*: *':' :'*:: *:**** *:_ *******:*****:*:*
EcGLMS AYAAGELKHGPLALIDADMPVIVVAPNNELLEKLKSNIEEVRARGGQLYVFADQDAGFEVS 555
CaGFAl GVLAGELKHGILALVDEDLPIIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARDGRPIVICNEGDAIIS 658
* Kk k k ok kK ***:* *:*:*"*":.*: *: * **:* **.*: *:.::. .::*
EcGLMS SDNMH-IIEMPHVEEVIAPIFYTVPLQLLAYHVALIKGTDVDQPRNLAKSVTVE 608
CaGFAl NDKVHTTLEVPETVDCLQGLLNVIPLQLISYWLAVNRGIDVDFPRNLAKSVTVE 712

* oo oKk sk ek, . . shhAK ek ake ok kkk kk kXA Kk hAK

Rys. 3. Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych syntazy GIcN-6-P  pochodzenia
prokarriotycznego z E. coli (EcGLMS) i eukariotycznego z C. albicans (CaGFAI). Odmena GAT oznaczona
zoltym ttem, domena ISOM - miebieskim ttem. Lacznik migdzy obiema domenami i gwarantujacy
elastycznos$¢ czgsteczki oznaczony czerwong czcionka. Dodatkowy fragment peptydowy, charakterystyczny
dla syntazy GIcN-6-P pochodzenia eukoriotycznego zaznaczony w czarnej ramce. Dokladne opisy
poszczegolnych elementéw w dalszej czgéci pracy. ,,Gwiazdki” ponizej sekwencji oznaczaja identyczne
reszty aminokwasowe, ,.kropki” — podobienstwo. Analize¢ wykonatam na podstawie programu Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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Zaobserwowano réwniez, ze w przypadku sekwencji kodujacej syntaze GIcN-6-P
w Histoplasma capsulatum wystepuja introny [Sachadyn 1 in. 1998]. W kilku przypadkach
wykryto rowniez, ze syntaza GIcN-6-P w jednym organizmie jest kodowana przez kilka
roznych genow. Sytuacja taka pojawia si¢ np. w bakteriach Rhizobium leguminosarum,
u myszy, szczurow 1 ludzi [Durand 1 in. 2008]. Obecnie jest znanych kilka wersji genu
ludzkiego kodujacego syntaze GIcN-6-P: GFATI, GFAT2 i GFATI-L [Oki i in. 1999,
Nakaishi 1 in. 2009] lub GFATI 1 GFAT1AIlt [Milewski 2002]. Ich sekwencje sg identyczne
odpowiednio w 75% lub 79%. Roznice wystepujace w sekwencji aminokwasowej danych
izoenzymow moga mie¢ odbicie w powinowactwie do substratow, co w efekcie reguluje
szybkos¢ katalizowanej reakcji, w zaleznosci od typu tkanek, w ktorych wystgpujg [Durand

i in. 2008].

2.2.2.2. Struktura przestrzenna syntazy GIcN-6-P

Struktura przestrzenna domeny GAT syntazy GIcN-6-P z E. coli, okreslona
na podstawie analizy rentgenograficznej krysztalu, ma charakter typu ,,sandwich” 1 jest
stabilizowana przez jony sodu (Rys. 4). Sklada si¢ ona z dwoch warstw antyrownolegtych f3-
kartek otoczonych dwiema warstwami a-helis. Centrum aktywne, w ktorym odbywa si¢
hydroliza grupy amidowej L-glutaminy znajduje si¢ w waskiej przestrzeni pomiedzy koncami

B-kartek na N-koncu tancucha polipeptydowego [Isupov i in. 1996].

Rys. 4. Struktura domeny GAT syntazy
GIcN-6-P z E. coli [Isupov i in. 1996].
Elementy drugorzedowej struktury
oznaczono nastgpujagco: zielony - a-helisy,
czerwony - B-kartki, niebieski - jon Na'.
L-Glu znajduje si¢ w centrum aktywnym.
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Badania prowadzone nad strukturg kompleksow tej domeny z kwasem glutaminowym
wykazaty, ze istotne znaczenie w reakcji hydrolizy ma reszta Cysl, ktorej grupa tiolowa
odgrywa role czynnika nukleofilowego (Rys. 5). Dodatkowo grupa hydroksylowa z Thr606
(nalezaca do C-petli z domeny ISOM) tworzy wigzanie z grupg a-aminowg Cys1, zwigkszajac
przez to jego zasadowos$C. Z kolei reszty Arg73 1 Aspl123 odpowiadajg za wigzanie substratu
oraz stabilizacje reaktywnego kompleksu przejsciowego. Reszty 73-79 (petla Q) tworza
tzw. ,klape”, ktora zamyka dostgp do centrum aktywnego po zwigzaniu substratu
— L-glutaminy. Zwigzanie substratu wywotuje zmiany konformacyjne zamykajace dostep
do centrum aktywnego. Dodatkowo zmiany te powoduja przesuni¢cie reszty Cysl do pozycji
odpowiedniej do ataku nukleofilowego. Atom azotu grupy amidowej Gly99 i1 karbonylowy
atom tlenu Trp74 z grupg amidowa glutaminy tworza wigzania wodorowe. Natomiast grupa
aminowa tancucha bocznego Asn98 1 grupa aminowa Gly99 dodatkowo stabilizujg oksyanion
w tetraedrycznym kompleksie przejsciowym. Petla 25-29 odgrywa wazng role
w komunikacji migdzy domenami, a szczegdlnie Arg26 uczestniczy w przegrupowaniu
podczas wigzania do czasteczki akceptora Fru-6-P, a tym samym powoduje obrét Cysl do
aktywnej konformacji [Isupov 1 in. 1996, Teplyakov i1 in. 1998, Teplyakov i in. 2001,
Moullieron 1 in. 2006, Moullieron i in. 2010,].

Glyg9

Rys. 5. Poréwnanie centrum aktywnego domeny GAT syntazy GIcN-6-P z E. coli w kompleksie z Fru-6-P
(kolor niebieski) i w kompleksie z Glc-6-P oraz z DON (kolor pomaranczowy) [Moullieron i in. 2010].
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C-terminalna domena izomerazowa odpowiedzialna jest za przeprowadzanie reakcji
izomeryzacji Fru-6-P do GIcN-6-P. W jej sklad wchodzg nastepujace elementy:
N-terminalny (241-424 aa) 1 C-terminalny (425-592 aa) fragment oraz tzw. ogon-C
(593 — 608 aa) (Rys. 6) [Isupov i in. 1996]. Fragment N- i C-koncowy domeny ISOM
stanowig dwie identyczne pod wzgledem topologii 1 rozmiaru subdomeny. Kazda z subdomen
tworzy uklad typu ,sandwich” afo, na ktory sktada sie pie¢ rownoleglych B-kartek
otoczonych a-helisami. Ogon-C jest nieregularng petla, umozliwiajacg komunikacje z domeng

glutaminowg oraz petni kluczowq role w wigzaniu substratu.

Rys. 6. Struktura domeny izomerazowej
syntazy GIcN-6-P z E. coli w kompleksie
z GlcN-6-P i MES [Isupov i in. 1996].
Elementy drugorzedowej struktury
oznaczono nastgpujagco: zielony - a-helisy,
czerwony - [B-kartki, niebieski - ogon-C.
Helisa CE# pochodzi z  drugiej
podjednostki dimeru.

Domena izomerazowa wykazuje symetri¢, ale mimo tego posiada tylko jedno centrum
katalityczne. Role katalityczng pelig glownie reszty GIlu488, 1 Lys603 oraz reszty
z sgsiedniej podjednostki Lys503*, His504* 1 Gly505* (Rys. 7) [Mouilleron 1 in. 2008].
Szczegdlng uwage nalezy zwrocié m. in. na reszt¢ His504*, gdyz zlokalizowana jest
na obrzezach domeny ISOM, a tym samym w stosunkowo duzej odleglosci od centrum
katalitycznego. Takie ulozenie moze tlumaczy¢ warunek konieczny, ze aby katalizowana
reakcja zaszla, konieczna jest struktura czwartorzegdowa co najmniej dimeru, gdzie His504*
z jednego podjednostki uczestniczy w centrum katalitycznym drugiej podjednostki [Floguet
11n. 2009]. Z kolei reszty Ala602 1 Val605 z ogona-C, razem z resztg Trp74 z domeny GAT

kontroluja witasciwe tworzenie kanalu amonowego [Flouquet 1 in. 2007]. Za wigzanie
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substratu odpowiedzialne sg glownie reszty Ser347 1 GIn348, a Lys485 dodatkowo powoduje
deprotonowanie pierscienia cukrowego. Po zwigzaniu substratu Fru-6-P nastepuje
przesunigcie ogona-C o 20° 1 w ten sposob zamykane jest centrum aktywne w domenie ISOM.
Podczas reakcji, w wyniku zmiany potozenia Arg26 jaka zachodzi w domenie GAT,
nastepuje rotacja fancucha bocznego Ser604 oraz przesunigcie wigzania peptydowego Lys603

[Teplyakov 1 in. 1998, Mouilleron i in. 2006, Floquet 1 in. 2009, Mouilleron 1 in. 2010].

Asp29

V{4 GIU4BB gl LyS485
(f Asn600 — &
e Y Lys603

Rys. 7. Poréwnanie centrum aktywnego domeny ISOM syntazy GlcN-6-P z E. coli w kompleksie z Fru-6-P
(koloru niebieskiego) i w kompleksie z GIcN-6-P (koloru fioletowego) [Moullieron i in. 2010].

Struktura krystaliczna kompletnej syntazy GIcN-6-P z E. coli wskazuje na obecnos¢
wewnetrznego hydrofobowego kanahlu, taczacego centrum aktywne obu domen (Rys. 8).
Kanat hydrofobowy ma kluczowe znaczenie w transporcie czasteczki amoniaku z domeny
GAT do domeny ISOM. Amoniak jest jednoczesnie produktem reakcji zachodzacej
w domenie GAT 1 substratem do aktywnosci domeny ISOM, a zatem jego prawidlowy
transfer miedzy domenami jest warunkiem koniecznym do prawidlowego funkcjonowania
calego enzymu. Nalezy pamigta¢ rowniez, ze syntaza GIcN-6-P nie posiada zadnych
dodatkowych miejsc wigzania dla NHj3, co oznacza ze nie ma mozliwosci pobierania go
Z ZeWnatrz.

Kanat hydrofobowy formowany jest przez struktury z domeny GAT — reszty Arg26
1 Trp74, z domeny ISOM — reszty 601-607 (ogon-C) 1 z sasiedniej podjednostki ISOM —
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reszty 503*-505* (petla-His). W E. coli kanat ten wynosi 18A dhugosci i ok. 6A szerokosci
[Teplyakov 1 in. 2001]. Wazng role w jego formowaniu odgrywaja rowniez reszty Leu601,
Ala602, Val605, Val607, ktore odpowiadaja ze tworzenie wejscia do miejsca wigzania
pierwszego substratu. Po zwigzaniu Fru-6-P dochodzi do zamknigcia petli-C oraz obrotu
domeny GAT wzgledem ISOM. Jesli centrum aktywne domeny ISOM jest puste kanat nie
powstanie. W obecnosci Fru-6-P, a przy braku L-Gln, kanal jest prawie catkowicie
uformowany, a jedyna przeszkoda jaka pozostaje w komunikacji migdzy domenami jest grupa
indolowa reszty Trp74. Taki stan, czyli zaczopowanie kanalu przy braku L-GIn uniemozliwia
enzymowi wykorzystywanie innych zroédet jonu amonowego. Dopiero po zwigzaniu drugiego
substratu — L-Gln, nastepuje przesuniecie reszty Trp74 o 75°, w wyniku czego kanat zostaje
otwarty, a amoniak stymulowany resztami Ala602 i Val605 moze przej$¢ przez kanal. Zatem
reszta Trp74 odgrywa gldwna rolg w transporcie amoniaku z centrum katalitycznego domeny
GAT do centrum domeny ISOM. Mechanizm wigzania substratow i otwarcia-zamkniecia
kanalu, wywoluje przesuniecia w calej strukturze przestrzennej biatka. Domeny GAT
wykazujg duzg elastycznos¢ w stosunku do domen ISOM, a po zwigzaniu Fru-6-P ich ruch
jest ograniczony. Odpowiednig elastyczno$¢ migdzy dwoma domenami w monomerze
zapewnia tancuch polipeptydowy wystepujacy na pograniczu obu domen. Z kolei domeny
ISOM rowniez wykazuja pewne przesunigcia, ale obie domeny ISOM w funkcjonalnym
dimerze poruszaja si¢ razem i zachowuja sztywno$¢ rdzenia (Rys. 9) [Teplyakov i in. 1998,
Teplyakov i in. 2001, Moullieron i in. 2006, Floquet i in. 2007, Floquet i in. 2009, Moullieron
iin. 2010].

i 4 i B
Pas e " e N 3 %
‘e 4 A
. W'Y o .
& ' ] ~ 4>

Rys. 8. Obraz przestrzenny kanatu wewnetrznego EcGImS: (A) Kanal hydrofobowy na tle monomeru
(niebieskie kulki). (B) Kanal uformowany, ale zamknigety - struktura po zwiazaniu Fru-6-P. (C) Kanat otwarty
- struktura po zwigzaniu L-GIn. [Moullieron i in. 2010].
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Rys. 9. Obraz przestrzenny ruchu calej
struktury syntazy GIcN-6-P z E. coli
wywolany wigzaniem substratow
i otwarciem-zamknigciem kanatu
wewnetrznego [Moullieron i in. 2010].
Domeny ISOM zaznaczone kolorami:
76ltym, zielonym, fioletowym
i szarym. Domeny GAT - niebieskim
1 pomaranczowym.

W przypadku syntazy GlcN-6-P pochodzenia eukariotycznego na przyktadzie CaGfal,
podobnie jak EcGImS, kazda podjednostka rowniez sklada si¢ z dwoch domen: N-terminalna
GAT (1-345 aa) i C-terminalna ISOM (346-712 aa) [Olchowy i1 in. 2007]. Do tej pory
dla CaGfal dostepne sg dokladne dane strukturalne dotyczace jedynie domeny ISOM
[Raczynska i in. 2007]. Budowa drugorzegdowa ISOM CaGfal jest bardzo podobna
do struktury domeny izomerazowej opisanej dla EcGlmS, za wyjatkiem helisy CE i CG oraz
dodatkowej helisy migdzy nicig C3 (516-519 reszty w EcGImS) a helisa CF (reszty 525-538
w EcGImS) (Rys. 10). Catosciowo struktura domeny ISOM Gfal z C. albicans odrobing r6zni
si¢ od domeny izomerazowej GImS z E. coli. Jednakze reszty z EcGImS opisane jako istotne
dla wigzania substratow i w katalizowanej reakcji maja swoje odpowiedniki w drozdzowej
syntazie GIcN-6-P i tak np. reszta odpowiedzialna za wigzanie i odprotonowanie pierscienia
cukrowego Lys485 w EcGImS odpowiada Lys588 w CaGfal (Rys. 11) [Raczynska i in.
2007].
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T — NB ) N1 C ND )
C. albicans 346 MKGPYKHFMQ KEIFEQPDSA FNTMRGEIDF ENCVVTLEEL KSWLSHEIREC RRIIMIACGT SYHSCLATRS IFEELTEIPV

E. coli 244 DKGIYRHYMQ KEIYEQPNAI KNTLTGRISH GQVDLSELGP N-ADELLSKV EHIQILACGT SYNSGMVSRY WFESLAGIPC
N2 [CNE ] N3 N4 NG ] Ns

C. albicans 426 SVELASDFLD RRSPVERDDE CVFVSQSGET ADSILALQYC LERGALT-VE INNSVGSSME ROEHEEBNEIN AGPEIGVAST

E. coli 323 DVEIASEFRY RKSAVRRNSL MITLSQSGET ADTLAGLRLS KELGYLGSLA ICNVPGSSLV RESDLALMTN AGTEIGVAST
I NH ) ( CA 1 CB ) Ccc ) c1

C. albicans 505 KAYTSQYIAL VMFALSLSHE SESRKGRHEE IIKGLQOKIPE QIKQVLKLEN KIKDLCNSSL NDQKSLLLLG RGYQFATALE

E. coli 403 KAFTTQLTVL LMLVAKLSRL KGLDASIEHD IVHGLQALPS RIEQMLSQDK RIEALAEDFS -DKHHALFLG RGDQYPIALE
c2 c3 — c4

C. albicans 585 GALKIKIISY MHSEGVLAGE TLALVD EDLPIIAFAT LFPKVMS AIEQVTARDG RPIVICNEGD AIISNDKVHT

E. coli 482 GALKLKZISY IHAEAYAAGE ID ADMPVIVVAP LEKLKS NIEEVRARGG QLYVFADQDA GFVSSDNMH-
cs ( CH ]

C. albicans 665 TLEVPETVDC LQGLLNVIPL QLISYWLAVN RGIDVDFPRN LAEGVM

E. coli 561 IIEMPHVEEV IAPIFYTVPL QLLAYHVALI KGTDVDQPRN LASVTVE

Rys. 10. Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowej domeny ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans
i E. coli z przedstawionymi elementami struktury drugorzgdowej. Reszty aminokwasowe odpowiedzialne
za wigzanie UDP-GIcNAc — czerwone. Reszty odpowiedzialne za tworzenie dimeru — zétte i tetrameru
— niebieskie. Reszty biorgce udziat w aktywnosci katalitycznej enzymu — fioletowe [Raczynska i in. 2007].

Rys. 11. Obraz przestrzenny struktury
drugorzedowej domeny ISOM CaGfal
[Raczynska 1 in. 2007]. Oznaczenia:
pomaranczowy — ADMP, zielony
— UDP-GIcNAc.

Dla eukariotycznej syntazy GIcN-6-P, bardzo -charakterystyczny jest fragment
o dhugosci kilkudziesieciu reszt aminokwasowych wystepujacy obszarze domeny GAT
w pozycji 250140 aa. W przypadku Gfal z C. albicans fragment ten obejmuje reszty 218-283.
Z dotychczasowych badan wynika, ze powyzszy fragment nie jest zaangazowany w wigzanie
UDP-GIcNAc, ani w tworzenie struktury czwartorzedowej biatka. Do tej pory wilasciwa
funkcja insertu 218-283 nie zostala poznana [Olchowy 1 in. 2007]. Kolejnym elementem
charakterystycznym dla syntazy GIcN-6-P pochodzenia eukariotycznego jest uformowanie
kieszeni wigzacej czasteczke fizjologicznego inhibitora, na powierzchni domeny ISOM.
Doktadny opis miejsca wigzania UDP-GIcNAc przedstawiony jest w dalszej czgsci pracy

(Rozdziat 2.2.2.1).
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2.2.2.3. Struktura oligomeryczna syntazy GIcN-6-P

Z dotychczasowych badan wykazano, ze podstawowg i funkcjonalng forma syntazy
GIcN-6-P jest czasteczka dimeryczna. Monomer nie wykazuje aktywnos$ci syntazy GlcN-6-P,
gdyz w centrum aktywnym jego domeny ISOM brak waznej dla katalizy reszty His (His504
w syntazie GIcN-6-P z E. coli), ktéora pochodzic z drugiej podjednostki w strukturze
symetyrycznego dimeru. Minimalna forma fukcjonalna, czyli dimer jest charakterystyczna
dla syntazy GIcN-6-P pochodzenia prokariotycznego [Isupov i1 in. 1996, Moullieron 1 in.
2006, Durand 1 in. 2008, Cheverux i in. 2011], natomiast enzym pochodzenia
eukariotycznego wystepuje w formie dimeru dimerow, czyli homotetrameru [Raczynska 1 in.
2007, Nakaishi 1 in. 2009, Luo 1 in. 2009, Jedrzejczak 1 in. 2012]. Struktury oligomeryczne
powstaja poprzez wigzanie si¢ domen ISOM, ktore w efekcie tworzg trzon makroczasteczki.
Natomiast domeny GAT, za pomocg elastycznego tacznika (reszty 240 — 248 dla EcGImS),
pojedynczo przylaczone sg po zewnetrznych stronach do kazdej z domen ISOM.
Taka budowa umozliwia wzajemny ruch miedzy domenami o 23°, konieczny podczas cyklu

katalitycznego (Rys. 12) [Olchowy 1 in. 2007, Durand 1 in. 2008, Floquet 1 in. 2009].

ISOMERASE

GLUTAMINASE

ISOMERASE
. Glutaminase sites ( L-GIn->L-Glu ) % NH, Channel
* Dimerization region
. Isomerase sites ( D-Fru-6P->D-GIcN-6P )
c/Q C-tail / Q-loop

Rys. 12. Struktura homodimeru GlmS [Floquet i in. 2009].

Od dawna wiadomo, ze EcGImS wystepuje w formie czgsteczki homodimerycznej
[Badet 1 in. 1987, Isupov 1 in. 1996]. Jednakze w wyniku ostatnich doniesien udowodniono,
ze moze ona rowniez wystepowac w formie homoheksameru (Rys. 13 1 14). Badet 1 wsp. jako

pierwsi zaobserwowali dimorfizm struktury biatka, oraz ze stopien oligomeryzacji EcGImS
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uzalezniony jest od stezenia bialka w roztworze [Mouilleron 1 in. 2012]. Struktura
oligomeryczna heksameru EcGImS powstaje z trzech czasteczek dimerycznych, a za wigzania
migdzy  poszczegdlnymi  dimerami  wyjatkowo  odpowiadaja  domeny  GAT,
a nie jak do tej pory opisywano - domeny ISOM. W ten sposdb powstajacy asocjat tworzy
strukturg¢ o ksztalcie trojkata. EcGImS w formie heksameru pozbawiona jest aktywnosci
katalitycznej, co prawdopodobnie jest konsekwencja zmian w strukturze biatka, wywotanych
przez dodatkowe wigzania migdzy domenami GAT. Zmiany te zaburzaja m. in. wilasciwe
miejsce wigzania substratOw oraz prawidlowe formowanie kanatu hydrofobowego. Obie
formy oligomeryczne wystepuja w rownowadze, a ich wzajemny stosunek zalezny jest
od stezenia bialka: w wigkszym stezeniu bialka dominuja formy heksameryczne,
w mniejszym — dimeryczne [Valerio-Lepiniec 1 in. 2010, Mouilleron 1 in. 2012]. Obecnos¢
dodatkowych czynnikow, takich np. jak analog L-glutaminy DON wyraznie zwicksza ilo$¢
formy dimerycznej. Natomiast przy obecnosci Fru-6-P lub GlcN-6-P rownowaga przesunieta
jest w kierunku hemsameru. Zdolnos¢ biatka do tworzenia r6znych struktur oligomerycznych,
klasyfikuje syntaze GIcN-6-P z E. coli do grupy bialek morfeicznych (ang. morpheein
protein). Koncepcja bialek morfeicznych zaklada, ze w zaleznosci od aktualnej struktury,
biatko moze wykazywac¢ rdzng aktywnos¢ katalityczng, a tym samym petni¢ rdézne funkcje
[Jaffe 2005]. Réznice wynikajace z oligomeryzacji 1 jej wptywu na aktywnos$¢, mogg stac si¢
obiecujaca wskazowka w konstrukcji inhibitorow tego enzymu [Mouilleron 1 in. 2010,

Mouilleron 1 in. 2012].

Rys. 13. Dimer syntazy GlcN-6-P z E. coli (GImS) [Durand i in.

2008]. EcGImS stanowi homodimer skladajacy si¢ z dwoch

podjednostek, ktore z kolei skladaja si¢ z domeny ISOM

(granatowy) i GAT (bfekitny).

Gtowne elementy:

e N-terminalne domeny GAT (blgkit) umiejscowione sa
po przeciwnych stronach na zewngtrznej czgsci struktury.

o C-terminalne domeny ISOM (granat) stanowig rdzen homodimeru

o Domena GAT i ISOM potaczone sg za pomocg linkera.

o C-terminalny fragment (reszty 600-608, kolor bragzowy) znajduje
si¢ na granicy migdzy domeng GAT i1 ISOM w jednym
monomerze. Odgrywa kluczowa role w miejscu wigzania cukru,
w katalizie 1 komunikacji migdzy miejscami aktywnymi
poszczegolnych domen.

o His-pgtla z sgsiednich podjednostek (reszty 503-505, kolor
pomaranczowy), uczestniczy w oslonie centrum aktywnego
i zawiera reszte His istotng dla katalizy.

e Petla Q (reszty 73-81, kolor r6zowy) obejmuje obszar wigzania
L-GIn w domenie GAT.

25



' [GImS]

inactive dimer

Active dimer

Rys. 14. (A) Aktywna katalitycznie forma dimeryczna GImS z E. coli. (B) Nieaktywna forma dimeryczna
EcGImS. (C) Nieaktywny katalitycznie heksamer EcGImS. Kazda domena ISOM zaznaczona jest ciemnym
odcieniem danego koloru, a domeny GAT zaznaczone sg jasnym odcieniem danego koloru [Mouilleron i in.
2012].

W przypadku syntazy GIcN-6-P pochodzenia eukariotycznego, wszystkie poznane
wersje wykazuja strukture homotetrameru [Raczynska i in. 2007, Luo i in. 2009, Nakaishi
i in. 2009, Jedrzejczak i in. 2012]. Podobnie jest w przypadku syntazy GIcN-6-P
z C. albicans, gdzie juz od wielu lat zakladano, ze enzym ten wystepuje w formie tetrameru
[Milewski i in. 1999] i ostatecznie zostalo to potwierdzone przez otrzymanie struktury 3D
dla domeny ISOM CaGfal [Raczynska i in. 2007].

Tetramer ISOM CaGfal moze by¢ opisany jako dimer dimeréw, sklada sie
z 4 tancuchow polipeptydowych: A, B, C i D (Rys. 15). Posiada 222 punkty symetrii.
Za formowanie struktury tetramerycznej odpowiadaja wigzania wodorowe, mostki solne
i oddziatywania dipolowe migdzy sasiednimi helisami. Kazdy monomer jest odrgbng
strukturg, ale wzajemnie ze sobg oddzialuja. Lancuchy A i D oraz B i C sg w stosunku
do siebie utozone symetrycznie i polaczone petla taczacag helisy NH i CA z kazdego tancucha.
C-koniec helisy NH znajduje si¢ w poblizu N-konca helisy CA z drugiego lancucha. P¢tla
524-527 bierze udzial w kontakcie miedzy tancuchem A i D, poprzez tworzace si¢ wigzania

wodorowe miedzy Asp524 z grupa hydroksylowa Ser525 1 Ser527 oraz atomem azotu grupy
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amidowej z wigzania peptydowego reszty Ser527 (Rys. 16). Reszty 524 i 527 sa silnie
zakonserwowane ewolucyjnie w sekwencjach eukariotycznych. Natomiast Ile526
w niektérych przypadkach zostaje wymieniony na Val, a Ser525 na Arg. Kolejnym miejscem
kontaktu jest obszar miedzy tancuchami A i C oraz odpowiednio B i D, ktory rowniez
wykazuje symetri¢ (Rys. 17). Za kontakt w tym obszarze odpowiadaja gldwnie reszty Arg394
1 Argd42, ktore tworza wigzania wodorowe z atomami tlenu z gldwnego lancucha reszt
Thr391, Argd442 i Asp444, oraz z grupa hydroksylowa Thr445 i z grupa karboksylowsa
Asp443 (z drugiego tancuch). Dodatkowo lancuch boczny Arg394 oddziatuje rowniez
z pierScieniem aromatycznym Phe441. Reszty odpowiedzialne za tworzenie struktury
tetramerycznej w eukariotycznej syntazie GIcN-6-P charakteryzujg si¢ duzg zmiennoscig

w sekwencji enzymu pochodzenia prokariotycznego [Raczynska i in. 2007].

T

Rys. 16. Obszar kontaktu pomiedzy tancuchami
A 1 D. Analogiczna sytuacja pojawia si¢ miedzy
tancuchami B i C [Raczynska i in. 2007].

E422B

Rys. 15. Tetramer domen ISOM Rys. 17. Obszar kontaktu pomigdzy tancuchami
syntazy GIcN-6-P z C. albicans [Raczynska A 1 C. Analogiczna sytuacja pojawia si¢ miedzy
i in. 2007]. Centrum aktywne w domenie tanicuchami B i D [Raczynska i in. 2007].

ISOM oznaczone kolorem zottym. Miejsce

wigzania fizjologicznego inhibitora

UDP-GIcNAc oznaczone kolorem zielonym.
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2.2.3. Mechanizm katalizowanej reakcji

Glowna funkcja syntazy GIcN-6-P jest przeksztalcanie Fru-6-P do GIcN-6-P,
zachodzace w wyniku przeniesienia grupy aminowej z L-glutaminy do Fru-6-P oraz
izomeryzacji ketozy do aldozy. Czasteczka amoniaku otrzymywana jest z hydrolizy L-Gln
w domenie GAT. Syntaza GIcN-6-P nie ma mozliwosci egzogennego pobierania jonow
amonowych [Froquet i in. 2007]. W przypadku braku jednego z substratow enzym nadal
wykazuje pewng aktywnos$¢: przy nieobecnosci Fru-6-P - enzym katalizuje hydrolize
L-glutaminy [Teplyakov 1 in. 2001, Floquet i in. 2007], natomiast przy braku L-Gln -
wykazuje aktywnos$¢ izomerazy glukozofosforanowej zachowujac rownowage miedzy
Fru-6-P a Glc-6-P [Leriche i1 in. 1996]. Reakcja katalizowana przez syntaz¢ GIcN-6-P jest
bardzo zlozona 1 sktadaja si¢ na nig 3 etapy:

1. hydroliza L-glutaminy
2. transfer uwolnionego amoniaku do Fru-6-P
3. izomeryzacja utworzonego intermediatu iminowego FruN-6-P do GIcN-6-P [Durand 1 in.

2008, Mouilleron 1 in. 2010].

Najlepiej poznany jest mechanizm reakcji katalizowanej przez bakteryjng syntaze
GIcN-6-P. Dzigki wieloletnim badaniom prowadzonym glownie przez zesp6t Badet [Badet
11n. 1987, Badet 1 in. 1988, Golinelli-Pompaneau i in. 1991, Isupov 1 in. 1996, Massiére 1 in.
1998, Teplyakov 1 in. 1999, Mouilleron i in. 2006, Floquet i in. 2007, Durant i in. 2008,
Mouilleron 1 in. 2008, Floquet i1 in. 2009, Mouillreon i in. 2010] 1 Milewskiego [Milewski
2002, Olchowy 1 in. 2007, Raczynska 1 in. 2007] ustalono doktadny mechanizm katalizowanej

reakcji.

Ogo6lny mechanizm reakcji katalizowanej przez syntazg¢ GIcN-6-P z E. coli opiera si¢
na hipotezie istnienia hydrofobowego kanalu, zlokalizowanego migdzy centrami
katalitycznymi domen GAT i1 ISOM (Rys. 8). Kanal ten w EcGImS formowany jest z wielu
sktadowych m. in. z reszt pochodzacych z: C-pe¢tli domeny ISOM (Lys601, Ala601, Val605
1 Val608) 1 domeny GAT (Arg26 1 Trp74) oraz dodatkowo z His-petli domeny ISOM
sasiedniej podjednostki z (Lys503* i1 His504*) [Mouilleron i in. 2006, Durand 1 in. 2008].
Reszty te sg silnie zakonserwowane zardéwno w prokariotycznych jak 1 eukariotycznych
sekwencjach syntazy GIcN-6-P, np. w Gfal C. albicans sa to: Arg32, Trp97, Ala706, Lys707,
Val709, Val711, Lys606* 1 His607* [Olchowy 1 in. 2007, Raczynska i in. 2007]. Udziat
w konformacji kanatu, reszt aminokwasowych z dwoch podjednostek potwierdza, ze struktura

dimeryczna stanowi funkcjonalng podstawe enzymu. Kanat odpowiada za transport czasteczki
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amonu z domeny GAT do domeny ISOM [Teplyakov 1 in. 1998, Teplyakov 1 in. 2001,
Mouilleron 1 in. 2006, Floquet i in. 2007, Floquet i in. 2009, Mouilleron i in. 2010].

Poczatkowo oba miejsca aktywne sg otwarte, a kanal amonowy zablokowany przez
reszt¢ Trp74. Wigzanie substratow przez syntaze GIcN-6-P przebiega w sposob
uporzadkowany 1 ich kolejnos¢ jest Scisle okreslona. Jako pierwszy przylacza si¢ Fru-6-P
1 jest to etap inicjujacy catg reakcje (Rys. 18) [Badet i in. 1988, Mouilleron i in. 2006, Flaquet
iin. 2009].

s @
TR 3 \\@f@y/

Rys. 18. Schemat cyklu katalitycznego syntazy GIcN-6-P z E. coli [Mouilleron i in. 2010]. Pokazany jako
monomer: zoity — domena glutaminazowa, niebieski — domena izomerazowa.

Po zwigzaniu Fru-6-P ogon-C zamyka centrum katalityczne w domenie ISOM,
podczas gdy miejsce aktywne drugiej domeny wcigz pozostaje otwarte. Ruch klapy
zamykajacej, wywotany jest wzajemnym oddzialywaniem m. in. reszty Lys503* (z His-petli)
z reszta Glu608 (z C-petli) tworzac mostek solny. Na tym etapie w domenie ISOM dochodzi
do otwarcia pierscienia cukrowego. Istotng funkcje w tym procesie odgrywa reszta His504*
(nalezaca do His-petli z sgsiedniej podjednostki), ktéra poczatkowo peini rolg akceptora
dla protonu z grupy 2-OH, a nastepnie przekazuje go na heterocykliczny atom tlenu

[Teplyakov 1 in. 1999]. Inng réwnie istotng role¢ w wigzaniu pierwszego substratu odgrywa
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reszta Lys603, z ktorej grupa e-aminowa tworzy z grupg karbonylowa Fru-6-P zasade Schiffa,
czyli silny elektrofilowy akceptor gotowy do przyjecia grupy aminowej od L-glutaminy
[Golinelli-Pimpaneau 1 in. 1991]. Udowodniono réwniez, ze po zamknig¢ciu centrum
katalitycznego domeny ISOM, reszty Tyr28 1 Trp74 zostaja zakotwiczone przez ogon-C,
co w efekcie utatwia przylaczenie drugiego substratu [Floquet i in. 2009]. Na tym etapie
rowniez kanat hydrofobowy zaczyna si¢ czesciowo formowaé, jednakze wciaz jeszcze jest
on zablokowany od strony domeny GAT przez indolowg grupe z Trp74. W takiej sytuacji
dochodzi do zwigzania czasteczki L-glutaminy 1 zamkni¢cia centrum katalitycznego
w domenie GAT przez Q-petle (73-79 aa). Nastepnie a-aminowa grupa Cysl tworzy wigzanie
z grupg hydroksylowa Thr606 (nalezacej do C-petli), co zwicksza nukleofilowos¢ reszty Cysl
(Rys. 19). Po deprotonacji tiolowa grupa Cysl atakuje karbonylowy wegiel L-glutaminy,
tworzac oksyanionowy intermediat. Taki stan przejSciowy stabilizowany jest przez atom
azotu z gldéwnego tancucha Gly99 i1 grupe aminowg reszty Asn98. Nalezy rowniez zwrocicé
uwage na reszt¢ Arg26, ktora z kolei stabilizuje wlasciwe ulozenie zaréwno reszt Asn9s,
Gly99 jak 1 Cysl. Natomiast zmiany konformacji reszty Arg26 uwarunkowane sg przez
ulozenie C-petli. Potwierdza to fakt, ze juz w momencie zwigzania Fru-6-P 1 zamknigcia
centrum w ISOM, zachodzg zmiany warunkujace reakcj¢ hydrolizy L-glutaminy. W kolejnym
etapie nastepuje przytaczenie protonu z czgsteczki wody 1 uwolnienie amoniaku. Deacetylacja
acetyloenzymu zachodzi w wyniku ataku nukleofilowego kolejnej czasteczki wody.
Po uwolnieniu jonu amonowego kanal wcigz pozostaje zamknigty 1 dopiero przesunigcie
reszty Trp74 otwiera kanal 1 umozliwia transport. Przejscie przez kanat amoniaku
wspomagane jest m. in. przez reszty Ala602 1 Val605 [Floquet i in. 2007].

Ostatnim etapem katalizowanej reakcji jest aminowanie 1 izomeryzacja cukru
(Rys. 20). Reszta Glu488 przenosi proton z Cl na C2, umozliwiajac w ten sposob
izomeryzacj¢ cukru, a His504* zamyka pierScien. Po otrzymaniu wlasciwego produktu -
GIcN-6-P, C-petla ulega przesunigciu, odsuwajac jednoczesnie reszty Lys485, Lys603
1 His504* od centrum katalitycznego, co w efekcie umozliwia uwolnienie GlcN-6-P. Dzigki
otwarciu centrum katalitycznego domeny ISOM, do kanalu wchodzi czasteczka wody, ktora
nastepnie jest przetransportowana do domeny glutaminazowej i tam powoduje uwolnienie
kwasu glutaminowego [Badet 1 in. 1988, Golinelli-Pimpaneau 1 in. 1991, Teplyakov 1 in.

1998, Teplyakov 1 in. 1999, Mouilleron 1 in. 2006].
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Rys. 19. Mechanizm reakcji katalizowanej w domenie GAT syntazy GlcN-6-P [Mouilleron i in. 2010].
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Rys. 20. Mechanizm katalizowanej w domenie ISOM syntazy GIcN-6-P [Mouilleron i in. 2010].

Niezaleznie od pochodzenia enzymu, mechanizm reakcji katalizowanej przez syntaze
GIcN-6-P jest zawsze taki sam. Sekwencje kodujace centrum aktywne i1 wszystkie reszty
odgrywajace role w katalizowanej reakcji sg silnie zakonserwowane [Durand 1 in. 2008].
Jednakze pewne réznice w sekwencji mogg by¢ efektem drobnych zmian w konformacji
poszczegbdlnych elementow, wynikajacych z tetramerycznej struktury enzymu. W przypadku
Gfal z C. albicans zaobserwowano, ze centrum aktywne w domenie ISOM ma bardziej
otwartg strukture niz w EcGImS. C-petla prawdopodobnie nie zachowuje si¢ dokladnie
tak samo jak w EcGImS. Zaobserwowano rowniez réznice w His-petli z sasiadujace;
podjednostki, gdzie Pro506* w EcGImS zostala zastgpiona 11e609* w CaGfal, co w efekcie
skutkuje wzrost elastyczno$ci His-petli. Zmiana konformacji wynikajaca z rdznic
w sekwencji His-petli, stabilizowana jest wigzaniem wodorowym mig¢dzy atomem O Lys606
a atomem N* z helisy CF. Mimo zmian w sekwencji, a tym samym réwniez w konformacji
w His-petli, funkcja His607* z CaGfal (odpowiednik His504* EcGImS) jest zachowana

[Raczynska 1 in. 2007]. Ewentualne réznice w mechanizmie katalizowanej reakcji wynikajace
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ze zmian konformacyjnych, jednoznacznie bedzie mozna wyjasni¢ dopiero po otrzymaniu

kompletnej struktury CaGfal.

2.2.4. Regulacja aktywnosci syntazy GlcN-6-P

Syntaza GIcN-6-P  wystepuje niemalze we wszystkich znanych organizmach
1 odgrywa wazna role w ich anabolizmie. W zwigzku z tym oczywisty jest fakt, ze aktywnos¢
katalityczna tego enzymu jest Scisle kontrolowana. Charakter tej regulacji jest w duzym
stopniu uzalezniony od gatunku gospodarza, z ktérego pochodzi enzym [Milewski 2002,

Durand 1 in. 2008].

2.2.4.1. Regulacja syntazy GIcN-6-P u prokariotow

Regulacja aktywno$ci GImS w komorkach E. coli odbywa si¢ na kilku poziomach.
Glowny mechanizm odbywa si¢ na poziomie regulacji ekspresji genu GLMS. W E. coli
enzymy szlaku biosyntezy heksozamin, w tym syntaza GIcN-6-P, kodowane sg przez operon
glmUS, ktory z kolei jest transkrybowany dwoma promotorami zlokalizowanymi powyzej
sekwencji genu GLMU. Warto tu przyblizy¢ znaczenie enzymu GImU, ktéry odpowiada
za przeksztafcanie GIcN-1-P do GIcNAc-1-P, a nastgpnie do UDP-GIcNAc. Geny GLMU
1 GLMS sa w Scistej koekspresji  [Plumbridge 1995]. Zaobserwowano,
ze wewnatrzkomorkowa ekspresja genu GLMS kodujacego syntaze GIcN-6-P w komorkach
E. coli hodowanych na podlozu zawierajacym aminokwasy takie jak: glukozaming lub
N-acetyloglukozaming jest obnizona. Podobny efekt obserwuje si¢ rowniez przy braku
egzogennych aminocukréw. Jest to efekt mutacji lub wewngtrznej indukcji, powodujace;]
depresje¢  regulonu nag  (kodujacego  bialka  zaangazowane w  metabolizm
N-acetyloglukozaminy), ktéry jednoczesnie stanowi aktywator dla promotora g/imU pl.
Mechanizm ten na poziomie transkrypcji wcigz jeszcze nie zostal do konca wyjasniony
[Plumbridge 1 in. 1993, Milewski 2002].

Dopiero pdzniejsze obserwacje post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji GLMS szerzej
wyjasniajg ten mechanizm. Zatem pierwotny transkrypt mRNA GLMSUS przez cigcie
za pomocg RNazy E przeksztalcany jest do genu mRNA GLMS (Rys. 21). Decydujace
znaczenie ma tu stopien stabilizacji powstatego genu, gdyz ze wzrostem transkryptu mRNA
GLMS, wzrasta réwniez ilo$¢ biatka GImS. Do tej pory zaproponowano kilka czynnikow
stabilizujgcych, w tym m. in. mutacje w genie PCNB kodujacym polimeraz¢ poly(A) (PAP1)
[Mohanty 1 in. 2006, Joanny 1 in. 2007]. Jednoczesnie Kalamorz i wsp. zaproponowali dwa

fragmenty sRNA jako czynniki regulujace ekspresje GlmS: GImZ [Kalamorz 1 in. 2007]
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1 GImY [Urban 1 in. 2007]. Stwierdzono, ze przy niskim st¢zeniu GIcN-6-P, transkrypt SRNA
GLMZ zostaje akumulowany 1 w efekcie aktywuje translacje mRNA genu GLMS. Natomiast
wysokie stezenie GIcN-6-P powoduje destabilizacje sRNA GLMZ, a w konsekwencji
obnizenie ekspresji GLMS. Sposob trawienia SRNA GLMZ nie jest calkowicie jasny, jednak
przypuszcza si¢, ze gtdwna role na tym etapie odgrywa enzym YhgJ. W przypadku drugiego
czynnika SRNA GLMY, mechanizm regulacji mRNA GLMS nie zostal jeszcze poznany.

ImUS mRNA
: ot >
full length g:;r::?c;zssl: gE @
GlmZ
AT N\ <&m e~~~ D
processed A tHiY T e~
GlmZ i @ * stabilization of gimS mRNA
YhbJ? 4
GIcN-6-P + Glu &
ﬂ PIIIRCRIIN. . - (RO
Fru-6-P + GIn

Rys. 21. Model regulacji ekspresji GLMS w E. coli przez GLMZ [Kalamorz i in. 2007].

Koleiny mechanizm regulacji syntazy GIcN-6-P, zaobserwowany w u bakterii
Gram-dodatnich, wykorzystuje rybozymy jako przelaczniki regulujace ekspresje genu GLMS
(Rys. 22). Struktury te nalezg do nowej grupy ryboprzetacznikow. Skladajg si¢ one z RNA
powszechnie wystepujacego w regionie S5’UTP bakteryjnego mRNA. Sekwencja
ryboprzetagcznika GImS zlokalizowana jest w mRNA danego biatka. Aktywacja ich nastgpuje
po zwigzaniu makroczasteczki GIcN-6-P do specyficznego obszaru w sekwencji rybozymu,
w wyniku czego nastepuje degradacja mRNA. Przerwanie cigglosci sekwencji w otwartej
ramce odczytu, w konsekwencji zaburza ekspresj¢ syntazy GlcN-6-P w komorce [Barrick 1 in.

2004, Winkler 1 in. 2004, Link 1 in. 2006, Durant 1 in. 2008, Xin i in. 2010].
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Rys. 22. Ryboprzetacznik jako regulator ekspresji GLMS u bakterii Gram-dodatnich [Durand i in. 2008].
Gdy stezenie GIcN-6-P przekracza ilo§¢ wymagang do wzrostu komorek, nadmiarowe czgsteczki GIcN-6-P
wigzg si¢ do struktury rybozymu, aktywujac go, ktory w efekcie rozcina mRNA. Gdy st¢zenie produktu
katalizowanej reakcji przez ten enzym jest obnizona, ryboprzekazniki sg nieaktywne, a ekspresja genu GLMS
zachodzi prawidtowo.

Bakteryjna syntaza GIcN-6-P w warunkach in vifro hamowana jest przez produkt
GIeN-6-P (K; = 0,35 mM) [Kucharczyk 1 in. 1990]. Jednakze nie ma to znaczenia
fizjologicznego, gdyz otrzymany produkt w sposob ciggly przetwarzany jest przez koleiny
enzym w szlaku do GIcN-1-P lub uruchamiane sg wcze$niej opisane mechanizmy regulujace
ekspresje enzymu. Zapobiega to akumulacji GIcN-6-P w komoérce do poziomu wywotujacego
inhibicj¢. Pojawity si¢ rowniez hipotezy o obecnosci w domenie ISOM syntazy GlcN-6-P
miejsca regulatorowego roznego od centrum katalitycznego, ktéra nie znalazta jednak
dotychczas potwierdzenia [Todorova 2001]. W przypadku syntazy GIcN-6-P pochodzace;j
z E. coli wykluczono mozliwo$¢ istnienia kontroli poprzez inhibicje koncowym produktem
szlaku UDP-GIcNAc [Komfeld 1967]. Jest to cecha wspolna dla wszystkich prokariotycznych
syntaz GIlcN-6-P.

Ostatnia udowodniong cecha regulujacg aktywnos$¢ katalityczng prokariotyczne;j
syntazy GIcN-6-P jest zdolno$¢ biatka do tworzenia réznych form oligomeryzacyjnych.
Zalezno$¢ miedzy aktywnym katalitycznie dimerem 1 nieaktywnym heksametrem (Rys. 14),
wskazuje na allosteryczny mechanizm regulacji typu ,morfein”. Model ten polega
na istnieniu réznych konformacji monomerdéw, ktore nastepnie tworza zrdznicowane
czasteczki oligomeryczne. W przypadku EcGImS Mouilleron 1 wsp. zaobserwowali,
ze roznice w strukturze odpowiedzialne za tworzenie formy heksamerycznej, pojawiajg si¢ na
poziomie funkcjonalnego dimeru i dotyczg utozenia domen GAT. Roéwnowaga pomiedzy
forma dimeryczng a heksameryczng EcGImS, w efekcie reguluje aktywno$¢ katalityczng
enzymu. Stwierdzono rowniez, ze wzrastajace stezenie produktu GIcN-6-P przesuwa

rownowage w kierunku nieaktywnego heksameru 1 w ten sposob katalizowana reakcja jest
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zatrzymywana. Moze to by¢ naturalny mechanizm regulowania aktywnos$ci enzymatycznej
syntazy GIcN-6-P w komorkach E. coli [Bennett 1 in. 2009, Valerio-Lepiniec i in. 2010,
Mouilleron in. 2012, Selwood 1 in. 2012].

2.2.4.2. Regulacja syntazy GIcN-6-P u eukariotow

W organizmach eukariotycznych obecnie znanych jest kilka czynnikow regulujacych
ekspresje syntazy GIcN-6-P na poziomie transkrypcji. W komorkach drozdzowych ekspresja
genu GFAI jest znacznie zwigkszona w obecnosci a-faktora, czyli feromonu produkowanego
1 wydzielanego przez haploidalne komorki typu o [Zalkin 1993]. Innym regulatorem
transkrypcyjnym w komodrkach drozdzowych jest biatko fosfatazy Glc7p [Zheng i in. 2000].
W przypadku mysiej syntazy GIcN-6-P stwierdzono, ze regiony promotorowe GFATI
1 GFAT2 zawieraja miejsca wigzania biatek regulatorowych SP-1, AP-1 1 AP-2 [Sayeski i in.
1997, Yamazaki i in. 2000]. Z kolei region promotorowy GFATI 1 GFAT2 ludzkiej syntazy
jest miejscem wigzania biatek jadrowych [Burt i in. 2005]. Stwierdzono rowniez, ze syntaza
GIcN-6-P z komorek ssaczych podlega $cistej 1 specyficznej regulacji w zaleznos$ci od tkanki
w ktorej si¢ znajduje [Nerlich 1 in. 1998]. W przypadku ludzkiej Gfat zaobserwowano,
ze w wigkszosci komorkach ekspresja genu GFAT! dominuje nad GFAT2, z wyjatkiem
komorek nerek [McKnight 1 in. 1992, Sayeski 1 in. 1997, Oki 1 in. 1999, Yki-Jarvinen 1 in.
1999, Yamazaki i in. 2000, DeHaven 1 in. 2001].

W przypadku komorek prokariotycznych powszechny jest mechanizm regulujacy
syntaz¢ GIcN-6-P  z wykorzystaniem ryboprzelagcznikow. Pojawity si¢ spekulacje,
ze rybozymy wigzace metabolity mogg rowniez odgrywac role w regulacji ekspresji genow
w komorkach eukariotycznych [Sudarsan 1 in. 2003].

Cechg wspolna dla eukariotycznej syntazy GIcN-6-P jest mechanizm regulacji poprzez
sprzezenie zwrotne. W warunkach in vitro, produkt koncowy szlaku inicjowanego przez ten
enzym, czyli UDP-GIcNAc stanowi silny inhibitor aktywnos$ci eukariotycznego enzymu.
Mechanizm regulacji produktem koncowym stwierdzono we wszystkich poznanych
do tej pory systemach eukariotycznych. Wartos¢ K; jest zroznicowana 1 waha si¢ w zakresie
4 uM - 0,7 mM [Kornfeld 1967, Maia 1994, Smith i in. 1996, Milewski 1 in. 1999, Broaschat
1 in. 2002, Czarnecka 1 in. 2012, Jedrzejczak i in. 2012]. W zaleznosci od pochodzenia
enzymu, UDP-GIcNAc wykazuje r6zny model inhibicji. W przypadku Gfal z Candida
albicans 1 Neurospora crassa dla L-Gln 1 Fru-6-P jest to inhibicja niekompetytywna [Endo
11n. 1970, Milewski 1 in. 1999, Jedrzejczak i in. 2012]. Natomiast dla enzymu z Aspergillus
nidulans w przypadku obu substratow - pozakompetytywna [Borgia 1992]. Z kolei
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dla syntazy GIcN-6-P z Blastocladiella emersonii 1 z watroby szczura wzgledem Fru-6-P jest
to model inhibicji kompetytywnej, a wzgledem L-GIn — niekompetytywnej [ Winterbur 1 in.
1971, Maia 1994]. Analiza powyzszych zalezno$ci wskazuje, ze eukariotyczna syntaza
GIcN-6-P posiada specyficzne miejsce wigzania UDP-GIcNAc, odmienne od centrum
aktywnego. Dzigki strukturze krystalograficznej otrzymanej dla domeny ISOM syntazy
GIcN-6-P z C. albicans, dokfadnie opisano miejsce wigzania czgsteczki inhibitora (doktadny
opis w dalszej czgsci — Rozdziat 2.2.2.1) [Raczynska 1 in. 2007]. Zaobserwowano rowniez,
ze wplyw inhibicji UDP-GIcNAc na enzym maleje wraz ze wzrostem stopnia czystosci
biatka. Prawdopodobnie jest to efekt stopniowego usuwania matoczasteczkowych zwigzkow
podczas procesu oczyszczania biatka. Jednym z takich czynnikow jest Glc-6-P, ktory
zwigksza wrazliwo$¢ enzymu na inhibicj¢ przez UDP-GIcNAc. [Miyagi 1 in. 1971, Borgia
1992, Milewski 1 in. 1999]. Jednak dokfadny mechanizm inhibicji UDP-GIcNAc 1 wplywu
Glc-6-P nie zostat jeszcze poznany.

Kolejnym  sposobem  regulacji  aktywno$ci  katalitycznej na  poziomie
post-translacyjnym jest fosforylacja przez cAMP-zalezng kinaz¢ A (PKA). W wigkszosci
przypadkow syntaz GIcN-6-P z organizméw eukariotycznych, PKA stymuluje wzrost
aktywnosci katalitycznej [Zhou 1 in. 1998, Milewski 1 in. 1999, Graack 1 in. 2001]. Wyjatek
stanowi miedzy innymi ludzka rekombinantowa wersja Gfat w warunkach in vitro, w ktorej
fosforylacja PKA obniza aktywno$¢ enzymatyczng [Chang 1 in. 2000]. Jednakze efekt
redukcji aktywno$ci enzymatycznej w HsGfat nie jest regula, gdyz w sekwencji
aminokwasowej wystekuje kilka miejsc fosforylacji: Ser205, Ser235 (brak w izoformie
HsGfat2) 1 Ser243. Zasugerowano, ze regulacja przez PKA prawdopodobnie jest zalezna
od izoformy enzymu, poniewaz fosforylacja poszczegdlnych reszt roéznie wplyw
na aktywnos$¢ enzymatyczng i tak np. fosforylacja Ser205 blokuje aktywno$¢ katalityczna,
a fosforylacja Ser243 — zwigksza aktywnos$¢ enzymu [Chang i in. 2000, Li 1 in. 2007, Eguchi
iin. 2009].

Natomiast w przypadku Blastocladiella emmersonii (BeGfa) stwierdzono,
ze fosforylacja enzymu przez kinazy biatkowe, zmienia podatno$¢ enzymu na dziatanie
UDP-GIcNAc. Natomiast stan ufosforylowania BeGfa zalezy od stadium rozwojowego
mikroorganizmu: w postaci cyst — enzym nie jest ufosforylowany, a w postaci plesni (forma
przetrwalnikowa) — enzym jest ufosforylowany. W rezultacie kinazy biatkowe reguluja
aktywnos$¢ katalityczng BsGfa, a w konsekwencji 1lo$¢ powstajacego produktu, ktory stanowi
podstawowy budulec chityny [Frisa 1 in. 1982, Etchebehere 1 in. 1989, Maia 1994]. Ponadto
wykazano, iz fosforylacja syntazy GIcN-6-P pochodzacej z C. albicans wplywa
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na transformacj¢ morfologiczng komorek drozdzaka. Obnizenie zdolnosci komorek
C. albicans do transformacji morfologicznej z formy drozdzowej do mycelialnej oraz ubytek
zawartos$ci chityny w $cianie komoérkowej sa spowodowane utrata miejsca fosforylacji
syntazy GIcN-6-P. W syntazie GIcN-6-P z C. albicans zidentyfikowano jednoznacznie reszte
Ser208 jako miejsce fosforylacji przez kinazg biatkowa typu A, a ufosforylowanie tej reszty
wplywa stymulujaco na aktywno$¢ amidohydrolazowa GAT i1 w konsekwencji na szybkos¢
reakcji katalizowanej przez catly enzym. Analogiczne miejsce fosforylacji okreslono takze
w enzymie ludzkim 1 mysim [Milewski 1 in. 1999, Gabriel 1 in. 2004, Olchowy i in. 2007].

Kolejnym czynnikiem regulujacym aktywnos$¢ katalityczng drozdzowej syntazy
GIcN-6-P jest aminopeptydaza metioniny (MetAP). MetAP jest to enzym katalizujacy
odcigcie reszty Met od N-konca sekwencji aminokwasowej. W przypadku enzymow
zawierajacych na N-koncu sekwencji reszty istotne dla katalizowanej reakcji, np. Cysl
w CaGfal, odcigcie Met staje si¢ inicjatorem dla katalizowanej reakcji. Udowodniono,
ze po zahamowaniu aktywnosci MetAP, wzrost komorek drozdzowych jest spowolniony,
co prawdopodobnie jest konsekwencja obnizenia aktywnosci syntazy GIcN-6-P. W zwigzku
z powyzszym MetAP moze sta¢ si¢ posrednim celem molekularnym w hamowaniu
aktywnosci enzymatycznej syntazy GIcN-6-P [ Dummitt i1 in. 2005].

Zaobserwowano rowniez kilka dodatkowych czynnikéw regulacji aktywno$¢ syntazy
eukariotycznej, charakterystycznych tylko dla specyficznych enzymoéw w zaleznos$ci
od Zrédta pochodzenia. Syntaza GlcN-6-P z watroby szczura podlega allosterycznej aktywacji
przez witaminy K1 1 K3 [Sharaev i in. 1981], a przeciwny efekt zaobserwowano w obecnosci
cholesterolu 1 hydrokortyzolu [Sharaev 1 in. 1988]. Jak dotychczas nie poznano

molekularnych podstaw takich zaleznosci, ani ich fizjologicznego znaczenia.

2.2.5. Inhibicja aktywnoSci eukariotycznej syntazy GlcN-6-P przez UDP-GlcNAc

2.2.2.1. Miejsce wigzania UDP-GIcNAc przez Gfal C. albicans

Jednym z miejsc zaproponowanych jako miejsce wigzania UDP-GIcNAc byt fragment
tancucha peptydowego w komorkach eukariotycznych, liczacy od 60 do 100 aminokwasow
1 odpowiedzialny za wydluzenie tancucha w stosunku do enzymu prokariotycznego. Badania
prowadzone przez Olchowego 1 wsp. zaprzeczyly tej hipotezie, poniewaz udowodniono,
ze fragment 218-283 tancucha aminokwasowego CaGFAI, w zaden sposob nie uczestniczy
w regulacji allosterycznej CaGfal [Olchowy 1 in. 2007]. Jednocze$nie w badaniach tych

zasugerowano, ze czasteczka fizjologicznego inhibitora wigze si¢ na powierzchni domeny

37



ISOM 1 jest oddalona od miejsca wigzania substratow: L-Gln i Fru-6-P [Endo 1 in. 1970,
Milewski 1 . 1999, Olchowy 1 in. 2007]. Taka samg lokalizacje miejsca wigzania
dla inhibitora w przypadku ssaczej syntazy GIcN-6-P zaproponowal Chou [Chou 2004].

Po otrzymaniu struktury krystalograficznej domeny ISOM syntazy GlcN-6-P
z C. albicans z UDP-GIcNAc, potwierdzono Ze inhibitor wigze si¢ do bialka w obrebie
domeny izomerazowej, w odlegloéci 10A od miejsca wigzania Fru-6-P (Rys. 23 A i B)
[Raczynska 1 in. 2007]. Dokladny mechanizm inhibicji przez UDP-GIcNAc wcigz jeszcze
nie zostal do konca poznany. Z ostatnich badania zespotu Badet okreslono wplyw
poszczegoOlnych elementdw czasteczki inhibitora na enzym. UDP-GIcNAc jest czasteczka
o zlozonej strukturze, a poszczegdlne jej czgsci petnig rdézne funkcje [Assrir 1 in. 2014].
Pierscien uracylu UDP-GIcNAc wchodzi do przestrzeni uformowanej przez motyw PBofof
1 catkowicie odpowiada za wigzanie w kieszeni biatkowej. Idealne dopasowanie powierzchni
kieszeni do grupy uracylowej odpowiadaja za specyficznos¢ wigzania UDP-GIcNAc, ktora
uwarunkowana jest m. in. przez reszty Gly445 1 Gly461. Natomiast czes¢
N-acetyloglukozaminowa czgsteczki inhibitora jest skierowana na zewnatrz biatka
1 to wlasnie ona odpowiada =za inhibicj¢ enzymu. Pomiedzy grupg uracylowa
a glukozaminowg funkcj¢ facznika pelnig ugrupowania cukrowe. Inhibitor wigze si¢
do specyficznych sekwencji, zakonserwowanych ewolucyjnie w wielu znanych sekwencjach
eukariotycznej syntazy GIcN-6-P np. z Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces

pombe, Candida albicans, z mysich 1 ludzkich komorek. Natomiast w przypadku enzymu

pochodzenia prokariotycznego sekwencje potencjalnie odpowiedzialne za wigzanie

UDP-GIcNAc sg zmienione (Rys. 10) [Raczyfska 1 in. 2007, Assrir 1 in. 2014].

Rys. 23. (A) Obszar wigzania UDP-GIcNAc w domenie ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans. Pierscien
uracylowy inhibitora wchodzi do kieszeni biatkowej utworzonej w ramach motywu Bapap. (B) Szczegdtowe
przedstawienie oddziatywan inhibitora UDP-GIcNAc z poszczegdlnymi aminokwasami [Raczynska i in.
2007].
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Dno kieszeni biatkowej, do ktorej wigze si¢ pierscien uracylu inhibitora, tworza reszty
Gly474 1 Val476. Boczne $ciany wneki biatkowej formowane sg przez reszte Ser4d84, tancuch
boczny Thr487 1 tancuch gléwny reszt aminokwasowych w pozycjach 489-491 oraz His492.
Brzeg kieszeni biatkowej, tworzony przez tancuch gléwny reszt aminokwasowych 489-491
(silnie zakonserwowany réwniez w sekwencji z Caenorhabditis elegans), jest niemal plaski
1 odpowiada plaskiemu ksztaltowi pierscienia uracylu. Plaszczyzna okreslona przez atomy
od 489 C" do 491 C” jest rownolegta do plaszczyzny pierScienia uracylu, co warunkuje
dopasowanie si¢ pierscienia pirymidynowego we wnetrzu kieszeni biatkowej. Na uwage
w szczegOlnosci zasluguje obecnos¢ Gly490, ktorej w E. coli odpowiada Ala388.
W  prokariotycznym enzymie wystgpowanie grupy metylowe; z Ala388 powoduje
przesuniecie lancucha bocznego do wolnej przestrzeni kieszeni biatkowej o ok. 1.5A oraz
usztywnienie catej struktury. Podobna sytuacja jest z Gly474 w CaGfal 1 odpowiadajace;]
jej Ala372 w EcGImS. Atom azotu N3 uracylu UDP-GIcNAc tworzy dwa wigzania
wodorowe: z grupa hydroksylowa Thr487 (odlegla o 2,8A) i tlenem z grupy karboksylowej
Ser484 (3,1A). Thr487 w sposob sprzezony pehi role akceptora wigzania wodorowego N3,
poprzez tworzenie kolejnego wigzania wodorowego, mi¢dzy tlenem karboksylowym Met483
(2,7A), a wodorem z grupy hydroksylowej Thr487. Wystajacy fragment czasteczki inhibitora
podtrzymywany jest przez przylegajaca do niej petle sktadajaca sie z reszt aminokwasowych
znajdujacych si¢ w pozycjach 381-383. Dodatkowo trzy atomy z grup fosforanowych
inhibitora tworza wigzania z resztami His492 1 Arg372. Wystajacy z kieszeni pierscien
cukrowy UDP-GIcNAc tworzy jedno wigzanie wodorowe z resztg Gly384 [Raczynska 1 in.
2007].

2.2.5.1. Zmiany struktury biatka po zwiqzaniu UDP-GIcNAc

Analizujac struktury krystalograficzne wolnej 1 zwigzanej z UDP-GIcNAc domeny
izomerazowej syntazy GIcN-6-P z C. albicans zaobserwowano, niewielkie zmiany wywotane
zwigzaniem inhibitora 1 dotyczace tylko bliskiego obszaru od miejsca wigzania czasteczki
UDP-GIcNAc. Glowna zmiana odnosi si¢ do potozenia fancucha bocznego reszty Trp388,
znajdujacej si¢ na koncu petli 381-388, do ktorej rownolegle przylegaja grupy fosforanowe
1 pierscien cukrowy UDP-GIcNAc (Rys. 24). Przesunigcie reszty Trp388 po zwigzaniu
inhibitora jest wynikiem jego posredniego kontaktu z atomem tlenu O2 rybozy, poprzez
czasteczki wody. Warto rowniez zauwazy¢, ze w EcGImS petla 381-388 przyjmuje rdézne
konformacje, bedace efekt zmian w sekwencji w ramach segmentu tych 8 aminokwasow,

w tym glownie Gly384 z CaGfal na Pro w EcGImS.
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Rys. 24. Obszar wigzania UDP-GIcNAc
w domenie ISOM CaGfal [Raczynska i in.
2007]. Przedstawione rdéznice wywotane
zwigzaniem UDP-GIcNAc: struktura ISOM
CaGfal bez inhibitora — zo6lty, struktura
ISOM CaGfal z inhibitorem — czerwona,
czasteczka  UDP-GIveNAc -  zielona.
Najwigksze zmiany konformacyjne zwigzane
z przytaczeniem UDP-GIcNAc
zaobserwowano w Trp388.

UDP-GIcNAC

Ponadto nie odnotowano istotnych zmian w odleglo$ci migdzy podjednostkami
1 nie stwierdzono zmian dotyczacych trzecio- i czwartorzedowej struktury domeny ISOM,
ani zadnych istotnych zmian w konformacji centrum aktywnego enzymu [Olchowy 1 in.
2007]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze niektore efekty, wywolane zwigzaniem inhibitora, mogty
nie zosta¢ wykryte, ze wzgledu na stosunkowo niskg rozdzielczo$¢ struktury domeny ISOM
enzymu niezwigzanej z inhibitorem [Raczynska 1 in. 2007].

Z literatury wiadomo, ze UDP-GIcNAc nie oddziatuje bezposrednio na centrum
aktywne enzymu. Inhibicja aktywnos$ci enzymu przez UDP-GIcNAc odbywa si¢ poprzez
hamowanie hydrolizy L-Gln, a w konsekwencji nie powstaje GIcN-6-P. Jednak
w wyizolowanej pojedynczej domenie GAT nie obserwuje si¢ inhibicji, podobnie rowniez w
domenie ISOM brak wplywu na izomeracje cukru [Olchowy 1 . 2007].
W konsekwencji, molekularne podstawy mechanizmu inhibicji aktywnos$ci syntazy GIcN-6-P
sg widoczne tylko w przypadku pelnej struktury enzymu. Czgsteczka inhibitora wigze si¢
do domeny ISOM enzymu w miejscu odleglym o ponad 10A od centrum aktywnego. Mozna
przypuszczaé, ze inhibitor oddzialuje z obiema domenami enzymu, chociaz do tej pory
nie zostalo to potwierdzone w zadnych badaniach strukturalnych. Najmniejsza
zaobserwowana odleglo§¢ miedzy inhibitorem a domeng GAT enzymu wynosi 10A
1 jest to przestrzen migdzy glukozaminowa czescig UDP-GIcNAc a ok. 70-aminokwasowym
insertem, charakterystycznym tylko dla enzymu eukariotycznego (w CaGfal fragment
ten znajduje si¢ w pozycjach 218-283). Tak duza odleglo$¢ migdzy domeng GAT
a inhibitorem uniemozliwia bezposredni kontakt, ktory bylby mozliwy dopiero w wyniku
ruchu miedzydomenowego, ale to z kolei mogloby zakloci¢ przeptyw posrednich produktow
reakcji, a tym samym ogranicza¢ dost¢p do miejsc aktywnych enzymu. Niestety otrzymanie

struktury krystalograficznej domeny ISOM CaGfal, nie dalo wystarczajacej ilosci danych,
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ktore umozliwityby okreslenie mechanizmu inhibicji aktywnosci enzymu przez UDP-GIcNAc
[Raczynska 1in. 2007].

Mozna przypuszczac, ze proces inhibicji pod wptywem UDP-GIcNAc wigze si¢
ze zmianami w zachowaniu makroczasteczki, ktére nie s3 widoczne na modelach statycznych.
W celu identyfikacji tych roznic, przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej domeny
ISOM CaGfal w stanie wolnym 1 zwigzanej z UDP-GIcNAc [Miszkiel 1 in. 2011]. Z analizy
poréwnawcze] otrzymanych trajektorii wynika, ze po zwigzaniu inhibitora dochodzi
do znacznego ograniczenia elastyczno$ci kilku funkcjonalnie istotnych regionow bialka.
Zwigzanie czasteczki UDP-GIcNAc zmniejsza ruchliwosci C-petli  (znajdujacej sig
na C-konicu bialka), ktora stanowi istotny element centrum katalitycznego domeny ISOM oraz
uczestniczy w tworzeniu kanatu, transportujgcego czasteczki amoniaku miedzy dwiema
domenami enzymu. Z wcze$niejszych doniesien stwierdzono, ze cztery reszty aminokwasowe
zlokalizowane na C-koncu enzymu, odpowiadaja za komunikacj¢ i1 sygnalizacje miedzy
domeng GAT 1 ISOM, a ich usunigcie silnie zakldoca oba te procesy. Z tego tez powodu
mozna przypuszczaé, ze usztywnienie C-konca (Lys705, Ala706, Val709, Thr710, Val711
1 GIn712) enzymu, w wyniku zwigzania inhibitora, w efekcie zaburza komunikacj¢ miedzy
domenami. Mechanizm odpowiedzialny za zmniejszenie elastycznosci C-petli w wyniku
zwigzania inhibitora, nie zostat do tej pory wyjasniony. Jednakze wiadomo, ze w kontakcie
C-petli z inhibitorem posrednicza inne reszty aminokwasowe. Stwierdzono, ze w wyniku
zwigzania czasteczki UDP-GIcNAc, struktury petli 450-455, 475-481 1 498-503, w stosunku
do struktury biatka bez inhibitora, rowniez sa usztywniane w pewnej odlegltosci od miejsca
aktywnego enzymu. Utrata elastycznosci w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia liczby
miejsc kontaktu miedzy petlami 450-455 1 498-503 a C-petly. Natomiast jednoczesne
zwigkszenie liczby miejsc kontaktu z drugim monomerem enzymu, dowodzi, ze ruchy C-petli
sg skierowane w stron¢ sgsiedniego monomeru. Przez takie ulozenie 1 konformacje C-petli,
utrudniona jest sygnalizacja pomigdzy domeng GAT 1 ISOM enzymu, wplywajac
w ten sposob na aktywnos$¢ katalityczng [Miszkiel 1 in. 2011].

W efekcie zwigzania czgsteczki inhibitora, dochodzi do zwigkszenia odleglosci
migdzy monomerami tworzacymi dimer, a nast¢pnie tetramer enzymu eukariotycznego.
Zwigzanie UDP-GIcNAc, w odniesieniu do enzymu niezwigzanego z inhibitorem, wywoluje
oddalenie si¢ od siebie podjednostek dimeru o 0,2-0,3 nm, co w konsekwencji wpltywa
na ruchliwos¢ reszt aminokwasowych stanowigcych powierzchnie¢ kontaktu miedzy
monomerami. Odsunigcie si¢ od siebie poszczegdlnych monomeréw prawdopodobnie

powoduje odsunigcie reszty His607 w CaGfal od centrum aktywnego, przez co zakiocony
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jest mechanizm katalizowanej reakcji. Wyniki dotyczace zmian His607 po zwigzaniu
UDP-GIcNAc otrzymano na podstawie analizy fragmentu enzymu, ktorego strukture
wymodelowano na podstawie biatka EcGImS, przez co sa one obarczone sporg doza

niepewnosci. Jest to proponowany mechanizm inhibicji przez UDP-GIcNAc [Miszkiel 1 in.
2011].
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3. CEL PRACY

Celem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej byta konstrukcja i okreslenie
wiasciwosci kilku wersji rekombinantowych syntazy GIcN-6-P z C. albicans, co mialo stuzy¢
uzyskaniu istotnych informacji strukturalnych i funkcjonalnych o tym biatku.

W szczegdlnosci zaktadano:

» skonstruowanie rekombinantowej wersji syntazy GIcN-6-P z C. albicans z wewnetrznym
mikro fragmentem oligoHis, w ktorym uktad 6-His tworzy si¢ dopiero po zwini¢ciu
biatka w strukture przestrzenng. Zakladano, ze taka wersja biatka bedzie rozni¢ sie
w stopniu minimalnym od biatka typu dzikiego, a z drugiej strony bedzie mogta zostac
oczyszczona do stopnia bliskiego homogenno$ci z zastosowaniem chromatografii
metalopowinowactwa.

» okreslenie warunkow krystalizacji syntazy GIcN-6-P z C. albicans i jej pochodnych,
w celu otrzymania krysztalow o wysokiej rozdzielczos$ci, umozliwiajacej wykonanie
pomiarow dyfrakcyjnych i zebranie danych do dalszej analizy.

» okreslenie roli i znaczenia reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad kieszeni
biatkowej syntazy GIcN-6-P z C. albicans wigzacej fizjologiczny inhibitor
UDP-GIcNAc.

» okreslenie roli i znaczenia reszt aminokwasowych biorgcych udzial w tworzeniu wigzan
miedzy poszczegdlnymi podjednostkami tetramerycznej formy syntazy GIcN-6-P

z C. albicans.
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4. MATERIALY I METODY

4.1. Materialy podstawowe i aparatura

4.1.1. Szczepy drobnoustrojow

Tab. 1. Wykaz szczepoéw Escherichia coli wykorzystywanych w badaniach.

SZCZEP GENOTYP POCHODZENIE OPIS
F, merd, mrr, Szczep wykorzystywany do namnazania
E. coli hsdRMS, endA, Kolekcja Katedr’y plazmidowego DNA_ oraz’ dq klonowa’nia o
TOP 10F° merBC, Tt.ach.nologn}ekow molekulameg(?: Moze by¢ uzywany rowniez
080lacZAM15, recd, i Biochemii, PG do nadekspresji bialek rekombinantowych
Tet" w ukladzie arabinozowym pBAD.
Szczep stosowany do nadekspresji gendw
rekombinantowych w systemie Tabora-Studiera.
. ) ) . Produkowany przez niego lizozym, specyficznie
E. coli F', ompT, hsdSg(r Kolekcja Katedry . .
BL21 (DE3) | mg), gfl, dem, IZEEY Technologii Lekéw | PAmue ‘“.‘kty.wnosckpd,llmerazy .REA faga T7,
pLysS (DE3), pLysS, Cam" i Biochemii, PG l]J.)tI‘.Z}’H.lu_]qc Ja na OKTESIoNym NISKIM pozIomic.
zigki czemu ekspresja genu plazmidu
rekombinantowego jest zahamowana do czasu
indukcji, poprzez dodanie IPTG lub laktozy.
Szczep wykorzystywany do nadekspresji gendw
w systemie Tabora-Studiera. Produkowany
. F-ompT, hsdSB(rB . przez niego lizozym, specyficznie hamuje
E. coli - ml]j?,), gal dc,; Kolekeja Katedr’y aktywno$¢ polimerazy RNA faga T7, utrzymujag
Rosetta (DE3) Technologii Lekow | . p o Lo .
(DE3),pLysS RARE R .. ja na okreslonym niskim poziomie. Natomiast

pLysS (CamR) i Biochemii, PG ekspresja genu plazmidu rekombinantowego jest
zahamowana do czasu indukcji, poprzez dodanie
IPTG Iub laktozy.
Szczep uzywany do nadekspresji gendw
rekombinantowych w systemie Tabora-Studiera.

E. coli F-ompT hsd SB(rB- Kolekcja Katedry Posiada uszko_d;opy gen permeazy .laktozy -

mB-) gal dem lacY 1 . X lacY, co umozliwia ptynna regulacje ekspresji
Rosetta (DE3) Technologii Lekow . - o
Lacl (DE3), pLacl RARE { Biochemii. PG reko.mbm(?war.ly-ch blaie.k stqzel.nem IPTG.

p (CmR) ’ Zawiera rowniez plazmid kodujacy
charakterystyczny dla organizmow
eukariotycznych tRNA.

4.1.2. DNA plazmidowe
Tab. 2. Wykaz plazmidéw wykorzystywanych w badaniach.
PLAZMID WIELKOSC POCHODZENIE OPIS

Plazmidy z serii pET (ang. Plasmid for
Expression) sg finalnymi wektorami
ekspresyjnymi dla klonowanych genéw,

gdzie pod kontrolg silnego promotora @10

. faga T7, nie sg rozpoznawane przez bakteryjng
pET23b 3665 pz leé)}l;l;?: ggi:ﬂ?\; polimeraze RNA. Plazmid pET23b posiada

i Biochemii, PG

miejsce wielokrotnego klonowania, terminator
transkrypcji oraz gen opornos$ci na ampicyling
Jest jednym z najwydajniejszych wektoréw
ekspresji w komorkach bakteryjnych

w uktadzie Tabora-Studiera.
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Bakteryjny wektor ekspresyjny pET23b,
zawiera gen syntazy glukozamino-6-fosforanu
Kolekcja Katedry z C. albicans (CaGFA1) wklonowany

5772 pz Technologii Lekow w miejsca Ndel oraz BamHI [Sachadyn i in.

i Biochemii, PG 2000]. Zapewnia wydajng ekspresje spod
promotora T7. Posiada terminator transkrypcji
oraz gen opornosci na ampicyling (Rys. 25).

pET23b-
CaGFAI

Bakteryjny wektor ekspresyjny pET23b,
pET23b- zawierajacy gen syntazy GlcN-6-P

CaGFAI-... 5772 pz Plasmidy otrzymane | z C. albicans po mutagenezie ukierunkowanej,
(pET23b- samodzielnie podczas ktorej wymieniano poszczegdlne

CaGFAI-*) reszty aminokwasowe (doktadny opis

w Tab. 10).

MNael BlpI
MNgoMIY PaeR7I - PspXI - TliI - ¥hol
i Eagl - Notl
\ / Eco53kl
Psil % / ST |
: i | [p=———— BamHI

Bsml - Nsil

BsaHI PfiMI

Scal
Pvul
psti_ ff

NmeAIIl
Bgll —

AhdI

BspQI - Sapl
Bst7171

PFIFI - Tth111I
BsmBI

- _Hpal
— BseRI

BstBI

——— SnaBI

_BspDI - Clal
" BStAPI
y ~ Bfull - BspMI
" Ndel
— Mscl*
~ Btgl
FspAl
BpulOl

Bsqgl*
Afel

Rys. 25. Wizualizacja plazmidu pET23b-CaGFA 1, wykonana za pomoca programu SnapGene.

4.1.3. Wzorce masowe

Tab. 3. Wykaz markeréw wykorzystywanych w badaniach.

MARKER

MASA CZASTECZKOWA

DNA do elektroforezy akrylamidowej

Marker GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific)

10000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3500; 3000; 2500;
2000; 1500; 1000; 750; 500; 250 [pz]

Marker DNA M10kpz
(DNA Gdansk)

10037; 8000; 6000; 5000; 4000; 3000; 2500; 2000;
1500/1517; 1000; 800; 600; 400; 200 [pz]




Bialkowy do SDS-PAGE

T™ f f
Page Ruler ™ Plus Prestained Protein Ladder 250: 130; 100; 70; 55; 35; 25: 15; 10 [kDa]

(Fermentas)

Biatkowy do Native-PAGE
Tyreoglobulina 669 kDa
Apoferrytyna 443 kDa
B-amylaza 200 kDa
Transferyna 80 kDa
BSA (albumina wotowa) 66 kDa

The NativeMark ™ Unstained Protein Standard

(Invitrogen, Life Technologies) 1236; 1048; 720; 480; 242; 146; 66; 20 [kDa]

Bialtkowy do filtracji zelowej (Superdex 200 10/300GL)

Thyroglobulina 669 kDa

-amylaza 200 kDa

Dehydrogenaza alkoholowa 150 kDa

BSA (albumina wotowa) 66 kDa

Anhydraza weglanowa 29 kDa
4.1.4. Aparatura

Tab. 4. Wykaz sprzgtu wykorzystywanego w badaniach.
D Sprzet bedacy wyposarzeniem laboratorium Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

APARAT

TYP/FIRMA

termocykler

Eppendorf Mastercycler Gradient

aparat do elektroforezy agarozowej Delfin

DNA Gdansk, Polska

aparat do elektroforezy biatkowej BlueStart

DNA Gdansk, Polska

transformator Power Pac Basic

Bio — Rad., UK

spektrofotometr Genesis 20

TermoSpectronic, USA

Transiluminator

Vilber Lourmat, Francja

waga WPS 720/C/2

Radwag, Polska

waga analityczna

Zaktady mechaniki Precyzyjnej ZP
Gdansk, Polska

sterylizator SP 32E

Wadem, Polska

wirowka Centifuge 5415R, 24X3,75¢g

Eppendorf, Niemcy

wirowka Sigma 3 — 18 K

PolyGen, Niemcy

pH — metr CP — 551

Elmetron, Polska

kotyska laboratoryjna KL — 942

JWE Lectronic

worteks Lab Dancer

IKA

dezintegrator ultradzwigkowy

Sonifier W — 250D, Niemcy

inkubator powietrzny z wytrzasaniem Unitron

Infors HT, Szwajcaria

cieplarka CO, Water — Jacketed Incubator

Nuaire™ IR Autoflow

faZznia wodna Waterbaht Type 356

Unipan, Polska

faznia wodna MML 547

AJL electronic

mieszadetko magnetyczne MM 5

ATM
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filtry Amicon® Ultra-15 Milipore

aparat FPLC z detektorem UPC-900 AKTA, Amersham Biosciences, USA
kolumna Superdex 200 10/300GL GE Healthcare

kolumna ResourceQ GE Healthcare

kolumna Ni*"-IDA-agaroza Novagen

kolumna HiTrap Desalting GE Healthcare

spektrofotometr do pomiaru dynamicznego

rozpraszania $wiatla (DLS) Zetasizer, Malvern Instruments Ltd.

robot do krystalizacji biomolekut ” Gryphon, Art Robbins
mikroskop stereoskopowy z polaryzacja " Olympus SZ61
mikroskop stereoskopowy z polaryzacja Motic SMZ-168

4.2. Podloza i warunki hodowli

4.2.1. Podloza

Tab. 5. Wykaz podtozy bakteryjnych wykorzystywanych w badaniach. Ilosci sktadnikéw LA i LB
na 100 ml wody destylowanej. Pozywki po przygotowaniu sterylizowano w autoklawie w 120°C
przy cisnieniu 1,5 atm. przez 30 minut. Dodatki dodawano do sterylnych pozywek tuz przed hodowla
badz w trakcje (Cy — koncowe stezenie dodatku w pozywce).

PODLOZE SKEAD

LB 1g NacCl, 0,5¢g ekstrakt drozdzowy, 1g pepton

LA 1g NacCl, 0,5¢g ekstrakt drozdzowy, 1g pepton, 1,5 g agar
DODATKI DO PODLOZY

Ampicylina (100 mg/ml wody), C = 100 pg/ml
Tetracyklina (100 mg/ml etanolu), Cx = 100 pg/ml
Chloramfenikol (34 mg/ml etanolu), Cy = 34 pg/ml
IPTG (24 mg/ml wody)

Laktoza

4.2.2. Hodowla w podlozu plynnym

Hodowle bakteryjng E. coli prowadzono w podlozu ptynnym LB (z dodatkiem
odpowiedniego antybiotyku, jezeli badany szczep zawieral plazmid z genem opornosci
na dany antybiotyk), w inkubatorze powietrznym z wytrzasaniem 180 rpm w temperaturze
37°C lub 30°C, przez okreslony czas. Hodowle zaszczepiano komorkami pobranymi z innej
hodowli (z podloza stalego) lub poprzez dodatek wczesniej przygotowanego inokulum

(z ok. 17 godz. hodowli ptynnej).
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4.2.3. Hodowla na podlozu stalym
Hodowle bakteryjng E. coli prowadzono na podlozu statym, wylanym na ptytkach

Petriego, w cieplarce w temperaturze 37°C przez okreslony czas. W przypadkach, gdy szczep
zawieral plazmid z genem opornosci na antybiotyk, do podloza o temperaturze ok. 60°C,

tuz przed wylaniem na ptytki, dodawano odpowiedni antybiotyk.

4.3. Techniki izolacji, charakterystyki i obrobki DNA

4.3.1. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforez¢ w zaleznos$ci od celu 1 wielkosci rozdzielanego materiatu prowadzono
w 1-2% zelach agarozowych w buforze 1 x TAE przy napigciu 5-10 V na 1 cm dlugosci zelu.

Rozwiniety zel obserwowano w §wietle UV o dlugosci fali A = 312 nm.

Przygotowanie zelu:

Zawiesing odpowiedniej ilosci agarozy w buforze 1 x TAE podgrzano, w celu catkowitego
rozpuszczenia. Nastepnie wrzacy klarowny roztwoér studzono do ok. 60°C 1 dodawano 4 pl
roztworu bromku etydyny (0,5 pg/ml) lub 2 pl barwnika GelRed Nucleic Acid
(10 x stezony). Calos¢ dokladnie mieszano 1 wylewano na ptytke aparatu (z wczesniej
przygotowanymi grzebieniami). Po kilku minutach, plytke z zastygnigtym zZelem
umieszczano w aparacie do elektroforezy. Nastepnie do aparatu dodawano bufor 1 x TAE,

az do zakrycia catej powierzchni zelu.

Nanoszenie probek:

Probki DNA mieszano z buforem obcigzajacym w stosunku 10:1, jednak nie mniej niz 2 pl

buforu na probe. Tak przygotowane proby nanoszono pipeta bezposrednio do studzienki.

Materiaty:

e Agaroza (Promega)

e Roztwoér bromku etydyny (1 mg/ml wody)
e GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium)

o Bufor do nanoszenia probek na zel

blekitu bromofenolowego (0,25%) 0,025 g
roztwor sacharozy (40%) 8¢g
EDTA 1,48 g
woda destylowana do 10 ml
e Bufor 50 x TAE (pH 7,5)
Tris 242 ¢
lodowaty kwas octowy 5,7 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 10 ml
woda destylowana do 100 ml
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4.3.2. Izolacja DNA

4.3.2.1. Izolacja plazmidowego DNA z hodowli plynnej

Izolacj¢ plazmidowego DNA o wysokiej czystosci w matej skali z hodowli ptynne;j
wykonywano zgodnie z procedurg zawarta w zestawie ,,Gen Elute Plasmid Miniprep Kit”
(Sigma). Jako roztworu do elucji DNA uzytwano 50 pl jalowe] HOgeq. Otrzymywany

przesacz zawieral wyizolowany materiat DNA, ktory przechowywano w temp. -20°C.

Materiaty — dostepne komercyjnie w zestawach ,,Gen Elute Plasmid Miniprep Kit” (Sigma).

4.3.2.2. Izolacja fragmentéw DNA z zelu agarozowego

Fragmenty DNA z zelu agarozowego izolowano zgodnie z procedura zawartg
w zestawie ,,Gel-Out” (A& A Biotechnology, Polska). Jako roztworu do elucji DNA uzywano
30 pl jalowej HyOgest. Otrzymywany przesacz zawieral wyizolowany materiat DNA, ktory
przechowywano w temp. -20°C.

Materiaty — dostepne komercyjnie w zestawach ,,Gel-Out” (A& A Biotechnology, Polska).

4.3.3. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia DNA endonukleazami restrykcyjnymi prowadzano w odpowiednich
buforach do trawienia, przez 15 — 30 min., w temperaturze optymalnej dla dziatania enzymu.
Przy jednoczesnym trawieniu dwoma enzymami dobierano optymalne warunki buforowe
wspolne dla obu z nich. Uzyskiwany produkt poddawano -elektroforezie agarozowej
(Materiaty 1 Metody 4.3.1). Wyniki obserwowano w $wietle lampy UV na transluminatorze.
Jako kontrole dla analizy restrykcyjnej otrzymanych rekombinantéw, przeprowadzano

trawienie restrykcyjne pET23b-CaGFAI (Rys. 26).

Enzymy restrykcyjne wykorzystywane w pracy:

Dpnl (FD1703, Thermo Scientific)
EcoRI (FD0274, Thermo Scientific)
BamHI (FD0054, Thermo Scientific)
Sspl (FD0774, Thermo Scientific)
Ndel (FD0583, Thermo Scientific)
Xhol (FD0694, Thermo Scientific)

Preferowany bufor: FastDigest Green Buffer (Thermo Scientific)
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Sklad mieszanin trawienia restrykcyjnego DNA matrycowego:

Tab. 6. Mieszanina trawienia restrykcyjnego produktu PCR. Czas trawienia restrykcyjnego to 15 min w 37°C.

Tlos¢
Woda 4 ul
Bufor FastDigest Greer Buffer (10x) S5l
DNA — produkt PCR 40 pl
Dpnl [10U/pl] 1l
Objetos¢ mieszaniny 50 pl

Sklad mieszanin trawienia restrykcvinego plazmidu pET23b-CaGFA1 i jego pochodnych:

Tab. 7. Mieszanina trawienia restrykcyjnego plazmidu pET23b-CaGFA1 i jego pochodnych. Czas trawienia
restrykcyjnego to 15 min w 37°C.

EcoRI  BamHI BIZ ngl Sspl I)V(Zeolll
Woda 12 ul 12 ul 11 pl 12 ul 11 pl
Bufor FastDigest Greer Buffer(10x) 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Plazmid 5l 5l 5l 5l 5l
Enzym rest. 1 pl 1 pl 1/1 pl 1 pl 1/1 pl
Objetos¢ mieszaniny 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

Rys. 26. Symulacja trawienia restrykcyjnego plazmidu
PET23b-CaGFAI:
M - marker (10000; 9000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3000;
2000; 1000; 900; 800; 700; 600; 500; 300; 200; 100 [pz])
1 - pET23b-CaGFAI trawiony EcoRI (3978, 1296
1498 [pz])
2 - pET23b-CaGFAI trawiony BamHI (5772 pz)
3 - pET23b-CaGFAI trawiony Ndel/BamHI (3626
12146 [pz])
4 - pET23b-CaGFAI trawiony Sspl (4239; 1402; 131 [pz])
5 - pET23b-CaGFAI trawiony Ndel/Xhol (3586; 2186 [pz])
Symulacja wykonana w programie PlasmaDNA.
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4.3.4. Ligacja

Sklad mieszaniny ligacyinej:

Tab. 8. Mieszanina ligacyjna. Reakcje ligacji przeprowadzano w 16°C przez 12 godz.

llos¢
DNA 15 pl
Bufor (10x) 2 ul
ATP 0,8 ul 0,8 ul
Woda jalowa 11,2 pl 1,2 ul
DNA ligaza faga T4 (5 U/ul) 1 pl
Objetos¢ mieszaniny 20 pl

Materiaty:

e  Bufor (B69, Thermo Scientific)
e  ATP (R0441, Thermo Scientific)

e  DNA ligaza faga T4 (EL0011, Thermo Scientific)

4.3.5. Amplifikacja fragmentu DNA CaGFAI-*

Sklad mieszaniny reakcyjnej:

Tab. 9. Mieszanina reakcji PCR.

llos¢

Woda

Bufor Hypernova (x10)

MgCl, (50mM)

dNTPs (2mM)

Starter CaGfal-...m (50 pmol/ul)
Starter CaGfal-...k (50 pmol/ul)
Matryca

Polimeraza DNA Hypernova (2U/ul)

34,3 ul
S5ul
3,4 ul
S5ul
0,4 ul
0,4 ul
1 ul
0,5 ul

Objetos¢ koncowa

50 ul
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Matryce 1 startery:

Tab. 10. Zestawienie danych dotyczacych przeprowadzonych mutagenez w Gfal z C. albicans: 1 — w celu wprowadzenia mikro fragmentu oligoHis, powstajacego
w strukturze 3D; II — w miejscu wigzania inhibitora UDP-GIcNAc; III — w obszarach kontaktow migdzy poszczegdlnymi podjednostkami, odpowiedzialnych za tworzenie
struktury oligomerycznej biatka. Zmiany genetyczne wprowadzane w jednym kroku sa zaznaczone jednym kolorem. Docelowo wymieniany nukleotyd jest podkreslony.
W nazwach rekombinantowych plazmidéw wymienione reszty zaznaczytam wg kolejnoSci wprowadzania zmian. Natomiast w dalszej czeSci wymienione reszty oznaczam
wg kolejnosci sekwencji: CaGFA1-K568HS569H, CaGFA1-G474LT4871G490LH492F i CaGFA1-R394IR442ID524AS52548527A..

Matryca Startery T, Produkt Uwagi
I. CaGFAI-K568HS569H
CaGfal-K568HS569Hm: ;YS568 S Hiss CAC 3
1 PET23b-CaGFAI 5’ PBACCACTTATTATTATTAGGTAGAGGTTATCAATTTGC 3 53°C pET23b-CaGFAI- AAA 3" — 5°CAC

CaGtfal-K568HS569Hk:

5S’P-TTGATCATTCAATGAACTATTACATAAATC 3¢

Ser569 — His
5’TCT 3> — 5°CAC 3’

II. CaGFAI-G474LT4871G490LH492F

CaGfal-H492Fm:
5’P-AATGCTGGGCCAGAAATTGG 3

pET23b-CaGFAI-

His492 — Phe

1. pET23b-CaGFAl 58°C
CaGtal-HH492Fk: 5’CAT 3’ - 5 TIT 3
5’P-AATRABAACCCCACAATGGG 3¢
CaGfal-T487Im:
> pET23b-CaGFAI- | 5P-AGACAABBBCATTGTGGGG 3* 62°C PET23b-CaGFAI- | Thr487 — lle
' H492F CaGtal-T4871k: -T4871 S’ACC 3" — 5’ATC 3°
5’P-AGACATTGAAGAACCAACAGAG 3
CaGfal-G490Lm:
3 pET23b-CaGFAI- | 5P-AATBCTGGGCCAGAAATTGG 3* 52°C pET23b-_C;z£91?;1_] ) Gly490 — Leu
' H492F-T4871 CaGtfal-G490Lk: G490L 5°GGG 3> —» 5’°CTG 3°
5'P-AATAAAAACIHACAATGGATTTGTC 3¢
ET23b-CaGFAl- | €aGfalG474Lm: ET23b-CaGFAI-
4 p HA92F- ;f 487]- 5‘P-AACTCTGTTGGTTE@MICAATGTC 3 5700 p i ; 4871 Gly474 — Leu
' CaGtfalG474Lk: 5°GGT 3> - 5°CIT 3’

G490L

5°P-AACGATAAGAACAGTTAAAGCTCC 3¢

G490L-G474L
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III. CaGFAI-R394IR442ID524A8525A48527A4

CaGfa-D524Am:
5’P-CTTTATCTAATBEITCTATTTCCAGAAAGGG 3¢

pET23b-CaGFAI-

Asp524 — Ala

ET23b-CaGFAl 55°C
p “ CaGfalD524Ak: 5°GAT 3° - 5°GCT 3’
5’P-AAAGGGCAAACATCACCAAGGC 3¢
CaGfal-S525AS527Am: Ser525 — Ala
pET23b-CaGFAI- | 5P-TTATCTAATGCTE@HATTEBBAGAAAGGG 3* 60°C pETBb'CaC_;FAI_ 5°TCT 3’ - 5°GCT 3’
5'P-AGAAAGGGCAAACATCACCAAGGC 3¢ 5"TCC 3" — 5°GCC 3"
CaGfal-R394Im: pET23b-CaGFAl-
pET213)l}-ZCZ4GFAI- 5P JTGTAGAAGAATCATTATGATTGCTTGTGG 3¢ 60°C - Arg394 — Ile
525485274 CaGfalR394Ik: S$52548527A4- 5’AGA 3’ — 5’ATA 3’
5’P-TCTAATTGTAGATAACCATGATTTTAATCCACC 3¢ Rj’ 94[
CaGfalR442Im: pET23b-CaGFAI-
pET213)l}-ZCZ4GFAI- 5P -TCTCCAGTTTTCEMMGATGATACTTGTGTATTTGTTTCTCAATCGGG 3¢ 62°C - Argd42 — lle
525455274 CaGfalR4421k: S525A48527A- 5°AGA 3’ — 5’ATA 3’
5¢°P-TCTTCTATCCAAGAAATCAGAAGCTAATTCAACCGAAACGG 3¢ R442[
pET23b-CaGFAI-
D524A4-
S525485527A4- CaGfal-R442Im
R3941 CaGfal-R4421k 62°C | PET23b-CaGFAI-
tub lub lub S52548527A-
pET23b-CaGFAI- | CaGfal-R394Im 69°C R394IR4421
D524A4- CaGfal-R3941k
S525485527A4-
R442]
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Profil temperaturowo — czasowy reakcji PCR:

denaturacja wstepna 95°C 3 min.

denaturacja 95°C 30 sek.

hybrydyzacja starterow ta 60 sek. 30 cykli
elongacja 72°C 6 min.

wydtuzanie koncowe 72°C 10 min.

chlodzenie 4°C 00

Termocykler: Eppendorf Mastercycler Gradient

Materiaty:

e zestaw odczynnikow do PCR (bufor Hypernova, MgCl, dNTPs, polimeraza DNA
Hypernova) (DNA Gdansk))

o startery (Genomed)

4.4. Transformacja komorek kompetentnych E. coli

4.4.1. Przygotowanie komorek kompetentnych

W celu przygotowania komorek kompetentnych E. coli, wczesniej przygotowywano
hodowle bakteryjng danego szczepu. 50 ml pozywki LB (z dodatkiem odpowiedniego
antybiotyku, w zaleznosci od szczepu bakteryjnego), zaszczepiano 1 ml inokulum
z calonocnej plynnej hodowli (Materialy 1 Metody 4.2.2). Hodowle prowadzono
w inkubatorze w 37°C z wytrzasaniem 180 rpm, az do uzyskania hodowli o ggstosci optycznej
zawiesiny komorek ODgop = 0,3. Po uzyskaniu odpowiedniej gestosci zawiesiny komorek,
hodowlg wirowano przez 10 min. z predkoscig 3500 rpm w 4°C. Po odwirowaniu supernatant
odrzucano, a osad zachowujac temp. 4°C, zawieszano w 10 ml schlodzonego 1 sterylnego
roztworu CaCl,. Tak przygotowang zawiesing pozostawiano w lodzie na min. 2h, po czym
komorki wirowano (4°C, 3500 rpm, 10 min.). Supernatant ponownie odrzucano, a osad
komorek zawieszano w 1 ml roztworu CaCl, (zachowujac temp. 4°C) 1 pozostawiano w lodzie
na kolejne 30 min. Komorki kompetentne E. coli gotowe do transformacji (Materiaty
1 Metody 4.4.2.). Zawiesing komorek kompetentnych mozna przechowywaé¢ w temp. 4°C
przez 12-36 godz. lub w -80°C przez 2-3 tyg. jako tzw. konserwy (120 ul komorek
kompetentnych 1 30 ul jatowego 50% glicerolu).

Materiaty:
e CaCl, (100 mM)

e podloze LB - Materiaty i metody 4.2.1
e antybiotyki - Materiaty i metody 4.2.1
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Do transformacji uzywano roznych komorek kompetentnych i w zaleznosci od ich rodzaju stosowano
odpowiedni antybiotyk. Do wykorzystywanych szczepdw stosowano nastgpujace antybiotyki:

- E. coli TOP 10F’ — tetracyklina

- E. coli BL21 (DE3) pLysS — chloramfenikol

- E. coli Rosetta (DE3) pLysS — chloramfenikol

- E. coli Rosetta (DE3) pLacl — chloramfenikol

4.4.2. Transformacja komorek kompetentnych

Material genetyczny wprowadzano do komoérek kompetentnych E. coli, podczas
inkubacji mieszaniny transformacyjnej w lodzie, w ktorej sktad wchodzito: 100 pl §wiezych
komorek kompetentnych 1 1 pl plazmidu (wyizolowanego wg. Materialy 1 Metody 4.3.2.1)
lub 20 pl mieszaniny po reakcji ligacji (Materiaty 1 Metody 4.3.4). Czas inkubacji mieszaniny
transformacyjnej zalezal od wprowadzanego materialu: dla plazmidu byla to 1h,
a dla mieszaniny ligacyjnej - 2h. Po uptywie czasu inkubacji przeprowadzano szok termiczny,
sktadajacy si¢ z inkubacji w temp. 42°C przez 1,5 min. i w lodzie przez 5 min. Nastgpnie
do mieszaniny transformacyjnej dodawano 0,5 ml pozywki LB. W przypadku transformacji
plazmidem na tym etapie wysiewano plytki z podlozem statym LA z ampicyling. Natomiast
w przypadku mieszaniny ligacyjnej, na tym etapie dodatkowo inkubowano mieszaning
transformacyjng z LB w cieplarce w 37°C z wytrzagsaniem 160 rpm przez lh, po czym
mieszaning transformacyjng z pozywka wysiewano na podloze stale LA z ampicyling.
Stosowano dwa sposoby wysiewania: [ — plytka rozcienczona, na ktorej wysiewano 100 pl
mieszaniny transformacyjnej z pozywka LB; II — ptytka stezona, na ktorej wysiewano 100 pl
zatezone] poprzez wirowanie w 3500 rpm przez 1 min. mieszaniny transformacyjnej
z pozywka LB (supernatant zlewano, pozostawiajac ok. 100 pl, w ktore; zawieszano
otrzymany osad komorkowy). Wysiane ptytki inkubowano w temp. 37°C przez 15-18 godz.
(Materiaty 1 Metody 4.2.3), a nast¢pnie przechowywano w 4°C do dalszych analiz.

Materiaty:

e podloza - Materiaty i Metody 4.2.1
e ampicylina - Materiaty i Metody 4.2.1

4.5. Nadprodukcja bialek rekombinantowych w systemie Tabora-Studiera

Ekspresje genu(éw) w ukladzie Tabora-Studiera prowadzono w hodowli ptynne;.
800 ml pozywki LB (z dodatkiem ampicyliny o stezeniu koncowym 100 pg/ml) zaszczepiano
10 ml inokulum z catonocnej ptynnej hodowli odpowiednich szczepéw bakteryjnych E. coli,
transformowanych danym plazmidem ekspresyjnym (Materiaty 1 Metody 4.4.2).

Tak przygotowang hodowle inkubowano w cieplarce w temp. 37°C 1 z wytrzasaniem 180 rpm,
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az do uzyskaniu odpowiedniej gestosci optycznej, mierzonej spektrofotometrycznie przy fali
o dhugosci 600 nm (ODggp). Nastepnie do hodowli dodawano odpowiednig ilos¢ czynnika
indukujacego ekspresje w uktadzie Tabora-Studiera (IPTG lub laktoza) 1 dalej kontynuowano
hodowlg bakteryjng w temp. 30°C-37°C przez 5-18h. Po zakonczeniu inkubacji hodowlg
bakteryjng wirowano przez 20 min, przy 4000 rpm w temp. 4°C (przed wirowaniem
pobierano probke do elektroforezy poliakrylamidowej wg procedury opisanej w Materiaty
1 Metody 4.10.2). Otrzymany supernatant odrzucano, a osad komoérkowy przechowywano
w temp. -20°C lub poddawano procesowi oczyszczania (Materiaty 1 Metody 4.6).

Doktadne warunki ekspresji danego genu optymalizowano, dla kazdego rekombinanta
osobno, w zakresie nastepujacych czynnikow:
- szczep gospodarza: E. coli BL21 (DE3)pLysS, E. coli Rosetta (DE3)pLysS 1 E. coli Rosetta
(DE3)pLacl (Materiatu 1 Metody 4.1.1);
- rodzaj 1 stezenie induktora: IPTG (<1 mM), laktoza (<1,5 g/);
- gestos¢ komoérek w momencie dodawania induktora do hodowli (ODggo = 0,3-0,6);
- temperatura hodowli po indukcji: 30°C-37°C
- czas hodowli po indukcji: 5-18h.

Materiaty:

e podioze LB - Materiaty i Metody 4.2.1
e ampicylina - Materiaty i Metody 4.2.1
o induktor: IPTG i laktoza - Materiaty i Metody 4.2.1

4.6. Techniki oczyszczania bialka

4.6.1. Przygotowanie ekstraktu bezkomorkowego

Osad komorkowy z 400-800 ml hodowli zawieszano w ok. 10 ml odpowiedniego
buforu (bufor A dla metod wytraceniowych; bufor W5-PMSF dla IMAC) 1 mieszano,
az do uzyskania jednolitej zawiesiny komorkowej. Tak otrzymang zawiesing poddawano
dezintegracji komorek za pomocag sonifikacji: 30% amplitudy, 20-30 sek. w od 2
do 4 powtorzen z zachowaniem 30 sek. przerw miedzy cyklami (czas 1 ilos¢ powtdrzen
sonifikacji uzalezniano od gestosci zawiesiny komorkowej). Caly proces prowadzono w tazni
lodowej. Nastgpnie mieszaning po sonifikacji wirowano (12 000 rpm, 20 min., 4°C), w celu
oddzielenia  ekstraktu  bezkomorkowego od stalych elementéw  komorkowych.

Tak otrzymywany supernatant poddawano dalszemu procesowi oczyszczania.
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Materiaty:

o bufor fosforanowy A:
25 mM KH2P04/K2HPO4, pH 6,9-7,1
0,7 mM PMSF
1 mM DTT
1 mM EDTA

¢ bufor W5-PMSF:
20 mM Tris-Cl, pH 8,5
0,5 M NaCl
0,1% Tweed 20
5 mM imidazolu
0,7 mM PMSF

4.6.2. Metoda wytraceniowa

Wytracanie siarczanem streptomycyny

Do ekstraktu bezkomérkowego, przy ciaglym mieszaniu 1 w fazni lodowej, wkraplano
roztwor siarczanu streptomycyny do koncowego stezenia 1,1%. Etap ten miat na celu
usunigcie DNA z ekstraktu bezkomorkowego. Tak wuzyskang mieszaning wirowano
(12 000 rpm, 20 min., 4°C). Osad odrzucano, a supernatant poddawano dalszym etapom

oczyszczania.

Wytracanie siarczanem amonu

Do preparatu po stracaniu siarczanem streptomycyny, wkraplano (przy ciaglym
mieszaniu 1 w tazni lodowej) nasycony roztwor siarczanu amonu do koncowego stezenia
odpowiadajacego 60% nasyceniu. Po wprowadzeniu catosci (NH,)2SOj4, otrzymany roztwor
mieszano jeszcze przez ok. 15-30 min., a nastgpnie wirowano (12 000 rpm, 20 min., 4°C).

Supernatant odrzucono, a osad poddawano dalszym etapom oczyszczania.

Whrtracanie glikolem polietylenowym (PEG 6500-7000)

Osad z poprzedniego etapu rozpuszczano w 10 ml buforu fosforanowego A
z dodatkiem NaCl (do koncowego stezenia 40 mM) 1 MgCl, (do koncowego stezenia
10 mM). Nastepnie do roztworu wkraplano (przy cigglym mieszaniu 1 w fazni lodowe;j)
50% roztwor glikolu polietylenowego do koncowego stezenia 10% . Po wprowadzeniu
odpowiedniej ilosci PEG, otrzymany roztwdr mieszano jeszcze przez ok. 15-30 min.,
a nastepnie wirowano (12 000 rpm, 20 min., 4°C). Supernatant odrzucano, a osad ponownie
rozpuszczano w 10 ml buforu fosforanowego A 2z dodatkiem NaCl 1 MgCl.
Tak otrzymywany roztwor ponownie wirowano (12 000 rpm, 20 min., 4°C), w celu usuni¢cia

nierozpuszczonych czastek. W efekcie otrzymywano podczyszczony preparat biatkowy.
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D" Ze wzgledu na konsystencje roztworu PEG, etap ten bardzo czesto wiaze sie
z nadmiernymi stratami oczyszczanego biatka. W zwigzku z tym zamiennie do etapu
wytragcania PEG, stosowano odsalanie za pomocg kolum HiTrap Desalting
(GE Healthcare). Nadmiar siarczanu streptomycyny obecny w roztworze usuwano poprzez
wymian¢ na bufor A (Materiaty i Metody 4.8). W efekcie otrzymywano podczyszczony
preparat biatkowy.

Materiaty:

o Dbufor fosforanowy A:
25 mM KH2P04/K2HPO4, pH 6,9-7,1
0,7 mM PMSF
I mM DTT
1 mM EDTA

e siarczan streptomycyny (Sigma)

e (NH4)2S04 (Sigma)

e 50% glikol polietylenowy (PEG 6500-7000)
e Na(Cl

e MgCl

4.6.3. Chromatografia jonowymienna na zlozu ResourceQ (IEC)

Rozdzial na kolumnie ResourceQ

Preparat biatlkowy, podczyszczony metoda wytraceniowa (Materiaty 1 Metody 4.6.2),
nanoszono na kolumng ResourceQ FPLC zréwnowazong buforem B. Elucje prowadzono
w liniowym gradiencie 0-1 M NaCl w buforze C. Zakres gradientu soli uzalezniano
od rodzaju biatka. W przypadku syntazy GIcN-6-P z C. albicans 1 jej pochodnych zakres
gradientu zawezano do 0,15-0,55 M NaCl. Frakcje wykazujace najsilniejszg aktywnos¢

katalityczng enzymu zbierano (Materiaty i Metody 4.12) 1 poddawano dalszym badaniom.

Kolumna ResourceQ — po kilku rozdziatach tego samego enzymu lub po kazdorazowym

oczyszczaniu roznych biatek, zloze kolumny poddawano regeneracji zgodnie z procedurg
opisang w specyfikacji kolumny ResourceQ 6ml (GE Healthcare). Po zakonczonym procesie
oczyszczania na kolumne¢ nanoszono 20% EtOH 1 w takiej postaci przechowywano

do nastepnego oczyszczania.

Materiaty:
o Dbufor fosforanowy B:
20 mM KH2P04/K2HPO4, pH 6,9-7,1
e bufor fosforanowy C:
20 mM KH2P04/K2HPO4, pH 6,9-7,1
1 M NaCl
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e 20% Etanol

4.6.4. Chromatografia metalopowinnowactwa na zlozu Ni’*-IDA-agaroza (IMAC)

Rozdzial na zlozu Ni*'-IDA-agaroza

Ekstrakt bezkomorkowy zawieszony w buforze W5-PMSF (Materiaty 1 Metody 4.6.1),

nanoszono na zregenerowane i zrownowazone buforem W5 zloze Ni*'-IDA-agaroza. Bialka
niezwigzane lub stabo zwigzane ze zlozem wymywano z kolumny poprzez nanoszenie
buforéw o wzrastajacym stezeniu imidazolu (kolejno bufory W5 1 W20). Elucj¢ wlasciwych
biatek wykonywano za pomocg buforu z 500 mM imidazolem (WS500). Po catkowitym
wymyciu biatek buforem W500, na kolumne nanoszono ok. 15 ml buforu W1000, w celu
usuni¢cia ze ztoza wszystkich pozostatosci biatkowych. Przed i po kazdorazowym uzyciu

kolumny, regenerowano 1 oczyszczano zltoze.

Przygotowanie ztoza NiZ -IDA-agaroza:

Kolumna zawiera ok. 6 ml zloza Ni*-IDA-agaroza. W celu regeneracji zloza kolejno
przemywano:

- 4 objetosciami ztoza 2% roztworu SDS (usunigcie pozostatosci niezwigzanych ze zlozem)
- 4 objetosciami zloza 100 mM roztworem EDTA (usunigcie Ni*")

- 5-6 objetosciami ztoza H,O (przeptukanie ztoza)

- 2 objetosciami ztoza 200 mM roztworem NiCl, (naniesienie $wiezych Ni*")

- 4 objetosciami ztoza H,O (wymycie niezwiazanych Ni*")

- 2 objetosciami ztoza buforem W5 (kalibracja ztoza)

Natomiast po zakonczeniu rozdziatu zloze przemywano kolejno:

- 3 objetosciami ztoza 2% roztworu SDS (usunigcie pozostato$ci niezwigzanych ze ztozem)
- 3 objetosciami ztoza H,O (przeplukanie ztoza)

- 2 objetosciami ztoza 20% EtOH

Kolumng pozostawiano w 20% EtOH 1 przechowywano w 4°C.

Materiaty:
e bufory W5, W20, W500, W1000:
20 mM Tris-Cl
0,5 M NaCl
0,1% Tweed 20
imidazol odpowiednio w stezeniu 5, 20, 500, 1000 mM
pH 8.5

e bufor W5-PMSF (bufor W5 z dodatkiem 0,7 mM PMSF)
e SDS (2%)
o« EDTA (100 mM)
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e NiClL, (200 mM)
o EtOH (20%)
e H,0 destylowana

4.7. Zatezanie preparatow bialkowych przez ultrafiltracje

Oczyszczone preparaty biatlkowe zat¢zano przy uzyciu filtrow ,,Amicon® Ultra-15”
(Millipore) z progiem odcigcia 10 lub 30 kDa w zaleznosci od wielko$ci biatka. Preparat
biatkowy umieszczano w powyzszych filtrach 1 wirowano przy 4500 rpm,

w temp. 4°C, az do uzyskania wlasciwego stezenia biatka.

4.8. Wymiana buforu

Wymiang buforéw w preparatach biatkowych wykonywano za pomocag kolumn

HiTrap Desalting (GE Healthcare) zgodnie z procedurg zawartg w specyfikacji producenta.

Wprowadzane bufory:

o bufor fosforanowy A:
25 mM KH,PO4/K,HPO,, pH 6.9-7.1
0,7 mM PMSF
1 mM DTT
1 mM EDTA

¢ bufor HEPES D:
10 mM HEPES, pH 7,0
1 mM DTT

4.9. Chromatografia rozmiarow wykluczajacych (SEC, filtracja zelowa)

Rozdzial na kolumnie Superdex 200 10/300 GL (FPLC)

Chromatografie¢ rozmiarow wykluczajacych (filtracje zelowa) wykonywano na ztozu
Superdex 200 10/300 GL z wykorzystaniem aparatu do FPLC AKTA z detektorem UPC-900.
Kolumne Superdex 200 10/300 GL réwnowazono buforem S. Nastepnie na kolumne
nanoszono czysty preparat bialka w objetosci maksymalnie 0,5 ml o st¢zeniu ok. 2 mg/ml.
Elucje makroczasteczek prowadzono buforem S. Otrzymywane frakcje zbierano
1 analizowano pod wzgledem aktywnosci katalitycznej enzymu (Materiaty 1 Metody 4.12)
oraz w rozdziatach elektroforetycznych (Materiaty 1 Metody 4.10).

Kolumna Superdex 200 10/300 GL — po kilku rozdziatach ztoze kolumny poddawano

regeneracji zgodnie z procedurg opisang w specyfikacji kolumny Superdex 200 10/300 GL
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24ml (GE Healthcare). Po zakonczonym procesie oczyszczania zloze przechowywano
w 20% EtOH.

Krzywa wzorcowa dla filtracji zelowej

Tab. 11. Zestaw wzorcow do krzywej kalibracyjnej kolumny Superdex 200 10/300 GL

Biatko M [kDa] V. [ml]
thyroglobulin 669 9,57
B-amylaza 200 12,38
dehydrogenaza alkoholowa 150 13,38
BSA 66 14,62
anhydraza weglonawa 29 16,96
Dekstran Ve = 8,59 ml

Dla kazdego biatka wyznaczano objetos¢ elucji (V) 1 obliczano warto$¢ V/V ek, gdzie
Viaek jest objetoscig swobodng kolumny. Na podstawie uzyskanych danych sporzadzano

krzywa kalibracji (Rys. 27).

log MW = f{V/V 1)
3
2.5 4
=
= 2
{=1]
= y=-1,6001x + 4 6237
R =0,9924
1.5 A
1 T T
1 1.5 2
VeV e
Rys. 27. Krzywa kalibracji log MW = f(Vo/V gex)-
Materiaty:

e bufor fosforanowy S:
50 mM KH2P04/K2HPO4, pH 6,9-7,1
0,15 M Na(Cl

o 20% Etanol
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Przyktadowy profil elucji SEC dla CaGfal:
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Rys. 28. Profil elucji rozdziatu SEC oczyszczonego preparatu biatka CaGfal. Frakcja wyptywajaca
przy 11,14 ml odpowiada masie czasteczkowej 344 kDa (tetramer CaGfal). Rozdzial ten stanowi kontrole
dla rozdziatow SEC rekombinantowych biatek syntazy GIcN-6-P z C. albicans. Linia niebieska — profil elucji
biatka; czerwone znaczniki — numeracja zbieranych frakcji.

4.10. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
4.10.1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE)

Elektroforez¢ biatek w warunkach denaturujagcych prowadzono wg metody Laemmli
[Laemmli 1970] w 10% zelach rozdzielajacych 1 5% zelach zageszczajacych, w buforze
Tris-glicynowym (pH 8,3), przy napieciu 15 V/cm, z uzyciem aparatu ,,Bluestar” (DNA-
Gdansk). Proces elektroforetyczny konczono w momencie, gdy barwnik docieral do konca
zelu. Nastgpnie zel poddawano barwieniu blekitem kumazyny lub srebrem (Materialy

1 Metody 4.10.4).

Sklad zelu zageszczajacego 1 rozdzielajacego:

Zel 5% Zel 10%

H,O 2,3 ml 4,17 ml
Bufor A 0,67 ml 3,3ml
Bufor C — zel zaggszcz.

B — Zel rozdziel. I'ml 2,5ml
APS 50 ul 50 pl
TEMED Sul Sul
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Materiaty:

e Roztwor A
Akryloamid 292 ¢
Bisakryloamid 0,8 g
H,O do 100 ml
e Roztwér B
Tris-HCI (2 M, pH 8,8) 75 ml
SDS (10%) 4 ml
H,0O 21 ml
e Roztwoér C
Tris-HCI (1 M, pH 6,8) 50 ml
SDS (10%) 4 ml
Nadsiarczan amonu (1%) 5 ml
H,0O 46 ml
e 10% roztwor nadsiarczanu amonu (APS)
e TEMED
o Bufor do elektroforezy SDS-PAGE Tris-Glicyna (pH 8,3)
Tris (25 mM) 3g
Glicyna (192 mM) 144 ¢
SDS (1%) lg
H,O do 1000 ml

4.10.2. Przygotowanie prob do SDS-PAGE

Préby pobrane z hodowli bakteryine;:

I ml hodowli bakteryjnej wirowano przy 12 tys. rpm przez 1 min. Supernatant zlewano,
a osad komorek zawieszano w 100 ul 1% SDS. Cato$¢ inkubowano 10 min w 100°C.
Po tym czasie do probki dodawano 25 pl buforu lizujagcego i ponownie inkubowano 10 min

w 100°C. Tak przygotowane proby przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

Proby pobrane z ekstraktu bezkomorkowego 1 podczas oczyszczania:

Do 80 ul probki dodawano 20 pul buforu lizujagcego. Probki inkubowano
3 min. w 100°C. Tak przygotowane proby przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

Materialy:

e 1% SDS

o Bufor lizujacy
Tris-HCI (1 M, pH 6,8) 0,6 ml
Glicerol (50%) 5 ml
SDS (10%) 2 ml
2-merkaptoetanol 0,5 ml
Biekit bromofenolowy (1%) I ml
H20 0,9 ml
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4.10.3. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych
(Native-PAGE)

Elektroforez¢ bialek w warunkach natywnych prowadzono w analogiczny sposob

jak dla SDS-PAGE, ale z zachowaniem warunkow niedenaturujgcych biatko.

4.10.3.1. Elektroforeza Native-PAGE z wykorzystaniem Zelu 2-warstwowego

Zele poliakrylamidowe przygotowywano samodzielnie, w sktad ktérych wchodzit:
12% zel rozdzielajacy 1 5% zel zaggszczajacy. Rozdziat prowadzono w buforze
Tris-glicynowym (pH 8,8), przy napieciu 15 V/cm, aparacie ,,.Bluestar” (DNA-Gdansk).
Proces elektroforetyczny konczono w momencie, gdy barwnik docierat do kofica zelu

(ok. 50-60 min). Zel barwiono blekitem kumazyny lub srebrem (Materiaty i Metody 4.10.4).

Sklad zelu zageszczajacego 1 rozdzielajacego:

Zel 5% Zel 12%

H,O 2,3 ml 3,5ml
Bufor A 0,67 ml 4 ml
Bufor C — zel zaggszcz.
B — zel rozdziel. I'ml 2,5 ml
APS 50 pl 50 pl
TEMED Sul Sul
Materiaty:
o Roztwor A (taki sam jak w elektroforezie poliakrylamidowej — Materialy i Metody 4.10.1)
e Roztwér B
Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) 40 ml
H>O do 100 ml
e Roztwoér C
Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) 40 ml
H>O do 100 ml

APS (taki sam jak w elektroforezie poliakrylamidowej — Materialy i Metody 4.10.1)
TEMED (taki sam jak w elektroforezie poliakrylamidowej — Materiaty i Metody 4.10.1)
Bufor do elektroforezy SDS-PAGE Tris-Glicyna (pH 8,8)

Tris (25 mM) 3g
Glicyna (192 mM) 144 ¢
H,O do 1000 ml

4.10.3.2. Przygotowanie prob do Native-PAGE z 2-warstwowym Zelem

Préby oczyszezonych preparatéw biatkowych:

Do 80 pl proby preparatu biatkowego dodawano 20 pl buforu lizujacego 1 doktadnie
mieszano. W taki sam sposéb przygotowywano biatka markerowe (Materiaty i Metody 4.1.3).
Tak przygotowane proby przechowywano w -20°C do dalszych analiz.
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Materiaty:
o Bufor lizujacy

Tris-HCI (1 M, pH 6,8) 3,1 ml
Glicerol 5 ml
Biekit bromofenolowy (1%) 0,5 ml
H,O 1,4 ml

4.10.3.3. Elektroforeza Native-PAGE z wykorzystaniem Zelu wielowarstwowego
Elektroforezg¢ poliakrylamidowa w warunkach niedenaturujacych z wykorzystaniem
zeli wielowarstwowych wykonano korzystajac z zestawu zestawie ,,Native PAGE™ Novex
Bis-Tris Gel System” (Life Technologies). Probki do elektroforezy i1 rozdzial wykonano
zgodnie z procedurg opisang przez producenta. Otrzymane zele wybarwiano metoda CBB
(zgodnie z procedura Coomassie Staining of NativePAGE™ Gels, Life Technologies)
lub barwieniem srebrowym (Materialy 1 Metody 4.10.4.2). Elektroforeza Native-PAGE
z wykorzystaniem zeli wielowarstwowych zmniejsza wplyw tadunku biatka na migracje

w zelu, zatem umozliwia wyznaczenie zaleznosci logMW = f(R.).

Materiaty — dostepne komercyjnie w zestawie ,,Native PAGE™ Novex Bis-Tris Gel System”
(Life Technologies).

4.10.4. Metody barwienia zeli poliakrylamidowych

4.10.4.1. Barwienie btekitem kumazyny (CBB - Coomassie Brillant Blue)

Zel poliakrylamidowy umieszczano w specjalnie przeznaczonym do tego barwienia
pojemniku. Nastepnie do zelu dodano ok. 50 ml buforu barwigcego (zel powinien by¢
w calosci zanurzony) 1 pozostawiono na ok. 15 min. na kotysce laboratoryjnej. Po procesie
barwienia bufor barwigcy usuwano, zabarwiony zel ptukano wodg destylowana, a nastepnie
dodano do niego ok. 50 ml buforu odbarwiajacego. Czas odbarwiania uzalezniano od stopnia

wczesniejszego zabarwienia, sredni czas odbarwiania to 4-8 godz.

Materiaty:

o Bufor barwigcy
Bfekit kumazyny R-250 (CBB) 100 mg
Metanol 45 ml
Lodowaty kwas octowy 10 ml
H,O 45 ml

o Bufor odbarwiajacy
Metanol 10 ml
Lodowaty kwas octowy 10 ml
H20 80 ml
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4.10.4.2. Barwienie srebrowe
Barwienie zeli poliakrylamidowych metoda srebrowa wykonywano zgodnie
z procedura zawarta w zestawie ,,ProteoSilwer' ™ Silwer Stain Kit” (Sigma).

Materialy — dostepne komercyjnie w zestawach ,,ProteoSilwer' ™ Silwer Stain Kit”
(Sigma).

4.11. Oznaczanie st¢zenia bialka — metoda Bradford

Stezenie biatka oznaczano metodg Bradford. Do 100 pl preparatu dodawano 1 ml
roboczego odczynnika Bradford, inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej 1 mierzono
absorbancj¢ przy dlugosci fali 595 nm [Bradford 1976].

Stezenie biatka w probkach wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej wykonanej

dla albuminy bydlecej, BSA (Rys. 29).

Krzywa wzorcowa dla albuminy wolowe;j:

A=f(c[B5A])
I I e T | TR .
0z ] ¥ =00194x +0,0809 :
| R* = 0,9961 |
I-ul:l'ﬁ ) i
T 0.4 :
*
0.2 1 + E
l:l T T T 1
0 01 02 ¢ [BSA] [rﬂ'&:‘ml] 04 05
Rys. 29. Krzywa wzorcowa Asqs = f(Cipsa;) dla BSA.
Materiaty:
e Odczynnik Bradford roboczy (BWS):
BSS 3ml
EtOH (95%) 1,5 ml
Kwas ortofosforowy (88%) 3ml
H,0 destylowana 42,5 ml
e Odczynnik Bradford st¢zony (BSS):
Btekit kumazyny G-250 (CBB) 350 mg
EtOH (95%) 100 ml
Kwas ortofosforowy (88%) 200 ml

e BSA (Sigma Aldrich) 1 mg/ml
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4.12. Oznaczanie aktywnosci katalitycznej syntazy GlcN-6-P

Aktywno$¢ syntazy GIcN-6-P oznaczano przy uzyciu zmodyfikowanej metody
Elsona-Morgana podanej przez Ghosh 1 wsp. [Ghosh 1 in. 1960] z uwzglgdnieniem
modyfikacji wprowadzonych przez Kenig 1 wsp. [Kenig 1 in. 1976].

Procedura reakcji Elsona - Morgana

W celu okreslenia aktywnosci katalitycznej CaGfal przygotowywano mieszaning
reakcyjng wg Tab. 12. Tak przygotowane proby inkubowano w temperaturze 37°C
przez 30 min. Nastgpnie reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez przeniesienie na 1 min
do 100°C. Do schtodzonych préb dodano kolejno 200 pl nasyconego NaNCO;
1 100 pul 10% bezwodnika octowego w acetonie (§wiezo przygotowywany). Nastepnie proby
inkubowano 3 min. w temperaturze pokojowej, po czym przenoszono na kolejna 3 min.
do 100°C. W kolejnym etapie po schtodzeniu, do préb dodawano 200 pul 0,8 M K,B40;
1 inkubowano przez nastgpne 3 min. w 100°C. Po ponownym schiodzeniu do mieszczanin
dodawano po 5 ml $§wiezo przygotowywanego odczynnika Elsona-Morgana, po czym
mieszanin¢ doktadnie mieszano 1 pozostawiono na 20 min. w temp. 37°C. Finalnie w probach
zawierajacych produkt GIcN-6-P, roztwory zabarwiaty si¢. Pomiar absorbcji wykonywano
przy fali o dlugosci 585 nm. Stezenie powstatlego produktu wyznaczano na podstawie
wczesnie] przygotowanej krzywej wzorcowe]j Asgs= f(cigien-6-p1) (Rys. 30).

Tab. 12. Sklad mieszanin reakcyjnych do oznaczania aktywnosci CaGfal metoda Elsona-Morgana.

W przypadku badania inhibicji do mieszaniny badanej proby dodawano okreslong ilo$¢ inhibitora zmniejszajac
ilo$¢ buforu (tak aby koncowa objgtos¢ byta zachowana).

Badana Kontrola Kontrola
proba pozytywna negatywna

[ul] [ul] [ul]
L-GlIn (100 mM) 40 - -
Fru-6-P (75 mM) 40 - -
Preparat enzymatyczny X - -
Bufor A 320 -x 360 400
GIcN-6-P - 40 -
Objetos¢ koncowa 400

Definicja jednostki aktywnos$ci enzymatycznej:

1 jednostka enzymu (U) jest to taka ilos¢ enzymu, ktora katalizuje syntez¢ 1 pmola
glukozamino-6-fosforanu w ciggu 1 min. Aktywno$¢ specyficzna enzymu wyrazona jest

jako U/mg biatka.
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Krzywa wzorcowa do okreslania zawarto$ci GlcN-6-P:

A = flc[GIcNGBPT])
18
1,4 1 *
12 y =1,0088x
R? = 0,9771
1 .
203 *
< 02
0,6 - *
0,4 -
*
02 *
l:l T T T T T T T
0 02 0,4 0,86 0.2 1 1.2 1.4 1,8
¢ [GIcNEP] (mM)
Rys. 30. Wykres zaleznosci Asgs= f(C[gien-6-p1)-
Materiaty:

e Fru-6-P (75 mM)

e L-GIn (100 mM)

e GIcN-6-P (10 mM)

e Bufor fosforanowy A (25mM KH,PO4/K,HPO4, pH 6,9-7,1; 1mM DTT; 0,7mM
PMSF; ImM EDTA)

e NaNCOj; (nasycony)

e 10% bezwodnika octowego w acetonie

° K2B4O7 (0,8 M, pH 9,2)

e odczynnika Elsona — Morgana:

ADAB (4-dimetyloaminobenzaldehyd) lg
Lodowaty kwas octowy 100 ml
Kwas solny st¢zony 1,5 ml

4.13. Pomiar wielkosSci czastek metodg dynamicznego rozpraszania Swiatla
(DLS, ang. Dynamic Light Scattering)

Technika dynamicznego rozpraszania Swiatla jest to metoda optyczna, w ktorej mierzy
si¢ modulowanie czestosci $wiatta rozproszonego poprzez ruchy Browna makroczasteczek.
Metoda ta wykorzystywana jest m. in. do oznaczania masy czasteczkowej bialtka
1 do okreslania sktadu badanej mieszaniny wzgledem wielko$ci czasteczek w roztworze
(polidyspersyjnosci). Metoda ta jest szybka i nie wymaga wzorcOw masowych.

Pomiary DLS wykonano na aparacie Zetasizer (Malvern Instruments Ltd), w ramach

wspotpracy z prof. W. Rypniewskim w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN (Poznan).
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4.14. Metody krystalizacji bialek

Najbardziej powszechnymi technikami nastawiania krystalizacji bialek jest metoda
kropli wiszacej (ang. hanging drop) 1 kropli siedzacej (ang. pitting drop). Obie metody rdznig
si¢ miedzy sobg sposobem umieszczenia oraz objgtoscig kropli, bedacych mieszaning
krystalizacyjng (biatka 1 czynnika krystalizujacego). Cze¢sciej wykorzystywano metode kropli
wiszace]. Testy przesiewowe w wiekszosci nastawiano, za pomocg robota do krystalizacji
typu Gryphon (Art Robbins), na 96 dotkowych ptytkach. Natomiast optymalizacj¢ wstgpnie
okreslonych warunkow, nastawiano recznie na 24 dotkowych ptytkach. Krystalizacji
poddawano preparaty bialek o czystosci powyzej 95% 1 stezeniu ok. 10 mg/ml. Proby
krystalizacyjne prowadzono uwzgledniajac:

- r0zne stezenie biatka w kropli krystalizacyjne;,

- r6zne warunki buforowe, tj. rodzaj buforu, soli 1 innych dodatkow oraz pH,

- r0zng temperatur¢ przechowywania ptytek krystalizacyjnych 4°C 1 19°C.

Zmiany zachodzace w kroplach obserwowano za pomocg mikroskopu polaryzacyjnego
(Materiaty 1 Metody 4.1.4). Poczatkowo testy krystalizacyjne prowadzono w Pracowni
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN (Poznaf). Po pewnym czasie, po zorganizowaniu
Pracowni Krystalizacyjnej, wigkszo§¢ badan wykonywano w Katedrze Technologii Lekow
1 Biochemii PG.

Materialy — zestawy do przesiewowych testow krystalizacyjnych z firmy Hampton Research
(USA) 1 Molecular Dimensions (UK)
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5. WYNIKI I DYSKUSJA

5.1. Konstrukcja rekombinowanej syntazy GlcN-6-P z C. albicans z
wewnetrznym mikrofragmentem oligoHis

Syntaza GIcN-6-P  jest enzymem stosunkowo wrazliwym 1 niestabilnym,
wymagajacym kilkuetapowego procesu izolacji biatka [Sachadyn 1 in. 2000]. Wieloetapowos¢
1 czasochtonnos$¢ tego procesu bardzo czgsto powoduje znaczne straty zarowno w ilosci jak
1 w aktywno$ci katalitycznej enzymu. Jednym 2z najczestszych sposobow skrdcenia
1 uproszczenia, przy jednoczesnym zwigkszeniu efektywnosci procedury oczyszczania jest
wykorzystanie chromatografii powinowactwa. Bardzo czgsta koncepcja umozliwiajaca
stosowanie tego typu chromatografii jest tworzenie form fuzyjnych z odpowiednimi
domenami, z ktérych najpopularniejsza jest domena oligohistydylowa. W przypadku syntazy
GIcN-6-P z C. albicans zastosowanie klasycznego podejscia, czyli konstrukcji
rekombinowanych form biatka z fragmentami oligoHis na N- 1 C-koncach tafhcucha
polipeptydowego, daje mozliwos¢ efektywnego oczyszczania za pomocg chromatografii
metalopowinnowactwa, ale kosztem dramatycznie obnizonej aktywnosci Kkatalitycznej
w pordéwnaniu z biatkiem typu dzikiego [Olchowy i in. 2006]. Taka sytuacja potwierdza,
ze reszty znajdujace si¢ na N-koncu: Cysl i na C-koncu: C-petla (zawierajgca m. in. Lys707),
odgrywaja istotng role dla aktywnosci enzymu [Raczynska i1 in. 2007]. Prawdopodobnie
byloby mozliwe przywrocenie aktywnosci katalitycznej mutein, ale konieczny bylby
dodatkowy etap — proteolitycznego odcigcia domeny fuzyjnej. Jednak to z kolei, w wyniku
niedotrawienia badz trawienia niespecyficznego, wigzatloby si¢ z utrata pozadanej
homogennosci preparatu biatkowego. Dodatkowo warunki, w ktérym nastgpowatoby odcigcie
fragmentu oligoHis, moglyby mie¢ niekorzystny wpltyw na enzym. Z powyzszych wzgledow
zrezygnowano z dalszych prac nad rekombinantowa syntaza GIcN-6-P z oligoHis
na N- 1 C-koncach.

Nastepnym krokiem, w celu otrzymania mozliwie homogennych 1 z zachowaniem
aktywnos$ci enzymatycznej preparatow syntazy GIcN-6-P, bylo zastosowanie koncepcji
wykreowania fragmentu oligoHis wewnatrz sekwencji aminokwasowej. Warunkiem
koniecznym w chromatografii metalopowinnowactwa w celu efektywnego oczyszczania
biatka jest lokalizacja insertu oligoHis w miejscu wyeksponowanym na powierzchni 3D
struktury makroczasteczki. Jednocze$nie chcac zachowaé pelng aktywno$ci przez enzym
przy obecnos$ci oligoHis nalezy spelni¢ nastepujace warunki: a) zachowa¢ doktadnie taka

samg dlugos¢ tancucha polipeptydowego, poprzez wymiang naturalnie wystepujacych reszt

70



aminokwasowych w biatku typu dzikiego w sposob ekwiwalentny na reszty His;
b) wytypowa¢ miejsce modyfikacji genetycznej tak, aby bylo ono mozliwie jak najbardziej
oddalone od fragmentoéw warunkujacych aktywnos$¢ katalityczng enzymu.

Taka samg strategie obrali Richez 1 wsp., ktorzy przedstawili zakonczone sukcesem
prace nad bakteryjng i ludzka syntazg GIcN-6-P z wewne¢trznymi fragmentami HisgTag
w ramach domeny GAT (w pozycjach 225-230) i na tgczniku migdzy domenami ISOM
1 GAT (w pozycjach 240-245) [Richez 1 in. 2007]. Idac tymi §ladami w ramach naszej
Katedry rowniez zaplanowano i1 wykonano podobne rekombinanty syntazy GIcN-6-P
z C. albicans z wewnetrznym fragmentem oligoHis: CaGfal-Hisq655-660 (fragment 6-His
wprowadzony w sekwencje domeny ISOM, na powierzchni makroczasteczki)
1 CaGfal-Hisg343-348 (fragment 6-His wprowadzony w sekwencje¢ lacznika miedzy
domenami ISOM 1 GAT, pozycje analogiczne do 240-245 z E. coli) [Czarnecka 1 in. 2012].
Powyzsze zmiany umozliwialy wykorzystywanie szybkiej i1 efektywnej chromatografii
metalopowinnowactwa do oczyszczania biatka, jednak nie pozostaty obojetne w stosunku
do katalizowanej reakcji. W obu muteinach zaobserwowano obnizenie szybkosci
katalizowanej reakcji, w szczegélnosci dla CaGfal-Hisg655-660 bylo ono znaczace.
Stwierdzono rdéwniez wplyw mutagenezy na powinowactwo enzymu wzgledem
poszczegolnych substratow, gdzie dla CaGfal-Hiss655-660: Kwa-gimy = 2,36+0,14 mM
1 KwmFrus-py = 1,1240,03 mM; a dla CaGfal-Hiss343-348: Kwma-giny = 1,36£0,03 mM
1 KwmFruepr) = 2,60£0,08 mM; podczas gdy dla CaGfal typu dzikiego: Kwma-gmy =
1,41£0,01 mM 1 KwmFre-p= 1,56£0,05 mM. Dodatkowo dla wersji z fragmentem 6-His
wprowadzonym w sekwencj¢ domeny ISOM (655-660 aa) zaobserwowano zmian¢ struktury
oligomerycznej z homotetrameru na homodimer [Czarnecka 1 in. 2012].

W mojej pracy podjetam probe konstrukeji innej formy enzymu rekombinantowego
z wewnetrznym fragmentem oligoHis, w ktorym uklad heksaHis powstaje dopiero
po zwinigciu biatka w strukture przestrzenng. Taka koncepcja minimalizuje koniecznos¢
modyfikacji sekwencji aminokwasowej poprzez mutagenezg, co w konsekwencji zapobiega

dodatkowym zmianom we wilasciwosciach enzymu.

5.1.1. Analiza struktury przestrzennej syntazy GlcN-6-P z C. albicans w celu
lokalizacji wprowadzenia wewnetrznego fragmentu oligoHis

Na podstawie doniesien Katerina 1 wsp. oraz Bolanos-Garcia 1 wsp. [Katerina 1 in.
2009, Bolanos-Garcia 1 in. 2006] zaplanowatam nowy kierunek mutagenezy, w celu

otrzymania syntazy GIcN-6-P z C. albicans zawierajacej wewnetrzny uktad reszt His

71



o potencjalnej zdolnosci do wiazania sie z jonami Ni*™ wykorzystywanymi w chromatografii
metalopowinnowactwa. Autorzy cytowanych publikacji stwierdzili, ze syntaza GIcN-6-P typu
dzikiego z E. coli wigze si¢ z jonami Ni*" w chromatografii metalopowinnowactwa,
thumaczac to duzg iloscia reszt His w strukturze biatka. W rzeczywistosci jednak, zawartos¢
ta nie jest szczegdlnie duza (24 reszty His). Wigzanie bakteryjnej syntazy GIcN-6-P
ze zlozem prawdopodobnie wynika z obecnosci w strukturze przestrzennej tego biatka
szczegbdlnego ukladu kilku reszt His polozonych obok siebie, co sumarycznie zwigksza site
wigzania biatka do zloza. Przeprowadzajac analiz¢ znanej struktury biatka EcGlmS ([PDB:
Ijxa]) pod tym katem, stwierdzitam, ze trzy reszty His w domenie ISOM (pozycje 465, 466
1 493), wystepuja w strukturze przestrzennej obok siebie. Ponadto miejsce to wystepuje
w obszarze kontaktu miedzydomenowego w funkcjonalnym dimerze, co daje w efekcie uktad
szeSciu blisko polozonych reszt His. Porownujac sekwencje tancucha polipeptydowego
EcGLMS i CaGFAl, stwierdzilam, ze z wyzej wymienionych reszt EcGLMS tylko jedna,
His493, ma swoj odpowiednik w CaGFAI w postaci reszty His596, pozostate to odpowiednio
Lys568 (His465 w E. coli) 1 Ser569 (His466 w E. coli) (Rys. 31).

Uznatam za mozliwe wykreowanie ukladu heksaHis w eukariotyczne] syntezie
GlcN-6-P poprzez mutageneze ukierunkowang wybranych reszt aminokwasowych. Resztami
odpowiadajacymi His465 1 His466 z EcGImS s3 reszty Lys568 oraz Ser569 w CaGfal
1 to wilasnie te reszty wymienitam na dwie reszty His podczas zaplanowanej mutagenezy.
Dzigki takiej wymianie, w strukturze przestrzennej powinien powsta¢ uklad trzech sasiednich
reszt w jednej podjednostce, co w funkcjonalnym dimerze daje uklad szesciu reszt obok siebie
(Rys. 32 133). Cecha pozytywna takiej modyfikacji jest fakt, ze miejsce mutagenezy znajduje
si¢ daleko od centrum aktywnego (Rys. 33), co daje nadziej¢, ze rekombinowane biatko
zachowa aktywnos¢ katalityczng, a ponadto zmiana jest tak niewielka, ze nie powinna mie¢

wplywu na strukture biatka.
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Rys. 31. Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych syntazy GIcN-6-P z C. albicans (CaGFAI)
i E. coli (EcGLMS). Na niebieskim tle zaznaczylam 3 reszty His w EcGImS, ktore w strukturze przestrzennej
znajduja si¢ obok siebie i odpowiadajace im reszty w CaGfal. Analiz¢ wykonatam na podstawie programu
ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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Rys. 32. Obraz struktury dimeru domeny izomerazowej syntazy GlcN-6-P z C. albicans z dodatkowymi
resztami His (CaGfal-K568HS569H) [Czarnecka i in. 2012]: (A) przed mutageneza; (B) po mutagenezie.
Na czerwono zaznaczono reszt¢ His596 (naturalnie wystepujaca), a na niebiesko reszty Lys568 i Ser569
wymienione podczas mutagenezy ukierunkowanej na dwie reszty His. Modelowanie wykonane przez

dr M. Wojciechowskiego.

Rys. 33. Obraz struktury tetrameru domen
ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans
z dodatkowymi resztami His (CaGfal-
K568HS569H). Na czerwono zaznaczono
reszty wymieniane w wyniku
ukierunkowanej mutagenezy; zolte kule -
centrum katalityczne w domenie ISOM
(wielkoscia ~ odpowiadajace  Fru-6-P);
zielone kule — miejsce wigzania inhibitora
UDP-GIcNAc (wielkoscig odpowiadajace
kieszeni). Modelowanie wykonane
przez dr M. Wojciechowskiego.

74



Model muteiny CaGfal-K568HS569H zostat wykonany przez
dr Marka Wojciechowskiego z KTLiB PG w oparciu o strukturg pdb 2poc, w ktorej brakujace
fragmenty, wymodelowano przy pomocy programu MODELLER v. 9.2. [Sali i in. 1993].
Geometria otrzymanych struktur zostala zoptymalizowana przy pomocy programow pakietu
GROMACS [Hess 1 in. 2008]. Kazdy koleiny rysunek z modelowaniem roznych wersji
CaGfal, wykonany przez dr. M. Wojciechowskiego zostal przygotowany w analigiczny

sposob. Przedstawione rysunki zostaly przygotowane przy pomocy programu VMD

[Humphrey 1 in. 1996].

5.1.2. Konstrukcja plazmidu ekspresyjnego pET23b-CaGFAI-K568HS569H

W celu otrzymania plazmidu ekspresyjnego pET23b z genem kodujacym syntaze
GFAI-K568HS569H z C. albicans, wykorzystatam metod¢ ukierunkowanej mutagenezy
opartg o reakcje PCR, wg schematu przedstawionego na Rys. 34.

Pierwszym etapem w celu przeprowadzenia reakcji PCR bylo otrzymanie wiasciwe;j
matrycy oraz odpowiednich starterow. Jako matryce wykorzystalam plazmid pET23b
zawierajacy gen kodujacy syntaze GIcN-6-P z C. albicans: pET23b-CaGFAl (Materiaty
1 Metody 4.1.2) [Sachadyn 1 in. 2000]. Natomiast startery zaprojektowatam nastepujaco:

CaGfal-K568HS569Hm:
5’ P-CACCACTTATTATTATTAGGTAGAGGTTATCAATTTGC 3°
H_J\ J

~

Sekwencja Sekwencja komplementarna
kodujaca do CaCFAI
2 reszty His

CaGfal-K568HS569Hk:
5" P-TTGATCATTCAATGAACTATTACATAAATC 3’
|\ J

~
Sekwencja komplementarna
do CaCFAI
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pET23b-CaGFAl

5772 bp

M == == — —=

. e
| N BE <= ey
oAl reg Bom A (]
TF predmota Aol praratad T Derrenalon
PLTEM-CaGFAL™
AFHE b
Dol

Promor L

L T
TTATTATTAT TAGGTAGAGOT TATCAATTT

5" TCAAARAATCTTTATTATTATTAGOTAGAGATTATCAATTTACTALC
waa M 4 I b 4 4 " i 4
4 t y t ¥ 1 + T 4
- AGTTTTTAGAAATAATAATAATCCATCTCCAATAGTTAAACGATO
&
B CAAAGATTTATOTAATAGTTCATTOAATOGATCARAAATCT

3! OTTTCTAAATACATTATCAAGTAACTTACTAGTTTTTAGA

CTAARATACATTATCARAGTAACTTACTAGT 'l']-;,.
Primiss 2 k&

= primer 2
Primer 1

PCR

|

PET23b-CaGFA1*
5772 bp

Rys. 34. Schemat mutagenezy ukierunkowanej. Startery i miejsce zmian genetycznych przedstawitam
na przyktadzie CaGfal-K568HS569H. Schemat wykonatam za pomocg programu SnapGene.
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Warunki reakcji PCR optymalizowatam pod wzgledem temperatury przylaczenia
starterow oraz stezenia poszczegOlnych sktadnikow. Po przeprowadzeniu reakcji PCR
w najbardziej optymalnych warunkach (Materialy 1 Metody 4.3.5) otrzymany produkt, w celu
usuniecia pozostatosci DNA matrycowego, poddatam trawieniu restrykcyjnemu za pomoca
enzymu Dpnl (Materiaty 1 Metody 4.3.3, Tab. 6). Nastepnie mieszaning poreakcyjng
poddatam elektroforezie agarozowej (zel 1%, rozdziat 1 godz., 60V) (Materialy 1 Metody
4.3.1) w celu rozdzielenia produktu wlasciwego od produktow niespecyficznych. Fragment
DNA o wielkosci ok. 5772 pz wyizolowalam otrzymujac liniowa posta¢ plazmidu pET23b
z genem kodujacym syntaze GIcN-6-P z C. albicans z dodatkowymi resztami His (H568
1 H569) zastepujacymi reszty Lys568 i Ser569. (Materiaty 1 Metody 4.3.2.2). Tak otrzymany
produkt poddatam reakcji ligacji (Materiaty 1 Metody 4.3.4), a nastepnie transformowatam
do komorek kompetentnych E. coli TOP 10F’ (Materiaty 1 Metody 4.4.2).

Poprawno$¢ konstrukcji otrzymanego plazmidu pET23b-CaGFAI-K568HS569H
potwierdzitam poprzez analizg¢ restrykcyjng (Maretialy 1 Metody 4.3.3) (Rys. 35)
1 sekwencjonowanie w Wydzialowe] Pracowni Technik Biologii Molekularnej, Wydzialu
Biologii UAM, Collegium Biologicum w Poznaniu.

M 1 2 3

Rys. 35. Analiza elektroforetyczna
produktéw trawienia restrykcyjnego
plazmidu pET23b-CaGFAI-

6000pz — = K568HS569H:

M - marker GeneRuler 1kb DNA
Ladder (10000; 8000; 6000; 5000;
4000; 3500; 3000; 2500; 2000;
1500; 1000; 750; 500; 250 [pz])

1 - pET23b-CaGFA1-K568HS569H
trawiony EcoRI (3978, 1296
1498 [pz])

1000 pz 5 2 - pET23b-CaGFA1-K568HS569H
trawiony BamHI (5772 pz)

3 - pET23b-CaGFAI-K568HS569H
trawiony Ndel/BamHI (3626
12146 [pz])

Kontrol¢ analizy stanowi symulacja

trawienia restrykcyjnego dla CaGfal

przedstawiona na Rys. 26.

5.1.3. Nadprodukcja biatka CaGfal-KS68HS569H w komorkach E. coli

Do nadekspresji genu CaGFAI1-K568HS569H wykorzystalam szczepy E. coli BL21
(DE3)pLysS, E. coli Rosetta (DE3)pLysS 1 E. coli Rosetta (DE3)pLacl, do ktorych
transformowatam rekombinantowy plazmid pET23b-CaGFAI-K568HS569H (Materialy

77



1 Metody 4.4.2). Jako kontrole nadprodukcji biatka stosowatam odpowiednio te same szczepy
E. coli, ale transformowane ,,pustym” plazmidem pET23b (bez genu CaGFAI).
W celu ustalenia najkorzystniejszych warunkow nadekspresji, aby otrzyma¢ maksymalng
ilo$¢ biatka, hodowle optymalizowatam wzgledem nastgpujacych czynnikow:

* rodzaj 11lo$¢ czynnika indukujacego (<0,1M IPTG, <1,5g/1 laktoza),

*  wplyw fazy wzrostu hodowli, przy ktérej indukowano system ekspresji (w zakresie

OD 0,3-0,6),
» dlugosc¢ czasu ekspresji po indukcji (5-16 godz.),
* temperatur¢ hodowli po indukcji (30°C 137°C).

Wyniki optymalizacji analizowalam za pomoca elektroforezy poliakrylamidowe;j

w warunkach denaturujgcych (Materialy 1 metody 4.10.1). Porownujac elektroforetyczne

rozdziaty biatek, otrzymanych z lizatow poszczegdlnych szczepow E. coli hodowanych

w roznych warunkach zaobserwowatam nastgpujace wnioski:

» W przypadku komorek: E. coli BL21(DE3)pLysS oraz E. coli Rosetta(DE3)pLacl
zawierajacych plazmid pET23b-CaGFAI-K568HS569H otrzymalam nieznaczng ilo$¢
rekombinantowego bialka, niezaleznie od fazy wzrostu w momencie indukcji.

» W przypadku komorek E. coli Rosetta(DE3)pLysS nadprodukcja rekombinantowej
syntazy GIcN-6-P z C. albicans przedstawiala si¢ na duzo wyzszym poziomie, nawet
w przypadku dodawania induktora w dynamicznej fazie wzrostu komoérek (ODggo = 0,3).

» We wszystkich szczepach lepszym induktorem okazata si¢ laktoza. St¢zenie induktora
nie miato istotnego wpltywu na poziom nadekspresji genu. Warunki dalszej inkubacji
po indukcji, przy zachowaniu zaleznoS$ci, Zze po obnizeniu temperatury z 37°C na 30°C
czas zostal wydluzony z 5h do ok. 16h, nie mialy istotnego wplywu na poziom

nadekspresji.

Porownujac uzyskane wyniki z hodowli w trzech réznych komodrkach ekspresyjnych
stwierdzam, ze najwydajniejsza ekspresj¢ zmutowanej formy syntazy GIcN-6-P uzyskatam
w komorkach E. coli Rosetta(DE3)pLysS, indukujac przy ODggo ok. 0,5-0,6 po przez dodanie
1,5 g/l laktozy oraz dalsza inkubacja w warunkach 37°C przez 5h lub 30°C przez 16h
(w zalezno$ci od dostepnosci sprzetu). W takich warunkach hodowli, muteina stanowita
ok. 20% ze wszystkich bialek wystepujacych w E. coli, co odpowiadato ok. 15-25 mg/l
CaGfal-K568HS569H (Rys. 36).
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Rys. 36. (A) Analiza -clektroforetyczna nadekspresji genu CaGFAI-K568HS569H (10%  zel
poliakrylamidowy): M— marker PageRulelrTM Plus Prestained Protein Ladder: 250, 130, 100, 70, 55, 35, 27,
15 [kDa]; 1— lizat hodowli E.coli Rosetta(DE3)pLysS transformowany pET23b; 1— lizat hodowli E.coli
Rosetta(DE3)pLysS transformowany pET23b-CaGFAI-K568HS569H. (B) Analiza densytometryczna
sciezki 2, wykonana w programie GelQuantPro. Powierzchnia pod sygnatem CaGfal-K568HS569H stanowi
21% wszystkich biatek.

Zgodnie z zatozonym celem badan, jako metode oczyszczania muteiny wykorzystatam
chromatografi¢ metalopowinowactwa (Materiaty 1 Metody 4.6.4). Warunki procesu izolacji
biatka optymalizowalam wzgledem pH 1 stezenia imidazolu w buforach phluczacych
1 elucyjnych. Wstepnie do przemywania zloza stosowalam szereg buforow o wzrastajagcym
stezeniu imidazolu, czyli zwiazku wspolzawodniczacego o miejsce wiazania z jonami Ni**
osadzonych na zlozu, z resztami His z powierzchni makroczasteczki. W efekcie tego
ustalifam optymalnie graniczne st¢zenie imidazolu, przy ktorym wymywatam maksymalng
los¢ wszystkich biatek oprocz rekombinantowego biatka fuzyjnego CaGfal-KS68HS569H.
Ma to szczeg6lne znaczenie, gdy rekombinantowe biatka ulegaja ekspresji na stosunkowo
niskim poziomie odnos$nie do biatek pochodzenia gospodarza.

Najefektywniejszy proces oczyszczania otrzymatam wykorzystujac, do odmycia
biatek towarzyszacych, bufory zawierajace 5-20 mM imidazolu o pH 8,5 (bufory W5 1 W20).
Z kolei elucje wlasciwej muteiny przeprowadzitam za pomocg buforu z 500 mM imidazolem
o pH 8,5 (bufor W500). Na kazdym etapie przemywania kolumny ze zlozem Ni*'-IDA-
agaroza, zbieralam probki frakcji w celu analizy efektu oczyszczania za pomocg elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych (Materialy i Metody 4.10.1) (Rys. 37),
oznaczenia stezenia bialka metodg Bradforda (Materialy 1 Metody 4.11) 1 wstepnego

okreslenia aktywno$¢ enzymatyczng metoda Elsona — Morgana (Materialy 1 Metody 4.12).
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Tak otrzymany preparat CaGfal-K568HS569H poddalam nast¢pnie ultrafiltracji (Materialy
1 Metody 4.7) 1 wymianie na bufor A (Materiat 1 Metody 4.8), dzigki czemu nadmiar
imidazolu zostat usunigty, a bialko zawieszone w bardziej optymalnych warunkach
stabilizujagcych enzym, umozliwiajgc w ten sposob dalsze badania nad charakterystyka

enzymu.

1 2 3 it 4
Rys. 37. Analiza elektroforetyczna
oczyszczania CaGfal-KS68HS569H
250 %kDa z komorek E. coli Rosetta(DE3)pLysS

(10% zel poliakrylamidowy):

M - marker PageRuler, Protein Ladder,
wielkos$¢ fragmentow: 250, 130, 100,
70, 55, 35,27, 15, 10 [kDa];

1 — ekstrakt bezkomorkowy z hodowli;

100 kDa 2 — elucja buforem WS5;

3 —elucja buforem W20;

4 — elucja buforem W500.

1530kDa

T0kDa

535kDa

|
S —
“_——
—— e —
35kDa
--_-_-;'

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéow w efekcie oczyszczania metoda
IMAC otrzymatam ok. 11 mg preparatu biatkowego CaGfal-K568HS569H z 1 dm® hodowli
o czystosci ponad 96%, z aktywnos$cig rowng 6,80 U/mg oraz z ponad 50% wydajnos$cia
(Tab. 13). Dla porownania podczas oczyszczania syntazy GIcN-6-P z C. albicans typu
dzikiego z komorek E. coli Rosetta(DE3)pLysS, metoda klasyczng otrzymatam preparat
z 95% czystoscia 1 o aktywnosci 7,55 U/mg (wydajnos¢ ok. 16%, wspotczynnik oczyszczania
ok. 9.52) [Czarnecka 1 in. 2012]. W zwiazku z tym przeprowadzona przeze mnie mutageneza,
wprowadzajaca dwie dodatkowe reszty His, umozliwila lepszy i1 szybszy proces oczyszczania
biatka, jednoczesnie zachowujac jego aktywnos$¢ katalityczng na poréwnywalnym poziomie

w stosunku do enzymu typu dzikiego.
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Tab. 13 . Podsumowanie procesu oczyszczania CaGfal-K568HS569H: EB — ekstrakt bezkomorkowy;
IMAC — preparat po chromatografii metalopowinnowactwa.

o - g Aktywno$¢ | Aktywnosé
Oflr)i l@(tc(}?c Sﬁ?;ﬁ?;e Ca%kl())gﬁ(aallosc specyficzna catkowita | Wspotczynnik Wydajnos¢
enzymu enzymu Oczyszczania [%]
mi] | [mg/mi] [me] Umg] 0]
CaGfal-K568HS569H
EB 12,00 18,75 225,00 0,71 159,80 1 100
IMAC 2,00 5,90 11.80 6,80 80,24 9,6 50,2

5.1.6. Wyznaczenie parametrow kinetycznych CaGfal-KS68HSS69H

W  celu wyznaczenia  parametrow  kinetycznych — CaGfal-KS568HS569H
przeprowadzitam szereg oznaczen szybkosci katalizowanej reakcji przez enzym
przy wzrastajagcym stgzeniu jednego z substratoéw (Materialy 1 Metody 4.12). Dla kazdego
substratu (Fru-6-P i1 L-Gln) przeprowadzitam co najmniej 3-krotne powtorzenie, a uzyskane

wyniki przedstawitam za pomocg wykresOw Lineweavera-Burka (Rys. 38 139).

1/Akt ., = f(1/C ¢gp)
2 -
=)
3 1,5 -
E
g
]
1
yv=0,2932x+0,1562
R? =0,9955
05 -
T T /ﬂ/ T T T T T T 1
’_,.-"
-2 -1 0 1 2 3 4 5 E 7
-0,5 - 1/C ree [1/mM]

Rys. 38. Wykres zalezno$ci 1/Akt = f(1/Cgry6.p) dla CaGfal-K568HS569H.
Wyniki z jednego powtorzenia
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1/Akt ., = f(1/C  gin)
2,5 -
_ 2
=
=
E 1e y = 0,2029x + 0,1374
o ' i 2 —
3 R? =0,0981
=
1
0,5
-2// ) 2 4 & 8
05 - 1/C -gin [1/mM]

Rys. 39. Wykres zalezno$ci 1/Akt = f(1/C,_g,) dla CaGfal-KS68HS569H.
Wyniki z jednego powtorzenia

W przypadku obu substratow uzyskane zalezno$ci maja charakter liniowy. Proste
przecinajag o$ rzednych w punkcie odpowiadajacym 1/Viag, a 0$ odcigtych w punkcie
odpowiadajacym -1/Ky. Z rownan prostych wyznaczylam dokladne wartosci punktow
przecigcia prostych z osiami wspotrzednych oraz obliczytam maksymalng szybkos¢
katalizowanej reakcji (Vmax) oraz powinowactwo enzymu (Ky) wobec obu substratow

(Tab. 14).

Tab. 14. Porownanie aktywnosci katalitycznych CaGfal-KS68HS569H i CaGfal - typu dzikiego
[Czarnecka i in. 2012].

KM Fru-6-p KM -Gin V max
[mM] [mM] [ ],Lmol*min'1 *mg'l]
CaGfal 1,56 £ 0,05 1,41 £ 0,01 6,80 £ 0,11
CaGfal-K568HS569H 1,90 + 0,06 1,33 £ 0,08 6,15 +0,08

Wartosci Ky muteiny CaGfal-K568HS569H sg zblizone do parametrow kinetycznych
dzikiego typu syntazy GIcN-6-P z C. albicans (Tab. 14). Delikatny wzrost statej Ky dla
Fru-6-P oznacza niewielki spadek powinowactwa rekombinantowego biatka do tego
substratu. Analogicznie spadek wartosci Ky dla L-Gln oznacza nieznaczny wzrost
powinowactwa. Nalezy zauwazy¢ rowniez, ze dla zmutowanej syntazy GIcN-6-P maksymalna
szybkosci reakcji jest bardzo zblizona w stosunku do biatka dzikiego typu. W ten sposob

potwierdzilo si¢ zalozenie, ze wprowadzenie mutacji w pozycje 568 1 569 tancucha
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aminokwasowego, nie bedzie blokowaé aktywnos$ci katalitycznej enzymu. Zatem reszty
Lys568 1 Ser569 nie odgrywaja zadnej istotnej roli w reakcji katalizowanej przez syntaze

GIcN-6-P z C. albicans.

5.1.7. Inhibicja aktywnos$ci CaGfal-K5S68HS569H przez UDP-GIcNAc

Kolejng istotng kwestia w aspekcie badania wplywu wprowadzone; mutagenezy
wiasciwosci syntazy GIcN-6-P bylo okreslenie, czy substytucja K568H 1 S569H ma wplyw
na podatno$¢ enzymu na fizjologiczny inhibitor UDP-GIcNAc. Potencjalnie reszty Lys568
1 Ser569 nie powinny odgrywa¢ zadnej roli w wigzaniu czgsteczki inhibitora, gdyz
lokalizacyjnie sa oddalone od kieszeni wigzacej. Jednakze, w celu potwierdzenia, wykonatam
seri¢ testOw oznaczania aktywnosci enzymatycznej przy roznym stezeniu UDP-GIcNAc
(0-5 mM) oraz z dodatkiem lub bez Glc-6-P (10 mM) (Materiaty 1 Metody 4.12). W efekcie
wraz ze wzrostem st¢zenia inhibitora zaobserwowalam obnizenie aktywno$ci muteiny,
a ICsop uppgienac = 2,0£20,4 mM. Podczas, gdy dla CaGfal typu dzikiego aktywnos$¢
katalityczna zahamowana w 50% jest przy stezeniu 1,55+0,25 mM [Czarnecka i in. 2012].
Powyzsze wyniki potwierdzaja brak zwigzku reszt Lys568 1 Ser569 z obszarem wigzania

UDP-GIcNAc w czasteczce biatka.

5.1.8. Struktura oligomeryczna

Dotychczasowe doniesienia literaturowe 1 wyniki wlasne (powyzej) nie wskazywaty
na jakakolwiek rolg reszt aminokwasowych Lys568 1 Ser569 w strukturze i aktywnos$ci
CaGfal. Jednakze kazda wymiana reszty aminokwasowe] moze wywota¢ niewielkie
przesunigcia w strukturze biatka oligomerycznego jakim jest makroczasteczki, ktoére
w konsekwencji moga mie¢ znaczny wplyw m. in. na jego struktur¢ czwartorzedowa.
W celu sprawdzenia wplywu przeprowadzonej mutagenezy na IV rzedowg strukture bialka,
wyznaczytam mas¢ czgsteczkowa monomeru po przez analize elektroforetyczng w warunkach
denaturujacych i mase biatka natywnego — przez filtracje zelowg 1 elektroforez¢ w warunkach
natywnych. Kontrolg dla otrzymanych wynikoéw byla CaGfal typu dzikiego. Dodatkowo
bazujagc na sekwencji aminokwasowej, wyznaczylam teoretyczng mas¢ monomeru,
co rowniez stanowito kontrole dla wyznaczonej eksperymentalnej masy czasteczkowe;.

Sekwencja nukleotydowa rekombinantowej syntazy GIcN-6-P z C. albicans sktada si¢
z 2136 pz, ktore koduja 712 reszt minokwasowych (bez kodonu START 1 STOP).
Po mutagenezie sumaryczna ilo§¢ nukleotydow 1 aminokwaséw nie zmienila si¢ (Rys. 40).

Jednakze masa czasteczkowa biatka, ze wzgledu na wymiang 2 reszt aminokwasowych,
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prawdopodobnie ulegta minimalnej zmianie. Wykorzystujagc metody bioinformatyczne,
mozliwe bylo oznaczenie potencjalnej masy czasteczkowej muteiny na podstawie otrzymanej
sekwencji aminokwasowej (program Protein Molecular Weight,
http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html). Teoretyczna ~ masa  molekularna
monomeru muteiny CaGfal-K568HS569H wyniosta 79,19 kDa (MWieor, = 79,13 kDa
dla CaGfal). Zaktadajac, ze rekombinant podobnie jak biatko typu dzikiego, zachowatby
strukture homotetrameru, jego masa molekularna wynositaby okoto 316,76 kDa. Wartosci
teoretyczne] masy makroczasteczki, stanowily wzorce dla eksperymentalnego wyznaczenia

mas.

MCGIFGYVNFLVDKSKGEIIDNLIEGLQRLEYRGYDSAGIAVDGKLTKDPSNGDEEYMDSIIKTTGK
VKVLKQKIIDDQIDRSAIFDNHVGIAHTRWATHGQPKTENCHPHKSDPKGEFIVVHNGIITNYAALRK
YLLSKGHVFESETDTECIAKLFKHFYDLNVKAGVFPDLNELTKQVLHELEGSYGLLVKSYHYPGEV
CGTRKGSPLLVGVKTDKKLKVDFVDVEFEAQQQHRPQQPQINHNGATSAAELGFIPVAPGEQNLR
TSQSRAFLSEDDLPMPVEFFLSSDPASVVQHTKKVLFLEDDDIAHIYDGELRIHRASTKSAGESTVR
PIQTLEMELNEIMKGPYKHFMQKEIFEQPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIRRCRRIIMI
ACGTSYHSCLATRSIFEELTEIPVSVELASDFLDRRSPVFRDDTCVFVSQSGETADSILALQYCLER
GALTVGIVNSVGSSMSRQTHCGVHINAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSNDSISRKGRHEEI!
KGLQKIPEQIKQVLKLENKIKDLCNSSLNDQHHLLLLGRGYQFATALEGALKIKEISYMHSEGVLAGE
LKHGILALVDEDLPIIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARDGRPIVICNEGDAIISNDKVHTTLEVPETVD
CLQGLLNVIPLQLISYWLAVNRGIDVDFPRNLAKSVTVESsTOP

Rys. 40. Sekwencja aminokwasowa rekombinantowej syntazy GIcN-6-P z C. albicans z wewngtrznym
fragmentem oligoHis w strukturze 3D (CaGfal-KS568HS569H). Na niebieskim tle — reszty His wstawione
w miejce Lys458 i Ser569.

5.1.7.1. Okreslenie masy monomeru CaGfal-K568HS569H (SDS-PAGE)
Oczyszczony  preparat biatka  CaGfal-K568HS569H  poddalam  analizie

elektroforetycznej w zZelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Materialy
1 Metody 4.10.1) (Rys. 41A). Dla pasm widocznych na §ciezce markera, na podstawie
stosunku dtugosci poszczego6lnych sygnatow do dlugosci czota w danej $ciezce, wyznaczytam
wartos¢ ruchliwosci elektroforetyczney R. oraz sporzadzitam wykres zaleznosci

logMW = f(R.) (Rys. 41B).
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Rys. 41. (A) Elektroforeza poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (zel 10%): M — marker Page
Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — oczyszczony
preparat biatka CaGfal-K568HS569H; (B) Wykres zaleznosci logMW = f(R.).

Z otrzymanego réwnania wykresu zaleznosci logMW = f(R.) wyznaczylam warto$¢
masy monomeru biatka CaGfal-K568HS569H, ktora wyniosta 8648 kDa. Stosunkowo duza
roznica migdzy eksperymentalng a teoretyczng warto$cig masy czasteczkowej (79,19 kDa),

moze wynika¢ z niedokladnosci analizy.

5.1.7.2. Okreslenie masy natywnego biatka CaGfa1l-K568HS569H
Strukture oligomeryczng rekombinowanego biatka CaGfal-K568HS569H okreslitam
wykorzystujgc chromatografi¢ rozmiaréw wykluczajacych (SEC) (Materialy 1 Metody 4.9).

Dodatkowo okreslong masg¢ potwierdzitam poprzez elektroforez¢ w warunkach natywnych

(Native-PAGE) (Materialy 1 Metody 4.10.3.1) (Rys. 42 A 1 B).
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Rys. 42. (A) Profil elucji bialtka CaGfal-K568HS569H z kolumny
B Superdex 200 10/300 GL. Kontrolny rozdziat SEC dla CaGfal typu
dzikiego przedstawitam na Rys 28. (B) Analiza elektroforetyczna
W warunkach natywnych 0CZyszczonego preparatu

G660 D2
445 kD

200 kDa
-

‘

[

300-35010= 30 kDa

CaGfal-K568HS569H:

1 — frakcja wyptywajaca przy 11,25 ml z SEC
(CaGfal-K568HS569H);

2 — biatko markerowe Tyreoglobulina (669 kDa);

3 — biatko markerowe Apoferrytyna (443 kDa);

4 — biatko markerowe B-amylaza (200 kDa);

5 — biatko markerowe Transferyna (80 kDa);

6 — biatko markerowe BSA (66 kDa).

66 kDa

W rozdziale SEC otrzymatam jeden dominujacy pik przy 11,25 ml, co odpowiada
masie 328,8 kDa, bliskiej wartosci teoretycznej dla potencjalnej formy tetramerycznej.
Frakcja odpowiadajaca tej masie czasteczkowej, wykazywala duza aktywnos$¢ katalityczng.
Dodatkowo zebrang frakcje poddalam rozdzialowi Native-PAGE. Niestety w przypadku tej
elektroforezy (Materialy 1 Metody 4.10.3.1), nie jest mozliwe sporzadzenie jednoznaczne;j

zaleznosci logMW = f(R.), tj. w SDS-PAGE, gdyz na szybko$¢ migracji w duzym stopniu ma
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wplyw wiele innych czynnikow, w tym m. in. fadunek biatka. Za pomocg tej metody mogltam
jedynie oszacowac zblizong warto$¢ masy czasteczkowej catego niezdenaturowanego biatka
na ok. 300-350 kDa. Wyznaczony zakres potwierdza mas¢ wyznaczong za pomocg SEC.
Zaktadajac, ze masa monomeru otrzymanej muteiny jest bliska wartos$ci teoretycznej,
a masa biatka natywnego wynosi 328,8 kDa, stwierdzam, ze biatko CaGfal-K568HS569H

zachowato posta¢ homotetrameru.

PODSUMOWANIE:

Wymiana reszt Lys568 1 Ser569 na dwie reszty His, umozliwia szybkie i efektywne
oczyszczanie biatka metoda chromatografii metalopowinnowactwa. Enzym zachowuje
aktywnos$¢ katalityczng zblizong do CaGfal typu dzikiego. Podatno$¢ muteiny na dziatanie
fizjologicznego inhibitora UDP-GIcNAc roéwniez zostala zachowana. Przeprowadzona
mutageneza nie wplynela na oligomeryzacje biatka, a muteina wcigz wystepuje w formie

homotetrameru.

87



5.2. Proby opracowania warunkow krystalizacji syntazy GlcN-6-P
z Candida albicans

Duza cz¢$¢ swoich badan prowadzonych, w ramach pracy doktorskiej poswiecitam
krystalizacji syntazy GIcN-6-P z C. albicans. Przed przystagpieniem do tych préb
przeprowadzitam analize bioinformatyczng, ktorej wyniki pozwolity oszacowad

prawdpodobienstwo uzyskania krysztalow bialka.

5.2.1. Analiza bioinformatyczna predyspozycji bialka do krystalizacji

Dzigki metodom bioinformatycznym w duzy stopniu mozna okresli¢ zdolno$¢
krystalizacji danego biatka. Metody te opierajg si¢ na analizie poréwnawczej poszczegoInych
cech danego biatka do statystycznych danych innych biatek poddanych préobie krystalizacji

w obrebie danej wiasciwosci. Wyniki tej analizy przedstawiono na Rys. 43.
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Rys. 43. Analiza poréwnawcza wilasciwosci biatek w odniesieniu do prawdopodobienstwa krystalizacji:
(A) Dhlugosc¢ tancucha aminokwasowego; (B) punkt izoelektryczny; (C) Index Gravy (rozpuszczalnos$¢ biatka);
(D) Najdluzszy obszar zaburzenia; (E) Index niestabilnosci biatka; (F) Procent struktury cewki; (G) Zwoje
cewki; (H) Ocena wstawiania; (I) Entropia powierzchni; (J) Hydrofobowos¢ powierzchni; (K) Chropowatosé
powierzchni. Legenda: niebieski stupek — zaobserwowane sukcesy w krystalizacji biatek o danej wlasciwosci;
szary stupek — zaobserwowane porazki w krystalizacji bialek o danej wiasciwosci; czarna linia —
prawdopodobienstwo krystalizacji; czerwona linia — usytuowanie CaGfal w rozkladzie danej cechy. Analizg
wykonatam za pomocg programu XtalPred (http://services.mbi.ucla.edu/SER/).

Sumaryczna analiza cech biochemicznych 1 biofizycznych klasyfikuje CaGfal
do grupy 5 (w skali 1-5) (Rys. 44). Natomiast bardziej szczegdlowa analiza, przewidywane;j
zdolnos$ci biatka do krystalizacji, rozszerzona o wlasciwosci powierzchni makroczasteczki
(tj. hydrofobowos¢, entropie fancuchow bocznych aminokwasoéw na powierzchni biatka oraz
przewidywang odpornos¢ powierzchni istotng w szczegolnosci dla biatek globularnych),
klasyfikuje CaGfal do grupy 11 (w skali 1-11) (Rys. 45). Drugi parametr jest duzo lepszy
w okreSlaniu predyspozycji biatka do krystalizacji, gdyz uwzglednia charakterystyke
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powierzchni biatka, ktéra odpowiada za tworzenie polaczen migdzy pojedynczymi
czasteczkami, co w konsekwencji wpltywa na zdolno$¢ biatka do krystalizacji. Biorac
pod uwage, ze wartosci entalpii oddziatywan migdzyczasteczkowych w sieci krystalicznej sg
zazwycza] matle, oznacza ze krystalizacja jest bardzo wrazliwa na zmiany entropii zwigzane
zarOwno z bialkiem jak 1 rozpuszczalnikiem. Oba wskazniki okreslaja syntaze GIcN-6-P
z C. albicans jako bialko bardzo trudne do krystalizacji, a prawdopodobienstwo uzyskania

krysztalow jest bardzo niskie.
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Rys. 44. (A) Sumaryczna analiza porownawcza cech biochemicznych i biofizycznych (Rys. 34 A-H)
z podziatem na klasy krystalizacji i z zaznaczeniem usytuowania CaGfal (klasa 5). Skala klasyfikacji:
1 — optymalny; 2 — suboptymalny; 3 — $redni; 4 — trudny; 5 — bardzo trudny. (B) Podziat klas krystalizacji
z zaobserwowanymi sukcesami i porazkami w krystalizacji biatek. Analize wykonanatam za pomoca programu
XtalPred (http://services.mbi.ucla.edu/SER/).

Relative Crystallizability

1 2 3 4 5 6 7 8 95 10 11
Crystallization class
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krystalizacji krystalizacji

Rys. 45. Rozszerzona analiza przewidywanej zdolnosci biatka do krystalizacji rozszerzona o wiasciwosci
powierzchni biatka (Rys. 34 A-K) z podziatem na klasy krystalizacji i z zaznaczeniem usytuowania CaGfal
(klasa 11). Skala Kklasyfikacji: 1 — 11. Analiz¢ wykonanalam za pomocg programu XtalPred
(http://services.mbi.ucla.edu/SER/).
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5.2.2. Analiza agregacji bialek

Niezwykle istotne znaczenie dla krystalizacji biatek ma réwniez ich podatnos¢
do tworzenia agregatow. Zdolnos¢ makroczasteczek do  tworzenia  wigzan
migdzyczasteczkowych, a w konsekwencji ztozonych struktur, w duzym stopniu jest zalezna
od warunkoéw przechowywania. Biatka w postaci zagregowanej nie s3 w stanie stworzyc
krysztatdw o jakosci odpowiedniej do pomiaréw dyfrakcyjnych. Sugerujac si¢ powyzsza
analiza bioinformatyczna dotyczaca wilasciwosci powierzchni biatka (Rys. 43 I-K), bardzo
prawdopodobne jest tworzenie przez CaGfal silnych oddziatywan miedzyczasteczkowych,
a w konsekwencji zlozonych form agregacyjnych. Zatem istotne jest, aby ustali¢ warunki,
w ktorych biatko zachowuje form¢ monodyspersyjna.

Pomiar oceny stopnia agregacji biatek wykonalam za pomoca spektrofotometru
do pomiaru dynamicznego rozpraszania Swiatla (DLS — Dynamic Light Scrattering),
przy wspolpracy z zespoltem prof. W. Rypniewskiego w PAN (Poznan). Testy wykonatam
dla rekombinantowej syntazy GIcN-6-P z wewnetrznym mikro fragmentem oligoHis
(CaGfal-K568HS569H) — jako przedstawiciela pelnej tetramerycznej formy CaGfal
(Materiaty 1 Metody 4.13).

Jest to metoda wykorzystujgca optyczny pomiar masy czasteczkowej. Zaleta tej
techniki jest szybki pomiar, nie wymagajacy stosowania wzorcow masowych. Natomiast
wada pomiaru DLS jest odchylenie intensywnosci $wiatlta rozproszonego w kierunku
wiekszych czasteczek, co w konsekwencji daje zawyzong intensywno$¢ dla wiekszych
czasteczek (Rys. 46A). DLS zaklada ze kazda czasteczka ma ksztalt kota, w zwigzku z czym
w przypadku czasteczki wydluzonej krétsze boki zostaja zamaskowane przez silniejszy
sygnal pochodzacy od dluzszych bokow. Wiasciwy stan agregacji makroczasteczek

przedstawiony jest dopiero w stosunku ilo$ci biatka do jego wielkosci (Rys. 46B).
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Rys. 46. Analiza agregacji CaGfal-K568HS569H — 3 powtdrzenia. Pomiar wykonany na spektrofotometrze
DLS typu Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.). Pomiar wyrazony w zaleznosci: (A) intensywno$¢ od
wielkosci czgsteczki; (B) objetosé od rozmiaru.

W  przypadku przeprowadzonych testow zaobserwowatam zalezno$¢ agregacji
makroczasteczek od warunkéw przechowywania. W efekcie stwierdzam, ze optymalnym
buforem zapewniajagcym forme¢ monodyspersyjng syntazy GIcN-6-P z C. albicans jest

0 mM Hepes z 1 mM DTT o pH 7,0 w temperaturze 4°C (Tab. 15).

Tab. 15. Zestawienie wynikdw z pomiaru dynamicznego rozpraszania $wiatla dla CaGfal-K568HS569H.
Pomiar wykonany na spektrofotometrze DLS typu Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.).

CaGfal-

K568HS569H
% Polidyspersji 14,6
% Intensywnosci 85,1
% Wielkosci 100,0
Forma biatka Monodyspersja

10 mM Hepes
Warunki przechowywania 1 I;g[ 7]’) (;f T
4°C

5.2.3. Proby krystalizacji syntazy GlcN-6-P

Pomimo klasyfikacji syntazy GIcN-6-P z C. albicans jako biatko o niskiej
predyspozycji do krystalizacji, podjetam wiele prob w celu otrzymania krysztatu
o odpowiedniej wielkosci 1 jakos$ci do badan rentgenograficznych.

Wykonatam wiele prob krystalizacji zarowno dla CaGfal typu dzikiego [Sachadyn 1 in.
2000], pochodnej CaGfal-K568HS569H (Rozdziat 5.1) oraz dla rekombinantowej domeny
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GAT syntazy GIcN-6-P z C. albicans z fragmentem 6-His na C-koncu - dGAH-HissC
[Olchowy 1 in. 2007].

Doktadne procedury przygotowania preparatow biatkowych otrzymanych przeze
mnie, zostaly opisane we wczesniejszych rozdziatach, natomiast dla dGAH-His¢C doktadng
procedurg oczyszczania opracowal dr inz. J. Olchowy [Olchowy 1 in. 2007].

Prac¢ nad krystalizacjg biatek zaczelam od nastawienia prob krystalizacyjnych
w mozliwie jak najwigkszej ilosci réznych warunkéw, korzystajac z zestawow komercyjnie
dostgpnych (Materiaty 1 Metody 4.14). Po wstepnych badaniach przesiewowych,
wytypowatam kilka warunkow dla poszczegdlnych enzymoéw 1 przeprowadzitam

optymalizacje¢ danych warunkéw (Rys. 47-52).

Rys. 47. CaGfal (9 mg/ml) w kompleksie
z ligandem Fru-6-P (10 mM). Skupiska drobnych
igielek, za mate do rozpraszania. Zalecana dalsza
optymalizacja. Warunki krystalizacyjne:
0,1 M HEPES sodium; 10% v/v 2-Propanol;
20% w/v Polyethylene glycol 4000; pH 7,5;
temp. 4°C.

Rys. 48. CaGfal (9 mg/ml) w kompleksie
z inhibitorem UDP-GIcNAc (5 mM) i Glc-6-P
(10 mM). Skupiska drobnych igielek, za mate
do rozpraszania. Zalecana dalsza optymalizacja.
Warunki krystalizacyjne: 0,1 M Tris; 0,01 M NiCly;
1,0 M Li,SOq; pH 8,5; temp. 4°C.
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Rys. 49. CaGfal-K568HS569H (10 mg/ml) z inhibitorem UDP-GlcNAc (5 mM) — dwie proby roznigce si¢
stosunkiem ilosci preparatu biatka do rezerwuaru w kropli (z lewej strony stosunek odpowiednio 0,2ul:0,4ul;
z prawej 0,3ul:0,3ul). Wystepuja dwie formy krysztatow: prostopadtascian — zbadany na synchrotronie (krysztat
nie rozpraszat); skupisko igielek — za mate na pomiar rentgenograficzny. Warunki do dalszej optymalizacji.
Warunki krystalizacyjne: 0,1 M Tris; 0,2 M MgCl,,; 8% w/v PGA-LM; pH 7,8; temp. 19°C.

Rys. 50. dGAT-HissC (15 mg/ml). Krysztat
nie rozpraszal. Warunki krystalizacyjne: 0,1 M MES
monohydrate; 0,01 M ZnSO,*7H,0; 25% v/v PEG
monomethyl ether 550; pH 6,5; temp. 19°C.

Rys. 51. dGAT-HissC (15 mg/ml). Podobne
krysztaly pojawity si¢ w probie dla proby z samym
biatkiem i w probie dla biatka z ligandem L-GIn
(10 mM). Krysztal nie rozpraszal. Warunki
krystalizacyjne: 0,1 M Bis-Tris, 0,2 M CaCl,*2H,0,
45% wv/v (+/-)-2-methyl-2,4-pentanediol, pH 35,5,
temp. 4°C.
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Rys. 52. dGAT-HissC (15 mg/ml). Krysztat
nie rozpraszat. Warunki krystalizacyjne:
0,1 M Bis-Tris, 0,2 M CaCL*2H,0, 45% v/v
(+/-)-2-methyl-2,4-pentanediol, pH 6,5, temp. 4°C.

W efekcie przeprowadzonych prob krystalizacji syntazy GIcN-6-P typu dzikiego
i jej pochodnych niestety nie otrzymalam krysztaldow umozliwiajacych zebranie danych
dyfrakcyjnych. Otrzymane przeze mnie krysztaty biatka byly zbyt male aby rozpraszaé.
W przypadku catej czasteczki syntazy GlcN-6-P pojawiajace sie krysztaly przybieraty ksztalt
drobnych 1 cieniutkich igietek, wystepujacych w skupiskach tworzacych ,,jeze”. Podobne
krysztaly, ale wicksze i o lepszej jakosci, dla domeny ISOM syntazy GIcN-6-P otrzymat
Olchowy [Olchowy i in. 2005]. W zwiazku z tym mozna podejrzewac, ze czasteczka syntazy
GIcN-6-P jako tetramer, krystalizuje w postaci waskich i podtuznych struktur, a prowadzona
przeze mnie optymalizacja zmierzala w dobrym kierunku. Natomiast w przypadku
krystalizacji domeny GAT syntazy GIcN-6-P, otrzymatam krysztaly o réoznym ksztalcie
(Rys. 50-52), niestety nie byly one o jakosci wystarczajace do wykonania pomiarow
i zebrania danych do analizy. W celu otrzymania krysztaldow wigkszych i o odpowiedniej
jakos$ci nalezatoby:
» przeprowadzi¢ dalsza optymalizacje warunkow okreslonych przeze mnie (warunki
opisane przy poszczegdlnych Rys. 47-52);
» wykona¢ proby krystalizacji z innymi ligandami, ktore potencjalnie usztywnia
strukture biatka;
» wykonaé¢ proby krystalizacji preparatdéw bialkowych po modyfikacji chemicznej,

np. metylacja reszt Lys;

Syntaza GIcN-6-P jest biatkiem zlozonym, zawierajacym wiele -elastycznych
elementow, ktore nadaja calej czasteczce enzymu duzej ruchliwo$ci. Zatem otrzymanie
krysztatlow takiego biatka jest procesem bardzo trudnym oraz wymagajacym wiele czasu

1 pracy.
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5.3. Okreslanie roli reszt istotnych dla tworzenia struktury oraz regulacji
aktywnosci syntazy glukozamino-6-fosforanu z C. albicans poprzez
ukierunkowana mutagenez¢ genu kodujacego ten enzym

Wiadomo, ze syntaza GIcN-6-P z organizméw eukariotycznych, na poziomie
sekwencji fancucha polipeptydowego, wykazuje duze podobienstwo do enzymu bakteryjnego,
ale mimo tego obserwuje si¢ roéwniez wiele cech odmiennych. Nalezg do nich m. in.:
tetrameryczna budowa biatka, obecnos¢ w domenie GAT dodatkowego fragmentu
o nie calkowicie poznanej funkcji, podatno$¢ na dziatanie fizjologicznego inhibitora
— UDP-GIcNAc oraz regulacja aktywnosci poprzez fosforylacje-defosforylacje. Od wielu lat
w KTLiB PG prowadzone s3 badania wyjasniajace role poszczegdlnych obszaréw
w czgsteczce CaGfal. W wyniku tych badan do tej pory potwierdzono lokalizacje miejsca
fosforylacji bialka przez cAMP-zalezng kinaz¢ bialkowa 1 ustalono role fosforylacji-
defosforylacji syntazy w metabolizmie C. albicans [Gabriel 1 in. 2004]. Uzyskano takze
informacje na temat roli dodatkowego fragmentu w domenie GAT [Olchowy 1 in. 2007].
Doktadna struktura przestrzenna eukariotycznej wersji syntazy GIcN-6-P nie zostata
dotychczas poznana, natomiast poznano struktur¢ domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
z C. albicans w kompleksie z UDP-GIcNAc, a dla calego biatka do tej pory uzyskano jedynie
bardzo przyblizone dane strukturalne metoda SAXS [Raczynska i1 in. 2007]. W ramach
swoich badan skupitam si¢ na analizie:

e reszt potencjalnie odpowiedzialnych za wigzanie czasteczki inhibitora UDP-GIcNAc
(Rozdziat 5.2.1)

e reszt bioragcych udziat w kontakcie miedzy poszczegdlnymi podjednostkami,
odpowiedzialnymi za tworzenie struktury tetramerycznej (Rozdziat 5.2.2).

Doktadny opis przeprowadzonych mutagenez oraz charakterystyki otrzymanych

rekombinantéw przedstawiam w dalszej czesci pracy. Natomiast na Rys. 53 przedstawiam

lokalizacj¢ analizowanych przeze mnie obszaréw w czasteczce CaGfal.
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Rys. 53. Obraz struktury tetrameru domen ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans z zaznaczonymi
obszarami: centrum aktywnym w domenie ISOM — zotta kule (wielkoscia odpowiadajace Fru-6-P);
miejsce wigzania inhibitora UDP-GIcNAc — czerwone kule (wielko$cig odpowiadajace kieszeni); obszar
wigzania poszczegdlnych podjednostek, tworzacych strukture tetrameru — zielone przestrzenie.
Modelowanie wykonane przez dr M. Wojciechowskiego.

5.3.1. Ukierunkowana mutageneza obszaru wigzania UDP-GIcNAc

5.3.1.1. Analiza struktury przestrzennej syntazy GIcN-6-P w celu wybrania
optymalnego kierunku mutagenezy w miejscu wiqzania UDP-GIcNAc

Ustalenie struktury tetramerycznej domeny ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans
w kompleksie z inhibitorem UDP-GIcNAc [Raczynska i in. 2007] umozliwito okreslenie reszt
aminokwasowych odpowiedzialnych za tworzenie wigzan wodorowych oraz za formowanie
kieszeni, wigzacej czasteczke inhibitora. Reszty te w sekwencjach syntazy GIcN-6-P ze zrodet
eukariotycznych (wlacznie z Caenorhabditis elegans) sa wysoce zakonserwowane, natomiast
w odpowiadajacych im pozycjach w prokariotycznej wersji enzymu, w tym w syntazie
GIcN-6-P np. z E. coli wystepuja inne reszty, nie mogace tworzy¢ wigzan wodorowych lub

powodujace zawadg przestrzenna (Rys. 54).
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HsGFAT1 CGIFAYLNYHVPRTRREILETLIKGLQRLEYRGYDSAGVGFDGGNDKD---WEANACKIQ 57

CeGFAT1 CGIFAYLNFLTPKKRSEIVDILVQGLORMEYRGYDSAGIAIDGSNE-—--—— IESPHSSVA 55
CaGFAl CGIFGYVNFLVDKSRGEIIDNLIEGLQRLEYRGYDSAGIAVDGKLTKDPSNGDEEYMDSI 60
EcGLMS CGIVG——-—--—-- AIAQRDVAEILLEGLRRLEYRGYDSAGLAVVDAEG ——————————— HMT 43
Kkk Cots o ks ihkkikihkAKAKAKAK
HsSGFAT1 LIKKKGKVKALDEEVHKQQ-DMDLDIEFDVHLGIAHTRWATHGEPSPVNSHPQRSDKNNE 116
CeGFAT1 LLRKAGKVSVLSDFIKESSSDLDMDMEYNIHCGIAHTRWATHGSPRDVNSHPHRSNDKNE 115
CaGFAl IVKTTGKVKVLKQKIIDDQ--IDRSAIFDNHVGIAHTRWATHGQPKTENCHPHKSDPKGE 118
EcGLMS RLRRLGKVQMLAQAAEEHP ———————— LHGGTGIAHTRWATHGEPSEANAHPHVS---EH 92
*** * . . . ***********.* *.**: *
HsGFAT1 FIVIHNGIITNYKDLKKFLESKGYDFESETDTETIAKLVKYMYDNRESQDTS--FTTLVE 174
CeGFAT1 FLVVHNGIITNYREIKEYLEKKGHKFESETDTEVIAKLAQHIHDR--YPDFS--FRQLVE 171
CaGFAl FIVVHNGIITNYAALRKYLLSKGHVFESETDTECIAKLFKHFYDLNVKAGVFPDLNELTK 178
EcGLMS IVVVHNGIIENHEPLREELKARGYTFVSETDTEVIAHLVNWELKQ————GGT——LREAVL 146
* * Kk kK K * T * :*: * kkkkkk kK. *
HsSGFAT1 RVIQQLEGAFALVFKSVHFPGQAVGTRRGSPLLIGVRSEHKLSTDHIPILYRTARTQIGS 234
CeGFAT1 TVIQQLEGAFALAFKSSRFPGQLVASRRGSPLLVGIKSNSRLQTNHFPVSFSKGRRFMSN 231
CaGFAl QVLHELEGSYGLLVKSYHYPGEVCGTRKGSPLLVGVKTDKKLKVDEFVDVEFEAQQQHRPQ 238
EcGLMS RAIPQLRGAYGTVIMDSRHPDTLLAARSGSPLVIGLGMG-———=——=——=—————=———— 185
R Loeonu R BRI R
HSGFATI K-FTRWGSQG-—--ERG-————————— KDKKGSCNLSRVDSTTCLFPVEEK--AVEYYFAS 278
CeGFAT1 H-ATHLRDETSFVETPNNILDLSIAVRSSNGSAKMEISDSTTAVRPFDSDDWEVEYFVAS 290
CaGFAl QPQINHNGATSAAELG-—-————— FIPVAPGEQNLRTSQSR-AFLSEDDLPMPVEFFLSS 289
ECGLMS =~ mmm e ENFIAS 191
* s, *
HsSGFATI1 DASAVIEHTNRVIFLEDDDVAAVVDGRLSIHRIKRTAGDHPG-RAVQTLOMELQQIMKGN 337
CeGFAT1 DAAATITIEHTKQVLFLEDDDVAFVEDGALTIHRISRHADNGEQKREVKLLEMELQEIMKGS 350
CaGFAl DPASVVQHTKKVLFLEDDDIAHIYDGELRIHRASTKSAGESTVRPIQTLEMELNEIMKGP 349
EcGLMS DQLALLPVTRRFIFLEEGDIAEITRRSVNIFDKT————GAEVKRQDIESNLQYDAGDKGI 247
Hal I S N . HER I i
HsGFATI FSSFMQKEIFEQPESVVNTMRGRVNEFDDYTVNLGGLKDHIKEIQ-RCRRLILIACGTSYH 396
CeGFAT1 FKTYMQKEIFEQPDSVVNTMRGRV-LPSGQVVLGGIKEYLPDIK-RCRRLIMVACGTSYH 408
CaGFAl YKHFMQKE IFEQPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIR-RCRRIIMIACGTSYH 408
EcGLMS YRHYMQKEIYEQPNAIKNTLTGRI——SHGQVDLSELGPNADELLS EHIQILACGTSYN 305
***** Kk k. e ** ** * * . . . R s ******
HsSGFATI1 AGVATRQVLEELTELPVMVELASDFLDRNTPVFRDDVCFFLSQSGETADTLMGLRYCKER 456
CeGFAT1 SATACRQILEELSELPVVVELASDFLDRETPIFRDDVCLFISQSGETADTLLALRYCKPR 468
CaGFAl SCLATRSIFEELTEIPVSVELASDFLDRRSPVFRDDTCVEFVSQSGETADSILALQYCLER 468
EcGLMS SGMVSRYWFESLAGIPCDVEIASEFRYRKSAV INSLMITLSQSGETADTLAGLRLSKEL 365
* *- :* **-** * *.:.. *.. . ******** T .*:
HsSGFAT1 GAL-TVGITNTVGSSISRETDC INAGPEIGVASTKAYTSQFVSLVMFALMMCDBRIS 515
CeGFATI1 GAL-TIGVINTVGSSICRESHCGIHINAGPEIGVASTKAYTSQILSLLMFALTLSDBRIS 527
CaGFAl GAL-TVGIVNSVGSSMSRQTHC INAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSNDSIS 527
EcGLMS GYLGSLAICNVPGSSLVRESDLAL TNAGTEIGVASTKAFTTQLTVLLMLVAKLSR GH 425
* K T * *** *::. .l *** ********* * * * *
HsSGFATI1 MQERRKEIMLGLKRLPDLIKEVLSMDDE IQKLAT-ELYHQKSVLIMGRGYHYATCLEGAL 574
CeGFAT1 MAKRREEIIDALNDLPELIREVLQLDEKVLDIAK-QIYKEKSLLIMGRGLNFATCLEGAL 586
CaGFAl RKGRHEEIIKGLQKIPEQIKQVLKLENKIKDLCNSSLNDQKSLLLLGRGYQFATALEGAL 587
EcGLMS DASIEHDIVHGLQALPSRIEQMLSQDKRIEALAE DFSDKHHALFLGRGDQYPIALEGAL 484
H N T R H LroLrn KookEx oo kokkokx
HsGFAT1 KIKEITYMHSEGILAGELKHGPLALVDKLMPVIMIIMRDHTYAKCONALQQVVARQGRPV 634
CeGFAT1 KIKELSYMHCEGIMSGELKHGPLAMVDEFLSICMVVCNDRVYKKSLNALQQVVARKGAPI 646
CaGFAl KIKEISYMHSEGVLAGELKHGILALVDEDLPIIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARDGRPI 647
EcGLMS KLKEISYIHAEAYAAGELKHGPLALIDADMPVIVVAPNNELLEKLKSNIEEVRARGGQLY 544
Kekko ko k K ckkkAKK Kkeok 2. s K sk Kk k
HsSGFAT1 VICDKEDTET-IKNTKRTIKVPHSVDCLQGILSVIPLQLLAFHLAVLRGYDVDFPRNLAK 693
CeGFAT1 IIADCTVPEGDLAGMKHILRVPKTVDCVONILTVIPLQLLSYHIAELNGANVDRPRNLAK 706
CaGFAl VICNEGDAIISNDKVHTTLEVPETVDCLQGLLNVIPLQLISYWLAVNRGIDVDFPRNLAK 707
EcGLMS VFADQDAGFVSSDNMH IIEMPHVEEVIAPIFYTVPLQLLAYHVALIKGTDVDQPRNLAK 603
:*. . . T . **** T :* .* ** *k kK ok k
HsSGFAT1 SVTVE 698
CeGFATI1 SVIVE 711
CaGFAl SVTIVE 712
EcGLMS SVTVE 608

* kKA K

Rys. 54. Analiza porownawcza sekwencji aminokwasowych syntazy GIcN-6-P z Candida albicans (CaGFAI),
Escherichia coli (EcGLMS), Homo sapiens (HsGFATI) i Caenorhabditis elegans (CeGFATI). Na zielono
zaznaczono reszty aminokwasowe uznane za najistotniejsze w wigzaniu UDP-GIctNAc w CaGFAl
i odpowiadajace im reszty w enzymie z innych zrdédel; na czerwono - reszty uznane za najistotniejsze
w kontakcie miedzy podjednostkami w strukturze tetramerycznej CaGFAI i odpowiednie im reszty w biatkach
homologicznych. Analize wykonatam na podstawie programu ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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Kierujac si¢ tymi wskazowkami uznatam za celowe wymiane nastepujacych reszt

aminokwasowych (Rys. 55 156):

Gly474 znajduje si¢ na dnie kieszeni biatkowej, w ktorej wigze si¢ pierscien uracylu
UDP-GIcNAc. W sekwencji EcGLMS, Gly474 odpowiada reszta Ala372, ktorej grupa
metylowa wypetnia przestrzen dna kieszeni uniemozliwiajagc wigzanie inhibitora.
Na drodze mutagenezy ukierunkowanej Gly474 wymienitam na Leu, czyli aminokwas
o rozgalezionym tancuchu bocznym, tworzac zawade przestrzenng dla pierScienia
uracylu.

Thr487 znajduje si¢ na dnie kieszeni biatkowej 1 stanowi akceptor dla atomu azotu N3
pierscienia uracylu UDP-GIcNAc. Reszte Thr487 wymienitam na Ile, ktérej reszta
nie posiada w fancuchu bocznym elementow mogacych tworzy¢ wigzania wodorowe,
a dodatkowo tworzy wickszg zawade przestrzenng utrudniajac prawidlowe wejscie
inhibitora.

Gly490 nalezy do reszt 489-491 formujacych plaski, rownolegly do pier§cienia uracylu
brzeg kieszeni biatkowej wiazacej] UDP-GIcNAc. W sekwencji EcGLMS reszcie Gly490
z CaGFAl odpowiada Ala388, ktorej fancuch boczny czesciowo wypeknia przestrzen
wejscia do kieszeni oraz zwigksza sztywnos$¢ tancucha glownego peptydu, blokujac
w ten sposob wejscie inhibitora do kieszeni. Reszt¢ Gly490 wymienitam na Leu, celowo
wywolujac w ten sposob jeszcze wigksza zawade przestrzenng przy wejsciu do obszaru
wigzania inhibitora.

His492 znajduje si¢ na bocznej $cianie tuz przy wejSciu do kieszeni bialkowe;j
1 odpowiada za tworzenie wigzan wodorowych z atomem tlenu grupy fosforanowe;j
UDP-GIcNAc. Reszte His492 wymienitam na Phe, ktorej reszta fenylowa, zajmuje
przestrzen podobng do pierscienia imidazolowego His, ale nie zawiera grup funkcyjnych

mogacych uczestniczy¢ w wigzaniu wodorowym.

Rys. 54. Obszar wigzania UDP-GIcNAc
w domenie ISOM syntazy GlcN-6-P
z C. albicans z szczegblowo przedstawionymi
oddzialywaniami inhibitora UDP-GIcNAc
Z poszczegdlnymi resztami aminokwasowymi
[Raczynska i in. 2007].

UDP-GIcNAc

H488
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Rys. 55. Obszar miejsca wigzania UDP-GIcNAc w domenie ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans:
(A) powierzchnia kieszeni wiazacej z czasteczka UDP-GIcNAc przed mutageneza; (B) powierzchnia
kieszeni wiagzacej bez inhibitora po mutagenezie; (C) przezrocze powierzchni kieszeni wigzacej
z UDP-GIcNAc i z zaznaczonymi resztami zaproponowanymi do mutagenezy (stan przed mutageneza);
(D) przezrocze powierzchni kieszeni bez inhibitora, ale z oznaczonymi resztami wprowadzonymi podczas
mutagenezy. Modelowanie wykonane przez dr M. Wojciechowskiego.

5.3.1.2. Konstrukcja plazmidow ekspresyjnych

W celu wprowadzenia okreslonej zmiany genetycznej do genu kodujacego syntaze
GIcN-6-P z C. albicans (CaGFAI) wykorzystalam mutageneze ukierunkowang, opartg
o reakcje PCR. Zaplanowane zmiany genetyczne wprowadzatam stopniowo, tak aby
w wyniku kolejnego etapu wymieniana byla pojedyncza reszta aminokwasowa, co dawato

mozliwo$¢ pdzniejszej analizy posrednich produktow, zawierajacych pojedyncze mutacje.
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Zmiany genetyczne wprowadzane w jednym kroku sg na tyle mate, ze mozliwe byto

wprowadzenie ich poprzez zmiang sekwencji nukleotydowej na jednym  starterze.

Jako matryce w pierwszej reakcji PCR wykorzystalam plazmid pET23b zawierajacy gen
kodujacy syntaze GIcN-6-P z C. albicans — pET23b-CaGFAIl [Sachadyn 1 in. 2000],
natomiast w kolejnych reakcjach — matryce stanowil produkt z poprzedniej mutagenezy
(Tab. 16). Mutagenezg ukierunkowang, wymieniajgcg poszczegodlne reszty, wykonalam

wg schematu przedstawionego na Rys. 34.

Tab. 16. Zestawienie danych dotyczacych czterech kolejnych mutagenez ukierunkowanych w projekcje badania
obszaru i reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za wigzanie UDP-GIcNAc w Gfal z C. albicans. Zmiany
genetyczne wprowadzane w jednym kroku sg zaznaczone jednym kolorem. Docelowo wymieniane nukleotydy
sa podkreslone. W nazwach rekombinantowych plazmidéw wymienione reszty zaznaczytam wg kolejnosci
wprowadzanych zmian. Natomiast w dalszej czeSci pracy wymienione reszty oznaczam wg Kkolejnosci

w sekwencji: CaGFAI-G474LT487IG490LH492F.

Matryca Startery Produkt Uwagi
CaGtal-H492Fm: pET23b His492 — Phe
pET23b 5’P-AATGCTGGGCCAGAAATTGG 3¢ CaGFAI- 5’CAT 3> - 5°TTT 3’
CaGFAl CaGfal-H492Fk: )
5'P-AATRAAACCCCACAATGGG 3¢ Produkt potwierdzony.
pET23b | CaGfal-T487Im: PET23b | Thra87 — Ile
CaGFAI- 5’P-AGACAABBCATTGTGGGG 3* CaGFAI- 5’ACC 3’ — 5’ATC 3’
CaGfal-T487Ik: - .
H492F 5'P-AGACATTGAAGAACCAACAGAG 3* T4871 Produkt potwierdzony.
pET23b | CaGfal-G490Lm: PET23b | Gly490 — Leu
CuGFAI- 5’P-AATBCTGGGCCAGAAATTGG 3¢ CaGFAI- 5°GGG 3’ — 5°CTG 3’
HA9IF-T487] CaGfal-G490Lk: -T4871- Produk ord
5'P-AATAAAAACACAATGGATTTGTC 3¢ G490L rodukt potwierdzony.
PET23b | C4GfalG474Lm: PET23b | Gly474 — Leu
CaGFAlI- 5* P—~AACTCTGTTGGTTEMICAATGTC 3¢ CaGFAI- 5°GGT 3’ — 5°CTT 3’
H492F-T4871- | CaGfalG474Lk: -T4871- )
G490L 5 P-AACGATAAGAACAGTTAAAGCTCC 3 | G490L-G4 741, | Produkt potwierdzony.

Poprawno$¢ otrzymanych plazmidow rekombinantowych potwierdzitam poprzez

analiz¢ restrykcyjng (Maretialy 1 Metody 4.3.3) (Rys. 56) oraz sekwencjonowanie (firma

Genomed, Warszawa).
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Rys. 56. Rozdziat elektroforetyczny produktow analizy restrykcyjnej plazmidu
pET23b-CaGFAI1-G474LT487IG490LH492F
M - marker DNA M10kpz (10037; 8000; 6000; 5000; 4000; 3000; 2500; 2000;
1500/1517; 1000; 800; 600; 400; 200 [pz])
1 - pET23b-CaGFA1-G474LT487I1G490LH492F trawiony EcoRI (3978; 1296; 498 [pz])
2 - pET23b-CaGFA1-G474LT4871G490LH492F trawiony Sspl (4239; 1402; 131 [pz])
3 - pET23b-CaGFA1-G474LT4871G490LH492F trawiony Ndel i Xhol (3586; 2186 [pz])
4 - pET23b-CaGFA1-G474LT4871G490LH492F trawiony BamHI (5772 [pz])
5 - pET23b-CaGFA1-G474LT487IG490LH492F (5772 [pz])
Kontrolg analizy stanowi symulacja trawienia restrykcyjnego dla CaGfal przedstawiona na Rys. 26.

Dalsze badania na poziomie hodowli, oczyszczania i1 charakterystyki przeprowadzitam
tylko dla finalnego mutanta CaGfal-G474LT4871G490LH492F. Posrednie biatka
rekombinantowe: CaGfal-H492F, CaGfal-T487IH492F 1 CaGfal-T4871G490LH492F
zostang przebadanie, gdy pojawi si¢ potrzeba sprawdzenia wptywu konkretnej pojedynczej

reszty aminokwasowe;j.

5.3.1.3. Nadekspresja genow kodujgcych rekombinantowq syntaze GIcN-6-P
w komorkach E. coli

Do nadekspresji genu CaGFAI-G474LT4871G490LH492F wykorzystatam szczepy
E. coli BL21 (DE3)pLysS, E. coli Rosetta (DE3)pLysS i E. coli Rosetta (DE3)pLacl,
do ktérych  transformowalam  rekombinantowy  plazmid  pET23b-CaGFAI-
G474LT4871G490LH492F (Materiaty 1 Metody 4.4.2). Optymalizacjc hodowli
przeprowadzitam w zakresie tych samych czynnikéw zmiennych, co w poprzedniej czgsci
pracy (opisane w Rozdziale 5.1.3, Materialy i Metody 4.5). Jako kontrole ekspresji
rekombinantowego genu stosowatam odpowiednio te same szczepy E. coli, transformowane

,pustym” plazmidem pET23b (bez genu CaGFAI).
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Efekt przeprowadzonej optymalizacji analizowalam za pomoca elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujacych (Materiaty 1 Metody 4.10.1). Na podstawie
otrzymanych rozdzialow elektroforetycznych biatek z lizatow z poszczegdlnych hodowli
w réznych warunkach, stwierdzam:

»  Nadprodukcja muteiny najwydajniej zachodzi w komoérkach ekspresyjnych
E.  coli Rosetta(DE3)pLysS, w ktorych prazek pochodzacy od genu
CaGFAI-G474LT4871G490LH492F jest dominujacy.

» W przypadku dwoch pozostalych badanych szczepow E. coli BL21(DE3)pLysS
1 E. coli Rosetta(DE3)pLacl rowniez zaobserwowalam prazki, potwierdzajace obecnos¢
rekombinanta CaGfal, jednak ich intensywnos$¢ byla duzo mniejsza niz w lizatach
z komorek E. coli Rosetta(DE3)pLysS, co §wiadczy o slabszej wydajnosci ekspresji
pozadanego genu.

»  Analizujac otrzymane wyniki w réznych warunkach hodowli, w ramach tych samych
komorek ekspresyjnych stwierdzitam, ze poziomy intensywnos$ci prazkow
pochodzacych od mutanta sa bardzo zblizone. Oznacza to, ze zarowno IPTG
jak 1 laktoza (w =zakresie testowanych stezen) sg rownie dobrymi induktorami.
Natomiast temperatura hodowli nie ma znaczenia na poziom ekspresji, o ile wraz
z obnizeniem temp. z 37°C do 30°C czas inkubacji zostanie wydluzony co najmniej

3 krotnie.

Ostatecznie, w celu uzyskania powtarzalnos$ci, jako najlepsze warunki dla hodowli
wilasciwej, uznatam ekspresje CaGFAI-G474LT4871G490LH492F w  komorkach
E. coli Rosetta(DE3)pLysS, gdy indukcja nastepowata poprzez dodanie IPTG (do koncowego
stezenia 0,1 mM) po osiggnigciu przez komorki gestosci ODgop = 0,5-0,6 1 dalszej hodowli
w 30°C przez ok. 18 godzin. W powyzszych warunkach hodowli, muteina stanowita ok. 20%
wszystkich biatek wystepujacych w komorkach E. coli, co sumarycznie odpowiadalo

ok. 10-20 mg/l CaGfal-G474LT487IG490LH492F (Rys. 57).
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57. (A) Analiza -eclektroforetyczna nadekspresji CaGfal-G474LT4871G490LH492F (10% zel

poliakrylamidowy): M— marker PageRulelrTM Plus Prestained Protein Ladder: 250, 130, 100, 70, 55, 35, 27,
15 [kDa]; 1— lizat hodowli E.coli Rosetta(DE3)pLysS, indukcja IPTG (0,1 mM) ODgoy = 0,5 (30°C, ok.18h).
(B) Analiza densytometryczna $ciezki 1, wykonana w programie GelQuantPro. Powierzchnia pod sygnatem
CaGfal-G474LT487IG490LH492F stanowi 19% wszystkich biatek.

5.3.1.4. Oczyszczanie muteiny CaGfal-H492FT4871G490LG474L

Muteing CaGfal-G474LT4871G490LH492F, podobnie jak CaGfal typu dzikiego

z komorek E. coli izolowatam za pomocg wieloetapowej procedury. Caly proces oczyszczania

sktadat si¢ z kilku etapow, ale mozna go podzieli¢ na dwie charakterystyczne czgsci:

L

IL.

metody wytrgceniowe — oczyszczanie wstepne (Materiaty 1 Metody 4.6.2).
W efekcie otrzymalam preparat biatkowy pozbawiony m. in. DNA 1 czg$ci
niespecyficznych bialek. Jednakze, w dalszym ciggu 2z duzym stopniem
zanieczyszczenia.

chromatografia jonowymienna — oczyszczanie wilasciwe (Materiaty 1 Metody 4.6.3).
W celu otrzymania jak najbardziej homogennych preparatow bialtkowych, rozdziat
przeprowadzitam w wezszym zakresie gradientu od 0,15-0,55 M NaCl (Rys. 58).
Wszystkie otrzymane piki poddatam analizie elektroforetycznej i1 reakcji aktywnosci
katalitycznej enzymu. W efekcie stwierdzitam, ze pochodna syntazy GlcN-6-P zostala
wymywana z kolumny ResourceQ przy stezeniu NaCl ok. 17-23 mM 1 zachowata
aktywno$¢ katalityczng w granicach 0,19-0,41 U/mg. Roznice w stopniu zachowane;j
aktywnos$ci specyficznej w réznych partiach oczyszczania oraz w pordwnaniu

z CaGfal = 7,55 U/mg (wersja dzikg) moga wynika¢ z dlugosci przeprowadzania
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poszczegbdlnych etapOw oczyszczania oraz aktualnego stanu ztoza w kolumnie

chromatograficzne;.
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Rys. 58. Profil elucji preparatu zawierajacego biatko CaGfal-G474LT4871G490LH492F z kolumny
ResourceQ (linia zielona — gradient 0,15-0,55M NacCl; linia niebieska — chromatogram wyplywu bialtka;
oznaczenia czerwone — zbierane frakcje) i analiza elektroforetyczna SDS-PAGE z zebranych frakciji:
M — marker PageRuler Protein Ladder: 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 [kDa]; EB — ekstrakt
bezkomorkowy z hodowli; 1 — frakcja z 17-23 mM NaCl; 2 — frakcja z 23-26 mM NaCl; 3 — frakcja
z 26-30 mM NaCl.

Finalnie w wyniku calego procesu oczyszczania z 1 dm’ hodowli otrzymatam
ok. 9 mg CaGfal-G474LT4871G490LH492F o aktywnosci specyficznej rzedu
0,18-0,41 U/mg 1 homogennosci ok. 80% (Tab. 17). Podczas takiego samego protokotu
oczyszczania dzikiego typu CaGfal otrzymatam preparat o czystosci blisko 95%
1 o aktywnosci 7,55 U/mg (wydajnos¢ ok. 16%, wspotczynnik oczyszczania ok. 9.52)
[Czarnecka 1 in. 2012]. Wstepnie stwierdzilam, Ze proces oczyszczania dla muteiny zakonczyt
si¢ lepsza wydajnoscig, ale kosztem gorszej czystosci preparatu biatkowego. Koncowa
wydajno$¢ 1 stopien czystosci zalezy gldwnie od aktualnego stanu kolumny
chromatograficznej, ale nie jest to efekt mutagenezy. Jednakze juz na tym etapie badan nalezy
zwroci¢ uwage na duzo nizszg aktywnos$¢ katalityczng biatka rekombinantowego w stosunku
do enzymu typu dzikiego, co moze by¢ spowodowane zmianami strukturalnymi, jednak brak
na to jednoznacznych dowodoéw. Dokladna analiza parametrow kinetycznych muteiny

znajduje si¢ w dalszej czgsci pracy.
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Tab. 17. Podsumowanie procesu oczyszczania CaGfal-G474LT4871G490LH492F: EB — ekstrakt
bezkomoérkowy; I — preparat po oczyszczaniu metodg wytrgceniowg; II — preparat po chromatografii
jonowymiennej.

Oflr)i litc(ﬁc Slt)?jﬁ?;e Ca}kggiiaailoéé ;pfl;tc};‘;l'lz(z)rslz tﬁig\gﬁzc Wsp(ﬂczynqik Wyd(.]aj nos¢
[ml] [mg/ml] [mg] e[%z/zlnrrg]l en[z[};r]nu oczyszczania [%]
CaGfal-G474L.T4871G490LH492F
EB 8,50 11,67 99,20 0,03 2,48 1 100
I 6,00 8,23 49,38 0,04 2,02 1,64 81,6
II 21,00 0,44 9,24 0,18 1,66 7,20 67,1

5.3.1.5. Wyznaczanie parametroéw kinetycznych CaGfal-G474LT4871G490LH492F

W celu sprawdzenia wplywu mutagenezy na aktywno$¢ katalityczng enzymu,
przeprowadzitam szereg oznaczen korzystajac ze zmodyfikowanej metody Elsona-Morgana
(Materiaty 1 Metody 4.12). Reakcje katalizowang przez enzym wykonatam przy zmiennych
stezeniach substratow. Dla kazdego substratu (Fru-6-P i L-Gln) przeprowadzitam co najmniej
3—krotne powtorzenie, a uzyskane wyniki przedstawitam za pomocg wykresow Lineweavera-

Burka (Rys. 59 1 60).
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1/ Crrps.p [1/MM]

Rys. 59. Wykres zaleznosci 1/Aktg, = f(1/Cpry.6.p) dla CaGfal-G474LT4871G490LH492F.
Wyniki z jednego powtorzenia.
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Rys. 60 Wykres zalezno$ci 1/Akty, =f(1/Crg) dla CaGfal-G474LT4871G490LH492F.
Wyniki z jednego powtorzenia.
W przypadku obu substratow uzyskane zalezno$ci maja charakter liniowy. Proste
przecinajag o$ rzednych w punkcie odpowiadajacym 1/Viag, a 0$ odcigtych w punkcie
odpowiadajacym -1/Ky. Z réwnan prostych wyznaczylam punkty przeciecia z osiami

wspohrzednych oraz obliczylam Vs oraz Ky wobec obu substratoéw (Tab. 18).

Tab. 18. Poréwnanie aktywnosci katalitycznych CaGfal typu dzikiego [Czarnecka i in. 2012]
i CaGfal-G474LT4871G490LH492F.

KM Fru-6-p KM 1-GIn V max
[mM] [mM] [umol*min"*mg™]
CaGfal 1,56 + 0,05 1,41 £ 0,01 6,80 £0,11
CaGfal-
GA74L TA871G490L LH492F 1,23 £ 0,08 0,54 £ 0,03 0,34 £ 0,02

Wartosci Ky muteiny sg nizsze niz parametry kinetyczne dzikiego typu syntazy
GlcN-6-P z C. albicans. Obnizenie statej Michealisa-Menten dla Fru-6-P jest nieznaczne,
natomiast dla L-Gln wartos¢ Ky jest niemalze 3-krotny nizsza, co w efekcie oznacza wzrost
powinowactwa rekombinantowego biatka do substratow. Nalezy roéwniez zauwazyc,
ze dla zmutowanej syntazy GIcN-6-P warto$¢ maksymalnej szybkos$ci reakcji, w stosunku
do bialka typu dzikiego, jest w duzym stopniu obnizona. Fakt ten potwierdza wcze$niej
wysunigte wnioski o obnizeniu aktywnosci katalitycznej enzymu. Finalnie wprowadzone
mutacje G474L, T4871, G490L 1 H492F nie blokuja catkowicie aktywnos$ci katalityczne;j

enzymu, jednakze w duzym stopniu obnizaja ja. Moze to by¢ efekt wprowadzenia
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aminokwasow z bardziej rozbudowanymi lancuchami bocznymi (Gly474Leu, Thr487Ile
1 Gly490Leu), ktore docelowo tworza zawade przestrzenng w kieszeni wigzacej
UDP-GIcNAc, a z drugiej strony prawdopodobnie posrednio oddziatuja na centrum
katalityczne bialka.

5.3.1.7. Inhibicja aktywnosci CaGfa1-G474LT4871G490LH492F przez UDP-GIcNAc

Podczas mutagenezy wymienitam reszty potencjalnie odpowiedzialne za wigzanie
UDP-GIcNAc. W celu sprawdzenia wplywu wymienionych reszt aminokwasowych
na zdolno$ci inhibicji CaGfal, przeprowadzilam szereg oznaczen korzystajac
ze zmodyfikowanej metody Elsona-Morgana (Materialy i Metody 4.12). Reakcje katalityczng
enzymu przeprowadzilam w mieszaninie ze stalg iloscig substratow (7,5 mM Fru-6-P, 10 mM
L-Gln), bez 1 ze wzrastajacym stezeniem UDP-GIcNAc (0 — 5 mM) oraz z dodatkiem
lub bez Glc-6-P (10 mM). Dodatek do mieszaniny reakcyjnej Glc-6-P, miat na celu
zwigkszenie powinowactwa enzymu do inhibitora [Milewski 1 in. 1999]. Przeprowadzilam
rowniez testy z dodatkowa inkubacja samego biatka z mieszaning UDP-GIcNAc
z/bez Glc-6-P (15 min., 4°C). We wszystkich przeprowadzonych probach, niezaleznie
czy z obecnoscia Glc-6-P, czy z preinkubacjg otrzymano bardzo zblizone wyniki (Rys. 61).
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Rys. 61. Zaleznos$¢ aktywnosci specyficznej dla CaGfal-G474LT4871G490LH392F
od stezenia UDP-GIcNAc.

Z otrzymanych wynikow zaobserwowatam, ze ze wzrostem stezenia inhibitora
od 0 do 5 mM, aktywno$¢ specyficzna muteiny utrzymala si¢ na statym poziomie
dla wszystkich badanych mieszanin. Tymczasem, aktywno$¢ CaGfal typu dzikiego jest
hamowana przez UDP-GIcNAc w stezeniach milimolarnych, a wyznaczone wartosci

ICsp wynosza od 0,7 mM do 1,55 mM. [Milewski 1 in. 1999, Czarnecka i in. 2012]. Wynik
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ten potwierdza, ze reszty: G474, T487, G490 1 H492, odpowiadaja za wigzanie
fizjologicznego inhibitora UDP-GIcNAc, a ich wymiana na reszty nie mogace odgrywac roli
w wigzaniu inhibitora, skutkuje utrata podatnosci enzymu na jego dziatanie. Efekt ten mogt
by¢ wywotany kazda wprowadzong zmiang poprzez tworzenie zawady przestrzennej
w miejscu wigzania (G474 1 G490) oraz likwidacje grup mogacych tworzy¢ wigzania
z czasteczka inhibitora (T487 1 H492). Catkowity brak inhibicji moze by¢ tez sumarycznym
efektem wprowadzonych mutacji. Dlatego tez w celu wskazania dokladnego udziatu
aminokwasow w tworzenie kieszeni biatkowej 1 wigzanie w niej inhibitora, konieczne byloby
przebadanie posrednich mutein z pojedynczymi mutacjami.

Niedawno opublikowane zostaly wyniki prac prowadzonych w zespole prof. Badet
dotyczace syntazy GIcN-6-P z Homo sapiens. [ Assrir 1 in. 2014]. Francuscy naukowcy badali
role analogicznych reszt: R343, G445, G461 (w CaGfal odpowiednio: R372, G474 1 G490),
potencjalnie odpowiedzialnych za wigzanie czasteczki UDP-GIcNAc do HsGfat. Wyniki tych
badan, prowadzonych rownolegle do moich, pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi przeze
mnie. Otrzymanie podobnych wnioskow w dwoch niezaleznych instytutach badawczych
1 na enzymach z dwoch rdéznych zrodel, jednoznacznie pozwala stwierdzi¢, ze reszty
odpowiedzialne za inhibicje syntazy GIcN-6-P, przez czasteczke UDP-GIcNAc, sg silnie
zakonserwowane w sekwencji aminokwasowej w organizmach eukariotycznych i kazda

ingerencja w ich zakresie wptywa na zdolno$¢ wigzania UDP-GIcNAc, a zatem na inhibicje.

5.3.1.6. Struktura oligomeryczna CaGfal-G474LT4871G490LH492F

Kolejng wilasciwos$cia biatka, ktéra moze ulec zmianie w wyniku punktowych zmian
w sekwencji aminokwasowej, wprowadzonych podczas mutagenezy ukierunkowanej jest jego
struktura przestrzenna 1 zdolno$¢ do oligomeryzacji. Struktur¢ oligomeryczng
CaGfal-G474LT4871G490LH492F okreslitam, analizujac mase czasteczkowa
rekombinowanego biatka jako monomeru za pomoca elektroforezy poliakrylamidowe;j
w warunkach denaturujacych, oraz jako mase¢ oligomeru poprzez filtracje zelowa
1 elektroforeze poliakrylamidowa w warunkach natywnych. Jako kontrole zmian
w oligomeryzacji biatka, tymi samymi metodami przebadatam syntaz¢ GIcN-6-P
z C. albicans typu dzikiego.

Dodatkowo jako kontrole teoretyczng, za pomoca metod bioinformatycznych,
wyznaczytam prawdopodobng mase czasteczkowa enzymu (programu Protein Molecular
Weight, http://www.bioinformatics.org/sms/prot mw.html). Sekwencja  nukleotydowa

rekombinantowej syntazy GIcN-6-P z C. albicans, sktada si¢ z 2136 pz, ktéore koduja
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712 aminokwasow (bez kodonu START 1 STOP) (Rys. 62). Teoretyczna masa molekularna
monomeru  muteiny = CaGfal-G474LT4871G490LH492F  wyniosta 79,27  kDa
(MW¢eor. = 79,13 kDa dla CaGfal). Natomiast zakladajac, ze natywna muteina bylaby,
podobnie jak biatko typu dzikiego, homotetramerem, jej masa molekularna wynositaby okoto

317,08 kDa.

MCGIFGYVNFLVDKSKGEIIDNLIEGLQRLEYRGYDSAGIAVDGKLTKDPSNGDEEYMDSIIKTTGK
VKVLKQKIIDDQIDRSAIFDNHVGIAHTRWATHGQPKTENCHPHKSDPKGEFIVVHNGII TNYAALRK
YLLSKGHVFESETDTECIAKLFKHFYDLNVKAGVFPDLNELTKQVLHELEGSYGLLVKSYHYPGEV
CGTRKGSPLLVGVKTDKKLKVDFVDVEFEAQQQHRPQQPQINHNGATSAAELGFIPVAPGEQNLR
TSQSRAFLSEDDLPMPVEFFLSSDPASYVQHTKKVLFLEDDDIAHIYDGELRIHRASTKSAGESTVR
PIQTLEMELNEIMKGPYKHFMQKEIFEQPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIRRCRRIIMI
ACGTSYHSCLATRSIFEELTEIPVSVELASDFLDRRSPVFRDDTCVFVSQSGETADSILALQYCLER
GALTVEIVNSVGSSMSRQJHCLVEINAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSNDSISRKGRHEEIIK
GLQKIPEQIKQVLKLENKIKDLCNSSLNDQKSLLLLGRGYQFATALEGALKIKEISYMHSEGVLAGEL
KHGILALVDEDLPIIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARDGRPIVICNEGDAIISNDKVHTTLEVPETVDC
LQGLLNVIPLQLISYWLAVNRGIDVDFPRNLAKSVTVESsTOP

Rys. 62. Sekwencja aminokwasowa rekombinantowej syntazy GIcN-6-P po modyfikacji genetycznej
w obszarze wigzania UDP-GIcNAc (CaGfal-G474LT4871G490LH492F). Na czerwonym tle — wymieniony
aminokwas Gly474Leu; fioletowe tlo — Thr487Ile; niebieskie tto — Gly490Leu; zielone tto — His492Phe.

5.3.1.6.1. Masa monomeru (SDS-PAGE)

Oczyszczony preparat biatka CaGfal-G474LT4871G490LH492F poddatam analizie
elektroforetycznej w zZelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (Materiaty

1 Metody 4.10.1) (Rys. 63)

M 1
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Rys. 63. (A) Elektroforeza poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (zel 10%): M — marker Page
Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — oczyszczony
preparat biatka CaGfal-G474LT4871G490LH492F; (B) Wykres zaleznosci logMW = f(R,).
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Z otrzymanego réwnania wykresu zaleznosci logMW = f(R.) wyznaczylam warto$¢
masy monomeru biatka CaGfal-G474LT4871G490LH492F, ktéra wyniosta ok. 94 kDa.
Zaskakujaco duza roznica miedzy eksperymentalng a teoretyczng warto$cia masy

czasteczkowej (79,27 kDa), prawdopodobnie wynika z niedoktadnosci analizy.

5.3.1.6.2. Masa oligomeru (SEC, Native-PAGE)

Strukture oligomeryczng rekombinantowego biatka CaGfal-
G474LT4871G490LH492F okreslitam wykorzystujac filtracje zelowg (Materiaty 1 Metody
4.9). Efekt przeprowadzonej chromatografii przedstawiam na Rys. 64A. Wszystkie
rozdzielone piki zebratam 1 sprawdzitam ich aktywno$¢ katalityczng (Materiaty 1 Metody
4.12). Dodatkowo z zebranych 1 aktywnych katalitycznie frakcji przeprowadzitam rozdziat
elektroforetyczny w warunkach natywnych (Materiaty 1 Metody. 4.10.3.3) 1 denaturujacych
(Materiaty i Metody 4.10.1) (Rys. 64 B-E).

Obraz otrzymanych wynikow jest do$¢ zaskakujacy, poniewaz analiza SEC wykazala
obecnos¢ trzech form biatka wykazujacych aktywnos$¢ syntazy GlcN-6-P. W dominujacej
ilosci wystepuje biatko o masie prawie 167 kDa, co moze odpowiada¢ dimerycznej formie
rekombinowanej syntazy GIcN-6-P. Pik odpowiadajacy biatku o masie okoto 356 kDa
(mozliwa forma tetrameryczna) jest duzo mmiejszy, a jego aktywnos$¢ katalityczna rowniez
jest niewielka. Najprawdopodobniej jest to efekt nalozenia si¢ frakcji, a oznaczona aktywnos¢
pochodzi od formy dimerycznej, a nie tetramerycznej. Nie oznacza to jednak, ze forma
tetrameryczna nie jest aktywna, ale do testOw oznaczania aktywnosci enzymatycznej, st¢zenie
biatka jest za niskie. Teoretycznie na podstawie aktywnosci dimeru mozna zalozy¢, ze forma
tetrameryczna réwniez zachowuje aktywnos$¢ katalityczng. Szczegdlnie zaskakujaca jest
obecnos¢ stabo aktywnego katalitycznie biatka o masie okoto 90 kDa. Masa ta jest zblizona
do masy monomeru muteiny, jednakze taka forma syntazy GIcN-6-P nie moze wykazywac
aktywnosci katalitycznej, gdyz najmniejszg katalitycznie aktywng forma tego enzymu jest
dimer [Isupov i in. 1996, Mouilleron 1 in. 2008, Floquet 1 in. 2009]. Prawdopodobne jest
zatem, ze zmierzona aktywno$¢ katalityczna dla frakcji 14,12 ml, pochodzi od obecnych
w tej frakcji form oligomerycznych tj. dimer, tetramer. Wszystkie piki otrzymane podczas
rozdzialu SEC, zostaly poddane elektroforezie. Do rozdzialu Native-PAGE wykorzystatam
zel gradientowy z zestawu NativePAGE Novex Bis-Tris Gel System (Life Technologies),
dla ktorego mozliwe jest wyznaczenie krzywej logMW = f(R.) (Materiaty 1 Metody 4.10.3.3).
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Rys. 64. Analiza masy czasteczkowe CaGfal-G474LT4871G490LH492F: (A) Chromatogram SEC (kolumna
Superdex 200 10/300 GL. Kontrolny rozdzial SEC dla CaGfal typu dzikiego przedstawitam na Rys 28.
(B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236; 1048; 720; 480; 242; 146;
66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 10,89 ml; 2 — frakcja z SEC przy 12,69 ml; 3 — frakcja z SEC przy
14,12 ml; (C) Wykres zaleznosci logMW = f(R.) dla Native-PAGE; (D) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus
Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 10,89 ml;
2 — Frakcja z SEC przy 12,69; 3 — frakcja z SEC przy 14,12 ml; (E) Wykres zaleznosci logMW = f(R.)
dla SDS-PAGE.
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W obrazie rozdziatu elektroforetycznego Native-PAGE bardzo zastanawiajace sa
podwdjne prazki pojawiajace si¢ na poziomie form oligomerycznych enzymu (dimeru
1 tetrameru). Na poziomie obecnych wynikow trudno jednoznacznie wyjasni¢ ten efekt.
W celu wyjasnienia tej kwestii nalezatloby sprawdzi¢ wplyw osobno poszczegodlnych reszt
na strukture¢ biatka, badz wykorzysta¢ inne metody do glebszej charakterystyki biatka
np. krystalografie.

Pojawienie si¢ trzech réznych form wykazuje, Ze wymienione reszty odgrywaja role
w kontaktach miedzy poszczegdlnymi podjednostkami monomerycznymi (Tab. 19). Miejsce
wigzania UDP-GIcNAc, znajduje si¢ w bliskim obszarze kontaktu miedzy poszczegdlnymi
podjednostkami monomerycznymi. Wymiana reszt G474L, T487I, G490L 1 H492F,
ma na celu zablokowanie wejscia inhibitora poprzez stworzenie zawady przestrzennej,
co w konsekwenji posrednio prawdopodobnie powoduje przesunigcie i usztywnienie dalszych

struktur biatka.

Tab. 19. Zebranie teoretycznej i eksperymentalnej masy czasteczkowej CaGfal-G474LT4871G490LH492L
w poréwnaniu z masg CaGfal [Czarnecka i in. 2012].

¢ Masa Masa 'Masa Masa oligomeru . Prawdopodobna
eoretyczna monomeru oligomeru Native-PAGE) Aktywno$é¢ struktura
monomeru (SDS-PAGE) (SEC) (Na D katalityczna V-rzed
[kDa] [kDa] [kDa] [kDa] -rzedowa
CaGfal
79,13 | 79+7 | 344 | 3409 | + Tetramer
CaGfal-G474L.T4871G490LH492F
358,86 386 +20 + Tetramer
79,27 94 + 15 166,94 193 £20 + Dimer
90,86 80+10 - Monomer
PODSUMOWANIE:

Wymiana 4 reszt (Gly474Leu, Thr4871le, Gly490Leu i His492Phe) z obszaru wigzania
czasteczki UDP-GIcNAc skutkuje utratg podatnosci na dziatanie fizjologicznego inhibitora.
Minimalnie wplywa takze na powinowactwo enzymu do substratow katalizowanej reakcji,
a bardzo silnie na jego aktywnos¢ katalityczng. Natomiast do$¢ nieoczekiwanie wprowadzona
zmiana wplywa na struktur¢ czwartorzedowa biatka, ostabiajac wigzania miedzy
poszczegdlnymi podjednostkami, co skutkuje wystgpowaniem muteiny w formie: monomeru,

homodimeru 1 homotetrameru.
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5.3.2. Proba zmiany struktury IV rzedowej syntazy glukozamino-6-fosforanu
z Candida albicans poprzez mutagenez¢ ukierunkowang

5.3.2.1. Analiza struktury przestrzennej syntazy GIcN-6-P w celu wybrania
optymalnego kierunku mutagenezy

W wyniku ustalenia struktury tetramerycznej domeny ISOM syntazy GIlcN-6-P
z C. albicans, stwierdzono, ze w roztworze wystepuje ona jako dimer dimerow. Badania
SAXS kompletnego biatka wykazaly, ze analogiczng struktur¢ posiada natywna syntaza
GIcN-6-P [Raczynska 1 in. 2007]. Ponadto szczegdtowo okreslono reszty aminokwasowe
odpowiedzialne za wigzanie poszczegdlnych monomerow w dimery, a nastepnie
funkcjonalnych dimeréw w tetramer. Reszty te w sekwencjach syntezy GIcN-6-P ze zrodet
eukariotycznych sa wysoce zakonserwowane, natomiast w odpowiadajacych im pozycjach
w prokariotycznej syntazie GIcN-6-P wystepuja inne reszty, nie mogace tworzy¢ wigzan
wodorowych. Reszty aminokwasowe zaangazowane w potgczenie dwoch dimerow w tetramer
zostaty zidentyfikowane w strukturze tetrameru domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
z C. albicans (Rys. 65) [Raczynska 1 in. 2007]. Warto dodaé, ze miejsca kontaktu
podjednostek natywnego biatka pochodzenia eukariotycznego wystepuja jedynie miedzy
domenami ISOM, natomiast domeny GAT nie kontaktuja si¢ ze soba.

Kierujac si¢ tymi wskazéwkami, uznatam za celowe sprawdzenie, czy w wyniku
wymiany reszt Asp524, Ser525, Ser527, Arg394 1 Arg442 na mozliwie izosteryczne reszty nie
mogace tworzy¢ wigzan wodorowych poprzez tancuchy boczne (Ala, Ile, Val), nastapig
zmiany w strukturze czwartorzedowej 1 jakie beda one miaty odzwierciedlenie w aktywnosci
enzymatycznej. W pierwszym etapie tych prac dokonatam wymiany reszt zaangazowanych
w oddziatywanie pomiedzy tancuchami A-D oraz B-C, czyli Asp524, Ser525 i Ser527.
Natomiast w kolejnym etapie, wymienitam reszty stabilizujace oddziatywania A-C 1 B-D:

Arg394 1 Argd42 (Rys. 65 166).
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Rys. 65. (A) Tetramer domen ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans. (B) Obszar kontaktu pomiedzy
tancuchami A i D. Analogiczna sytuacja wystepuje miedzy tancuchami B i C. (C) Obszar kontaktu
pomiedzy tancuchami A i C. Analogiczna sytuacja pojawia si¢ miedzy tancuchami B i D [Raczynska
iin.2007].
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Rys. 66. Obraz miejsca kontaktu migdzy domenami ISOM poszczegdlnych monomertow syntazy GlcN-6-P
z C. albicans z zaznaczonymi resztami wymienionymi podczas mutagenery ukierunkowanej:
(A) przed mutageneza; (B) po mutagenezie; (C) przed mutageneza z oznaczonymi resztami
aminokwasowymi; (D) po mutagenezie z oznaczonymi resztami aminokwasowymi. Fragment kazdego
monomeru zaznaczony innym kolorem. Modelowanie wykonane przez dr M. Wojciechowskiego.

5.3.2.2. Konstrukcja plazmidéw ekspresyjnych

Wytypowane reszty aminokwasowe w genie kodujacym syntaze GIcN-6-P
z C. albicans (CaGFAI) wymienitam wykorzystujgc mutageneze ukierunkowang, opartg
o reakcje PCR. Podobnie jak we wczesniejszym projekcje poszczegdlne reszty
aminokwasowe wymienitam stopniowo, tak aby w wyniku jednego etapu wymieniana byta
1 lub maksymalnie 2 reszty aminokwasowe. Takie postepowanie dawalo mozliwosc
dokladnego  obserwowania  wplywu  poszczegdlnych  modyfikacji  genetycznych

na wilasciwosci enzymu.
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Strategia stopniowe] mutagenezy, umozliwia wprowadzanie zmiany genetycznej

za pomocg jednego startera. Jako matryce w pierwszej reakcji PCR wykorzystatam plazmid

pET23b zawierajacy gen kodujacy syntazg GIcN-6-P z C. albicans — pET23b-CaGFAl

[Sachadyn 1 in. 2000], natomiast w kolejnych reakcjach — matryce stanowit produkt

z poprzedniej mutagenezy (Tab. 20). Podobnie jak we wczesniej opisanych badaniach,

optymalizacje 1 wlasciwg reakcje PCR oraz calg procedur¢ wymiany poszczegdlnych reszt

wykonalam wg schematu Rys. 34.

Tab. 20. Zestawienie szeregu mutagenez ukierunkowanych w projekcje badania funkcjonalnosci tetramerycznej
struktury Gfal z C. albicans. Zmiany genetyczne wprowadzane w jednym kroku sg zaznaczone jednym kolorem.
Docelowo wymieniane nukleotydy sa podkreslone. W nazwach rekombinantowych plazmidéw wymienione
reszty zaznaczylam wg kolejnoSci wprowadzanych zmian. Natomiast w dalszej cze$ci pracy wymienione reszty
opisuje wg kolejnoséci wystepowania w sekwencji: CaGFAI-R394IR442ID524AS525A5527A.

Matryca Startery Produkt Uwagi
(;aGfal-D524Am: PET23b- Asp524 — Ala
pET23b- é (];éj;“‘TTATCTAATGQTTCTATTTCCAGAAA GGl 5GAT 3° — 5°GCT 3’
CaGFAL CaGfal-D524Ak: Produkt potwierdzon
5’P-AAAGGGCAAACATCACCAAGGC 3 Y.
Ser525 — Ala
CaGFAL- | atoy remmToc BB TTRBBAGAN CaGFAI- | Ser527 — Ala
D5244 CaGfal-S525AS527Ak: B 5’TCC 3’ —- 5°GCC 3’
5"P-AGAAAGGGCAAACATCACCAAGGC 3¢ 85254855274 )
Produkt potwierdzony.
CaGfal-R394Im: PET23b-
PET23b- 5'P-lTGTAGAAGAATCATTATGATTGCT CaGFAI- Arg394 — Ile
CaGFAl- TGTGG 3¢ ) 5’AGA 3> > 5’ATA 3’
D5244- CaGfalR394I1k: .
S5254S527A4 | SP-TCTAATTGTAGATAACCATGATTTTAAT §525A8527A- | Produkt potwierdzony.
CCACC 3 R3941
CaGfalR442Im: PET23b-
PET23b- 5¢P-TCTCCAGTTTTCIGATGATACTTGT CaGFAl- Argdd2 — Ile
CaGFAI- GTATTTGTTTCTCAATCGGG 3¢ ) 5’AGA 3> — 5°’ATA 3’
D5244- CaGfalR4421k: .
S52548527A4 5¢P -TCTTCTATCCAAGAAATCAGAAGCTA §5254A8527A4- | Produkt potwierdzony..
ATTCAACCGAAACGG 3¢ R4421
pET23b-
CaGFAI-
D5244-
S5254855274- | CaGfal-R442Im pET23b-
R394] CaGfal-R4421k CaGFAI-
lub lub - Produkt potwierdzony.
pET23b- CaGfal-R3941 8§525A8527A4-
CaGFAI- CaGfal-R3941 R394IR4421
D5244-
S525A48527A4-
R442]
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Poprawno$¢ tak otrzymanych plazmidow rekombinantowych potwierdzitam poprzez
analize restrykcyjng (Materiaty i Metody 4.3.3) oraz sekwencjonowanie (firma Genomed,
Warszawa). Przyktadowsa analize restrykcyjna dla pET23b-CaGFAI-
R394IR442ID524AS5525A45527A4 przedstawiam na Rys. 67.

Rys. 67. Rozdziat elektroforetyczny produktow analizy restrykcyjnej plazmidu
pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS525455274
M - marker DNA M10kpz (10037; 8000; 6000; 5000; 4000; 3000; 2500; 2000;
1500/1517; 1000; 800; 600; 400; 200 [pz])
- pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS5254S5527A trawiony EcoRI (3978; 1296; 498 [pz])
- pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS52548527A trawiony Sspl (4239; 1402; 131 [pz])
- pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS52545527A trawiony Ndel i Xhol (3586; 2186 [pz])
- pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS5254S5527A trawiony BamHI (5772 [pz])
- pET23b-CaGFA1-R394IR442ID524AS525455274 (5772 [pz])
Kontrolg analizy stanowi symulacja trawienia restrykcyjnego dla CaGfal przedstawiona na Rys. 26.

DN AW -

W wyniku zmian poszczeg6dlnych reszt aminokwasowych spodziewatam si¢ zmiany
w oligomeryzacji enzymu. Ze wzglgdu na mozliwos¢ zachowania przez biatko réznej formy
IV-rzedowej zdecydowatam si¢ na dokladng charakterystyke wszystkich posrednich
produktow (CaGfal-D524A, CaGfal-D524AS525AS527A, CaGfal-
R394ID524AS525AS527A 1 CaGfal-R422ID524AS525AS527A) 1 koncowej (CaGfal-
R3941R442ID524AS525AS527A) wersji rekombinantowej syntazy GIlcN-6-P. Sumarycznie
w dalszej czesci pracy przedstawiam wyniki dotyczace 5 r6znych wersji zmutowanej CaGfal.

Ten sam szereg mutagenez przeprowadzalam réwnocze$nie na bazie wczesniej
otrzymanej pochodnej CaGfal z wewnetrznym mikro fragmentem oligoHis (pET23b-
CaGFAI-K568HS569H, pET23b-CaGFAI-KHSH). Te dodatkowe muteiny moga by¢
pomocne, w przypadku trudnosci przy charakterystyce badz podzniejszej krystalizacji

wlasciwych rekombinantdw.
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5.3.2.3. Nadekspresja genéw kodujqcych rekombinantowq syntaze GIcN-6-P
w komérkach E. coli

Rekombinowane plazmidy: pET23b-CaGFA1-D524A4, pET23b-CaGFAI-
D524A552548527A4, pET23b-CaGFA1-R394ID524AS5254A8527A, pET23b-CaGFAI-
R442ID524A4S5525A8527A4 i pET23b-CaGFAI-R394IR442ID524AS8525A8527A
transformowatam wg standardowej procedury (Materiaty 1 Metody 4.4.2) do nastepujacych
szczepoOw ekspresyjnych: E. coli BL21 (DE3)pLysS, E. coli Rosetta (DE3)pLysS
1 E. coli Rosetta (DE3)pLacl (Materiaty 1 Metody 4.1.1). W wyniku transformacji dwoch
pierwszych mutein otrzymalam kolonie E. coli z wlasciwym plazmidem. Niestety
w przypadku kolejnych trzech mutein nie otrzymatam zadnej kolonii bakteryjnej. Mimo
wielokrotnych préob optymalizacji transformacji nie uzyskatam oczekiwanych kolonii. Brak
kolonii po transformacji przypuszczalnie moglo by¢ spowodowane mutacja punktowa,
wprowadzong przez blad polimerazy podczas reakcji PCR. Na tym etapie mozliwe byly dwie
strategie: 1 — sprawdzenie przez sekwencjonowanie catego plazmidu, a nastgpnie
przeprowadzenie mugatenezy ponownie; 2 — wykorzystanie do dalszych badan
rekmbinantowych plazmidéw bazujacych na pET23b-CaGFAI-K568HS569H (pET23b-
CaGFA-KHSH). Pierwsza koncepcja bylaby bardziej czaso- 1 kosztochtonna, w zwigzku
z tym zdecydowalam si¢ na rozwigzanie nr 2. Dalsze badania przeprowadzalam bazujac na:
pET23b-CaGFA1-KHSH-D5244, pET23b-CaGFAI-KHSH-D524A5525A8527A4, pET23b-
CaGFAI-KHSH-R392ID524AS552548527A, pET23b-CaGFAI1-KHSH-
R442ID524A4552548527A4 1 pET23b-CaGFA1-KHSH-R392IR442ID524A8525A8527A.

Do nadekspresji genu CaGFAI-KHSH z mutacjami w regionie kontaktu miedzy
podjednostkami (CaGFAI-KHSH*) wykorzystalam te same szczepy E. coli jak powyze]
(Materiaty 1 Metody 4.5). Optymalizacj¢ hodowli przeprowadzitam uwzgledniajac rodzaj
1 1lo$¢ czynnika indukujacego (<0,IM IPTG, <I1,5g/l1 laktoza), wplyw fazy wzrostu
w momencie indukcji (w zakresie OD 0,3-0,6) oraz czas 1 temperaturg inkubacji po indukcji
(5-16 godz., 30°C 1 37°C). Jako kontrole nadprodukcji biatka wykorzystywatam odpowiednio
te same szczepy E. coli, transformowane ,,pustym” plazmidem pET23b.

Efekty przeprowadzonych optymalizacji analizowalam za pomocag elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujacych (Materialy i Metody 4.10.1). Rozdziaty
elektroforetyczne otrzymanych lizatdéw, z poszczegdlnych szczepoéw E. coli hodowanych
w réznych warunkach, dla wszystkich analizowanych mutein byty dos$¢ zblizone. Jednakze

zaobserwowatam nast¢pujace zjawiska:
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»  Podobnie jak dla ekspresji genu pET23b-CaGFAI-KHSH w komorkach
E. coli BL21(DE3)pLysS 1 E. coli Rosetta(DE3)pLacl sygnat, odpowiadajacy masa,
poszczegdlnym rekombinantom CaGfal-KHSH* wystepowat na niskim poziomie.

» W komorkach E. coli Rosetta(DE3)pLysS nadprodukcja wszystkich analizowanych
mutein byla zdecydowanie wigksza, a sygnal odpowiadajacy eksprymowanym biatkom
w stosunku do pozostatych biatek widocznych na zelu poliakrylamidowym byt
dominujacy.

» W przypadku ekspresji tych mutantein lepszym induktorem okazato si¢ IPTG
w stezeniu koncowym 0,1 M. Za optymalng gestos¢ komérek w momencie indukcji
uznatam ODggo = 0,4. Warunki dalszej inkubacji po indukcji nie miaty istotnego
wplywu na poziom nadekspresji, przy zachowaniu zaleznos$ci, ze po obnizeniu

temperatury z 37°C na 30°C czas hodowli zostat wydtuzony z 5h do ok. 16h.

Za najlepsze warunki ekspresji dla wszystkich 5 zmutowanych form CaGfal-KHSH*
uznatam hodowle prowadzong w komorkach E. coli Rosetta(DE3)pLysS z indukcja ekspresji
przy ODgoo ok. 0,4, poprzez dodanie IPTG (Cx = 0,1M) 1 dalszg inkubacja w warunkach 37°C
przez Sh lub 30°C przez 16h (w zaleznosci od dostepnosci sprzetu).

s mae e L e s T S SRR
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Rys. 68. (A) Analiza elektroforetyczna nadekspresji CaGfal-R3941R4421D524AS525AS527A (10% zel
poliakrylamidowy): M— marker PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder: 250, 130, 100, 70, 55, 35, 27,
15 [kDa]; 1— lizat hodowli E.coli Rosetta(DE3)pLysS, indukcja IPTG (0,1 mM) ODgy = 0,4 (37°C, 5h).
(B) Analiza densytometryczna $ciezki 1, wykonana w programie GelQuantPro. Powierzchnia pod sygnatem
CaGfal-R394IR4421D524AS525AS527A stanowi 8% wszystkich biatek.

Przyktadowy rozdziat -elektroforetyczny dla finalne; wersji  CaGfal-KHSH-
R3921R442ID524AS525AS527A przedstawiam na Rys. 68. W takich warunkach hodowli
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poszczegbdlne muteiny stanowily ok. 10% ze wszystkich biatek wystepujacych w E. coli,

co odpowiadato ok. 5-15 mg/l CaGfal-KHSH*.

5.3.2.4. Oczyszczanie otrzymanych mutein

Pamigtajac, ze rekombinantowe wersje CaGfal ze zmianami w obszarze kontaktu
miedzy monomerami, zostaly otrzymane bazujac na CaGfal-KHSH, mozna je oczyszczaé
zarOwno za pomocg chromatografii metalopowinnowactwa (IMAC) jak 1 chromatografii
jonowymiennej (IEC). Izolacja biatka wykorzystujac IMAC jest mozliwa dzigki uktadowi
6-His, ktory powstaje po zwinigciu biatka w strukture IV-rzedowa. Niestety nie mam
pewnosci w jaki sposob wprowadzane mutacje wptyng na strukture biatka, tym bardziej ze sa
to zmiany w rejonie wigzania poszczegdlnych podjednostek monomerycznych.
Z tego powodu pomimo dluzszej procedury i1 wymagajacej dodatkowych etapow
wytraceniowych, postanowitam muteiny te oczyszcza¢ za pomocg IEC. Caly proces
oczyszczania sktadat si¢ z kilku etapéw, ale mozna go podzieli¢ na dwie charakterystyczne
czesci:

I.  metody wytraceniowe — oczyszczanie wstepne (Materiaty 1 Metody 4.6.2). Jest to etap
przygotowujacy preparat bialkowy do oczyszczania chromatograficznego, podczas
ktorego usuwane jest DNA 1 cze¢$¢ niespecyticznych biatek.

II. chromatografia jonowymienna — oczyszczanie wilasciwe (Materiaty 1 Metody 4.6.3).
Po przeprowadzeniu optymalizacji, najlepsze rozdzialty chromatograficzne otrzymatam
wykorzystujac bufor fosforanowy o pH 7,0 w gradiencie NaCl 0,15-0,55 M NaCl.
Dla wszystkich mutein otrzymane rozdzialy byly bardzo podobne (przykitadowy
rozdziat przedstawiony na Rys. 69). Wszystkie otrzymane piki poddalam analizie
elektroforetycznej i1 reakcji aktywnosci katalitycznej enzymu. Finalnie stwierdzitam,
ze pochodne syntazy GIcN-6-P ze zmianami w obszarze kontaktu miedzy
podjednostkami, zostaja wymywane z kolumny ResourceQ przy stezeniu NaCl
ok. 17-25 mM i zachowujg aktywno$¢ katalityczng w nastepujacym stopniu:

* (CaGfal-KHSH-D524A = 1,59 U/mg;

*  CaGfal-KHSH-D524AS525AS527A = 0,52 U/mg;

* CaGfal-KHSH-R394ID524AS525AS527A = 0,36 U/mg;

* CaGfal-KHSH-R442ID524AS525AS527A = 0,30 U/mg;

*  CaGfal-KHSH-R394IR4421D524AS525AS527A = 0,17 U/mg;
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Rys. 69. Profil elucji preparatu zawierajacego biatko CaGfal-R3941R4421D524AS525AS527A z kolumny
ResourceQ (linia zielona — gradient 0,15-0,55M NacCl; linia niebieska — chromatogram wyplywu bialtka;
oznaczenia czerwone — zbierane frakcje) i analiza elektroforetyczna SDS-PAGE z zebranych frakciji:
M — marker PageRuler Protein Ladder (250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 [kDa]); EB — ekstrakt
bezkomorkowy z hodowli; 1 — frakcja z 17-25 mM NaCl; 2 — frakcja z 25-33 mM NaCl; 3 — frakcja z 33-40
mM NaCl.

Aktywno$¢  specyficzna  poszczegdlnych  rekombinantow w  pordéwnaniu
z CaGfal = 7,55 U/mg (formg dzikg) 1 CaGfal-KHSH = 6,80 U/mg sa sporo nizsze. Pewne
roznice mogg wynika¢ z dokladnych warunkéw panujacych podczas oczyszczania
tj. temperatura, dlugos¢ poszczegdlnych etapdéw 1 stan ztoza kolumny chromatograficzne;.
Zastanawiajaca jest zaleznos$¢, ze im wigce] wprowadzonych mutacji, aktywnos$¢ katalityczna
spada. Moze to sygnalizowaé, ze wymieniane reszty odgrywaja pewng role w reakcji
katalizowanej przez syntaze GIcN-6-P z C. albicans. Dokladna analiza wplywu
poszczegbdlnych reszt aminokwasowych na aktywnos$¢ enzymu przedstawiona jest w dalszej

czescl.
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Tab. 21. Podsumowanie procesu oczyszczania wszystkich wersji rekombinantowej CaGFAI-KHSH-*
ze zmianami w rejonie wigzania podjednostek monomerycznych: EB — ekstrakt bezkomorkowy; I — preparat

po oczyszczaniu metodg wytrgceniows; 11 — preparat po chromatografii jonowymienne;.

Oflr)i ?(tc(ﬁc Slt)?jﬁ?;e Ca%kl());zg(aai los¢ Qal:c%zgrs; Itl;g‘:\g?tzc Wspé%czynqi k Wyd:lj nos¢
[ml] [mg/ml] [mg] e[%z/zlnrr;]l en[z[};r]nu oczyszczania [%]
CaGfal-KHSH-D524A
EB 7,30 12,08 88,18 0,26 22,93 1 100
I 6,00 10,08 60,48 0,31 18,75 1,19 81,77
II 18,00 0,22 3,96 1,59 6,29 6,11 27,42
CaGfal-KHSH-D524AS525AS527A
EB 5,90 20,00 118,00 0,03 3,54 1 100
I 6,00 13,17 79,02 0,04 3,48 1,47 98,22
II 9,00 0,24 2,16 0,52 1,11 17,20 31,48
CaGfal-KHSH-R394ID524AS525AS527A
EB 7,30 9,70 70,81 0,03 2,12 1 100
I 5,50 5,95 32,73 0,06 1,96 2,00 92,43
II 18,00 0,15 2,70 0,36 0,97 12,00 45,76
CaGfal-KHSH-R4421D524AS525AS527A
EB 9,10 13,96 127,04 0,03 3,81 1 100
I 6,00 16,15 96,90 0,03 2,91 1,20 76,28
II 19,00 0,39 7,41 0,30 2,22 10,00 58,33
CaGfal-KHSH-R3941R442ID524AS525AS527A

EB 6,80 18,26 124,17 0,02 2,11 1 100
I 5,50 9,84 54,12 0,02 1,52 1,65 71,79
I 23,00 0,31 7,13 0,17 1,21 10,00 57,42

Ostatecznie w wyniku chromatografii jonowymiennej z 1 litra hodowli otrzymywatam
od 2 do 8 mg poszczegdlnych rekombinantow o czystosci ok. 90% (Tab. 21). W poréwnaniu
z procesem oczyszczania dzikiego enzymu CaGfal, charakteryzujacym si¢ wydajnosciag
ok. 16% 1 wspolczynnikiem oczyszczania ok. 9,52 oraz homogennos$cig biatka 95%,

stwierdzam, ze sumarycznie izolacja mutein przebiegala prawidtowo [Czarnecka 1 in. 2012].

5.3.2.4. Wyznaczanie parametroéw kinetycznych

Podstawowym wyznacznikiem zmian w bialku, wprowadzonych przez mutageneze
jest sprawdzenie aktywnos$ci katalitycznej enzymu. W tym celu przeprowadzitam szereg
oznaczen korzystajac ze zmodyfikowanej metody Elsona-Morgana. Reakcje katalizowang
przez enzym wykonalam przy zmiennych stezeniach substratow (Materiaty 1 Metody 4.12).
Dla kazdego substratu (Fru-6-P i r-Gln) przeprowadzitam co najmniej 3 powtdrzenia,

a uzyskane wyniki przedstawitam za pomocg wykresow Lineweavera-Burka (Rys. 70 1 71).

123



lfAkt sp. = ﬂl)’c Fru-E—P}

# D524A 45 4

W D524A5525A5527A 20 -

A R394ID524A5525A5527A y=5,8928x + 5,7916
= R2=0,9777

@ R4421D524A5525A5527A
X R394IR442ID524A5525A5527A 30 -

S |
oy __:_-;::1:'
E 20 - ,,l y =3,4311x + 2,7591
2 R2=0,9828
X
< y=1,6263x + 1,7785
W R2 =0,9595
_.—F'-""f
_ y=0,6666x + 0,6243
— R%=0,9848
T 2k T 1
-3 ’/*1 1 3 5 7
e 1/C rruep[1/mM]

Rys. 70. Wykres zaleznosci 1/Aktg, = f(1/Cpry.6.p) dla CaGtal-KHSH-G474LT4871G490LH492F.
Wyniki z jednego powtorzenia.
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Rys. 71. Wykres zaleznosci 1/Akty, = f(1/C L) dla CaGFAI-KHSH-G474LT4871G490LH492F.
Wyniki z jednego powtorzenia.

W przypadku obu substratow dla wszystkich rekombinantow uzyskane zaleznos$ci
majg charakter liniowy. Proste przecinaja o$ rzgdnych w punkcie odpowiadajagcym 1/Vpax,
a o$ odcigtych w punkcie odpowiadajacym -1/Ky. Z otrzymanych réwnan prostych
wyznaczytam szybko$¢ reakcji (Vmax) oraz stala Michaelisa-Menten (Ky) wobec

obu substratéw (Tab. 22). Jako kontrole parametrow katalitycznych dla mutein wykorzystuje
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dane otrzymane zarowno dla CaGfal-KHSH (Rozdziat 5.1.6) jak i1 dla CaGfal [Czarnecka 1
in. 2012].

Tab. 22. Porownanie aktywnosci Kkatalitycznych dla rekombinantéw w obszarze  kontaktu migdzy
podjednostkami a z aktywnosciami CaGfal [Czarnecka i in. 2012] i CaGfal-KHSH (Rozdziat 5.1.6).

KM Fru6-p KM t.GIn V max
[mM] [mM] [umol*min*mg™]
CaGfal 1,56 +0,05 1,41+0,01 6,80+ 0,11
CaGfal-KHSH 1,90 £0,06 1,33 +0,08 6,15 +0,08
CaGfal-KHSH
DS24A 0,89+043 0,11 +0,01 1,62 +0,16
CaGfal-KHSH
DS24ASS2SASS2SS 0,77 +0,17 0,04 +0,01 0,54 + 0,05
CaGfal-KHSH
R3941D324ASSISASS2SS 1,22+0,78  0,10+0,01 0,35 + 0,04
CaGfal-KHSH
RA42ID524ASS25 ASS2SS 1,36 +0,76 0,08 £ 0,06 0,32 + 0,04
CaGfal-KHSH 1,10+£0,10 0,03 +0,01 0,17 + 0,02

-R3941R4421D524AS525AS525S

Pierwsze zmiany w aktywnos$ci katalizowanej reakcji, po wprowadzeniu mutacji,
zaobserwowalam w momencie wyznaczania aktywnosci specyficznej (Tab. 21).
Juz po wymianie pierwszej reszty aminokwasowej Asp524Ala widoczny byt wyrazny spadek
aktywnos$ci enzymatycznej. Po wprowadzeniu kazdej kolejnej zmiany, poziom aktywnosci
jeszcze bardziej si¢ obnizal. Spadek aktywnos$ci katalitycznej poszczegdlnych mutein,
potwierdzity wyniki maksymalnej szybkos$ci katalizowanej reakcji (Vimax). Zmiany Vpax 3
stosunkowo duze: dla wersji z jedng mutacjg obnizenie jest niemalze 4 krotne, natomiast
dla wersji z pigcioma mutacjami jest to spadek ok. 40 krotny (Tab. 22). Takie r6znice z catg
pewnoscig muszg by¢ wywotane wprowadzonymi zmianami w sekwencji aminokwasowe;.
Wartosci Ky rOwniez sg obnizone. W przypadku Fru-6-P stata Ky dla wszystkich wersji
biatek rekombinantowych byla w niewielkim stopniu obnizona, natomiast Ky dla L-Gln byla
obnizona nawet kilkudziesi¢ciokrotnie.

Eukariotyczna syntaza GIcN-6-P (w tym z C. albicans) tworzy strukturg
homotetrameru, a poszczegdlne podjednostki 1acza si¢ przez domene ISOM. Obszary
kontaktu migdzy poszczegdlnymi podjednostkami sg w stosunkowo duzej odlegtosci
od centrum katalitycznego domeny izomerazowej (Rys. 53). Pozwala to przypuszczac,
ze wymienione reszty bezposrednio nie odgrywaja roli w katalizowanej reakcji, natomiast
prawdopodobnie posrednio poprzez zmiany w strukturze domeny ISOM wplywaja
na centrum katalityczne. W  takiej sytuacji niewielki wzrost powinowactwa

rekombinantowych enzymow do Fru-6-P prawdopodobnie jest spowodowany wlasnie tymi
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zmianami w strukturze domeny ISOM. Natomiast nie ma podstaw, aby podejrzewaé wplyw
mutacji na centrum katalityczne domeny GAT, ktora jest zlokalizowana na zewnatrz
czasteczki, a wigc jest jeszcze bardziej oddalone od miejsca mutagenezy. Zatem tak duze
zmiany w powinowactwie do L-Gln sg bardzo zaskakujace i obawiam si¢, Zze oznaczenia
te obarczone byly duzym btedem, co przy niskiej aktywnosci jest bardzo prawdopodobne.
Jednakze na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzam, ze kazda z przeprowadzonych
wymian: Arg394, Argd42, Asp524, Ser525 1 Ser527 negatywnie wplywa na aktywnos$¢
katalityczng syntazy GlcN-6-P.

5.3.2.5. Inhibicja aktywnosci katalitycznej mutein przez UDP-GIcNAc

W zwigzku zZ  wczesniejszymi badaniami dotyczacymi CaGfal-
G474LT4871G490LH492P, z ktorych wynika Ze mutageneza w miejscu wigzania
UDP-GIcNAc wptynela takze na strukture tetrameryczng enzymu, uznalam za konieczne
sprawdzenie rowniez w przypadku tych mutein wrazliwosci na fizjologiczny inhibitor
UDP-GIcNAc. W tym celu wykonatam seri¢ testow oznaczania aktywnosci enzymatycznej
przy roznym stezeniu UDP-GIcNAc (0-5 mM) oraz z dodatkiem lub bez Glc-6-P (10 mM)
(Materiaty 1 Metody 4.12). W rezultacie juz w przypadku pierwszej muteiny CaGfal-D524A
nie zaobserwowatam hamowania katalizowanej reakcji (Rys.72). Taki sam efekt otrzymalam
dla pozostatych mutein. Nalezy tu przypomnie¢, ze 1Cso upp-cienac dla CaGfal typu dzikiego
miesci si¢ w zakresie 0,7-1,55 mM [Milewski 1 in. 1999, Czarnecka 1 in. 2012], natomiast dla

CaGfal-KHSH ICso upp-gienac= 2,0 mM (Rozdziat 5.1.7) [Czarnecka 1 in. 2012].

Aktsp.=ﬂ CU DP—GIcNAc)

0,100 dla CaGfal-KHSH-D524A
0,090 -
0,080 -
0,070 ‘.':;‘.f.’//”
= ]
% 0,060
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0,030 - # bez Glc-6-P
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Rys. 72. Zalezno$¢ aktywnosci specyficznej dla CaGfal-KHSH-D524A od stezenia UDP-GIcNAc.

Z powyzszych badan wynika, ze syntaza GIcN-6-P z C. albicans juz po wymianie

zaledwie jednej reszty Asp524Ala utracita podatno$¢ na inhibicyjne dziatanie UDP-GIcNAc.
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Prawdopodobnie jest to efekt posredni, wynikajacy z pewnych zmian konformacyjnych,
wywolanych wymiang reszty aminokwasowe] w pozycji 524. Miejsce wigzania czgsteczki
UDP-GIcNAc w kieszeni na powierzchni enzymu jest bardzo specyficzne 1 S$cisle
dopasowane, a kazda nawet drobna zmiana w strukturze biatka, tym bardzie; w niedalekim
sasiedztwie, moze wplynag¢ na jej kompatybilno$¢ do czasteczki inhibitora. Natomiast
doktadnego wptywu pozostatych wymienionych reszt aminokwasowych z obszaru kontaktu
migdzy podjednostkami, nie mozna oszacowa¢ na podstawie powyzszych wynikow, gdyz ich
rola jest zamaskowana efektem wywolanym przez wymiang Asp524Ala. W celu doktadnej
analizy znaczenia poszczegOlnych reszt: Arg394, Argd442, Ser525 1 Ser527, nalezaloby

otrzymac¢ rekombinanty syntazy GIcN-6-P z pojedynczymi mutacjami.

5.3.2.6. Struktura oligomeryczna

Zgodnie z zalozeniem mutagenezy z obszaru kontaktu migdzy podjednostkami,
spodziewatam si¢ znacznych zmian w zdolnosci biatka do tworzenia form oligomerycznych.
Analize struktury IV rzedowej otrzymanych mutein przeprowadzitam wykorzystujac filtracje
zelowa 1 elektroforeze poliakrylamidowa w warunkach natywnych (masa oligomeru)
oraz elektroforeze poliakrylamidowa w warunkach denaturujgcych (masa monomeru).
Jako kontrolg zmian w oligomeryzacji biatka stanowi syntaza GIcN-6P z C. albicans typu
dzikiego [Czarnecka 1 in. 2012] oraz CaGfal-KHSH (Rozdziat 5.1.8).

Ponadto za pomocg metod bioinformatycznych wyznaczytam przewidywalng mase¢
czasteczkowg enzymow (programu Protein Molecular Weight,
http://www.bioinformatics.org/sms/prot mw.html).  Sekwencja  nukleotydowa  genow
rekombinantowych wersji syntazy GIcN-6-P z C. albicans nie zmienita si¢, sklada sie
z 2136 pz, ktore kodujg 712 reszt aminokwasowych (bez kodonu START i STOP) (Rys. 73).
Zachowujac takg sama 1ilo$¢ nukleotydow, ale wymieniajac chocby jedng reszte
aminokwasowg, sumaryczna masa czgsteczkowa w minimalnym stopniu ulega zmianie
(Tab. 23). Zmiany w masie czasteczkowej wynikajagce z sekwencji s3 na tyle matle,
ze w dalszej analizie struktury mutein pomijam je, a jako teoretyczng masg monomeru

muteiny zaktadam 79 kDa.
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MCGIFGYVNFLVDKSKGEIIDNLIEGLQRLEYRGYDSAGIAVDGKLTKDPSNGDEEYMDSIIKTTGK
VKVLKQKIIDDQIDRSAIFDNHVYGIAHTRWATHGQPKTENCHPHKSDPKGEFIVVHNGIITNYAALRK
YLLSKGHVFESETDTECIAKLFKHFYDLNVKAGVFPDLNELTKQVLHELEGSYGLLVKSYHYPGEV
CGTRKGSPLLVGVKTDKKLKVDFVDVEFEAQQQHRPQQPQINHNGATSAAELGFIPVAPGEQNLR
TSQSRAFLSEDDLPMPVEFFLSSDPASVVQHTKKVLFLEDDDIAHIYDGELRIHRASTKSAGESTVR
PIQTLEMELNEIMKGPYKHFMQKEIFEQPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIRICRRIIMI
ACGTSYHSCLATRSIFEELTEIPVSVELASDFLDRRSPVF|DDTCVFVSQSGETADSILALQYCLERG
ALTVGIVNSVGSSMSRQTHCGVHINAGPEIGVASTKAYTSQYIALVMFALSLSNABIBRKGRHEEIIK
GLQKIPEQIKQVLKLENKIKDLCNSSLNDQHHLLLLGRGYQFATALEGALKIKEISYMHSEGVLAGEL
KHGILALVDEDLPIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARDGRPIVICNEGDAIISNDKVHTTLEVPETVDC
LQGLLNVIPLQLISYWLAVNRGIDVDFPRNLAKSVTVEsTOP

Rys. 73. Sekwencja aminokwasowa rekombinantowej syntazy GIcN-6-P po modyfikacji genetycznej
w obszarze kontaktu mig¢dzi podjednostkami (CaGfal-KHSH-G474L.T4871G490LH492F). Na niebieskim tle
— wymieniony aminokwas Arg394lle; czerwone tlo — Argd442lle; zielone tto — Asp524Ala; fioletowe tto
— Ser525Ala i Ser527Ala. Niebieskg czcionkg — dwie reszty His (tworzace mikro oligoHis w 3D).

Tab. 23. Teoretyczna masa czasteczkowa: CaGfal, CaGfal-KHSH i rekombinantow CaGfal-KHSH-*.
Wartosci wyznaczone na podstawie sekwencji aminokwasowej, za pomocg programu Protein Molecular Weight
(http://www.bioinformatics.org/sms/prot_ mw.html).

Teoretyczna masa

czasteczkowa
Monomeru Oligomeru
CaGifal 7913 31652
CaGfal-KHSH 79,19 316,76
CaGfal-KHSH
-D524A 79,15 316,60
CaGfal-KHSH
_D524AS525AS85258 79,12 316,48
CaGfal-KHSH
~R394ID524AS525A8525S 79,07 316,28
CaGfal-KHSH
_R4421D524AS525AS525S 79,07 316,28
CaGfal-KHSH 1003 e

-R3941R4421D524AS525AS525S

5.3.2.6.1. Masa monomeru (SDS-PAGE)

Eksperymentalng mase¢ czasteczkowa monomeru poszczeg6lnych mutein wyznaczam,
korzystajac z rozdzialow elektroforetycznych oczyszczonych preparatow biatkowych
(Materiaty 1 Metody 4.10.1). Przykladowy rozdziat SDS-PAGE dla CaGfal-KHSH-
R3941R442ID524AS525AS527A przedstawiam na Rys. 74.

Dla sygnalow markera wyznaczylam warto$¢ ruchliwosci elektroforetycznej Re oraz
sporzadzitam wykres zaleznosci logMW = f(R.) (Rys. 74 B). Korzystajac z rownania wykresu
zaleznosci logMW = f{(R¢) wyznaczylam warto§¢ masy monomeru CaGfal-KHSH-
R3941R442ID524AS525AS527A rowng 93+10 kDa. Roéznica pomiedzy teoretyczng

a eksperymentalng masg czgsteczkowa monomeru jest do$¢ duza. Powodem jej sg bledy
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podczas rozdziatu elektroforetycznego np. zta jakos¢ zelu lub przetadowanie biatka (za grube
prazki). W celu potwierdzenia otrzymanego wyniku, rozdziat elektroforetyczny muteiny
zostal przeze mnie powtorzony kilkukrotnie.

Dla pozostalych mutein procedura okreslania do$wiadczalnie MW monomeru byla
taka sama. Finalnie masy czasteczkowe wszystkich pieciu rekombinantowych wersji CaGfal-

KHSH-* sg zblizone 1 wynoszg ok. 85+10 kDa.

it 1
A
250kDa

B logMW = f(R,)
130 kDa 3 4

100kDa _gqr ®

T e

55kDa =1 038x +2 4365

35kDa 0 01 0.2 03 0.4 05 05 07 0 03 1
- R,

o ——

Rys. 74. (A) Elektroforeza poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (zel 10%): M — marker Page
Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — oczyszczony
preparat biatka CaGfal-KHSH-R3941R442ID524AS525AS527A; (B) Wykres zaleznosci logMW = f(R.).

5.3.2.6.2. Masa oligomeru (SEC, Native-PAGE)

Strukture oligomeryczng rekombinantowych wersji syntazy GIcN-6-P z C. albicans
w obszarze kontaktu miedzy podjednostkami, okreslitam za pomoca chromatografii
rozmiarow wykluczajacych (Materialty 1 Metody 4.9). Frakcje odpowiadajace maksimom
pikéw z filtracji zelowej zebratam w celu sprawdzenia ich aktywnos$ci katalitycznej
1 przeprowadzenia analizy elektroforetycznej w warunkach natywnych (Materialy 1 Metody
4.10.3.3) oraz denaturujacych (Materialy 1 Metody 4.10.1). Efekt analiz
dla wszystkich 5 mutein przedstawiam na Rys. 75-79. Kontrolne rozdziaty dla CaGfal typu
dzikiego 1 dla CaGfal-KHSH przedstawitam na Rys. 28 142A.
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Rys. 75. Analiza CaGfal-KHSH-D524A: (A) Chromatogram SEC (kolumna Superdex 200 10/300 GL;
(B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236; 1048; 720; 480; 242; 146;
66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,15 ml; 2 — frakcja z SEC przy 12,86 ml; 3 — frakcja z SEC
przy 14,24 ml; (C) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25;
15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,15 ml; 2 — frakcja z SEC przy 12,86 ml; 3 — frakcja z SEC

przy 14,24 ml.
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Rys. 76. Analiza CaGfal-KHSH-D524AS525AS527A: (A) Chromatogram SEC (kolumna Superdex 200
10/300 GL; (B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236; 1048; 720; 480;
242; 146; 66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,44 ml; 2 — frakcja z SEC przy 12,97 ml; 3 — frakcja
z SEC przy 14,27 ml; (C) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55;
35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,44 ml; 2 — frakcja z SEC przy 12,97 ml; 3 — frakcja
z SEC przy 14,27 ml.
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Rys. 77. Analiza CaGfal-KHSH-R394ID524AS525AS527A: (A) Chromatogram SEC (kolumna Superdex 200
10/300 GL; (B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236; 1048; 720; 480;
242; 146; 66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,11 ml; 2 — frakcja z SEC przy 13,13 ml; 3 — frakcja z SEC
przy 14,33 ml; (C) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25;
15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,11 ml; 2 — frakcja z SEC przy 13,13 ml; 3 — frakcja
z SEC przy 14,33 ml.
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Rys. 78. Analiza CaGfal-KHSH-R4421D524AS525AS527A: (A) Chromatogram SEC (kolumna Superdex 200
10/300 GL; (B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236; 1048; 720; 480;
242; 146; 66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,02 ml; 2 — frakcja z SEC przy 13,06 ml; 3 — frakcja z SEC
przy 14,24 ml; (C) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (250; 130; 100; 70; 55; 35; 25;
15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,02 ml; 2 — frakcja z SEC przy 13,06 ml; 3 — frakcja
z SEC przy 14,24 ml.
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Rys. 79. Analiza CaGfal-KHSH-R394IR4421D524AS525AS527A: (A) Chromatogram SEC (kolumna
Superdex 200 10/300 GL; (B) Native-PAGE: M — marker The NativeMark Unstained Protein Standard (1236;
1048; 720, 480; 242; 146; 66; 20 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,14 ml; 2 — frakcja z SEC
przy 12,81 ml; 3 — frakcja z SEC przy 14,18 ml; (C) SDS-PAGE: M - Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder
(250; 130; 100; 70; 55; 35; 25; 15; 10 [kDa]); 1 — frakcja z SEC przy 11,14 ml; 2 — frakcja z SEC

przy 12,81 ml; 3 — frakcja z SEC przy 14,18 ml.
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Analizujac rozdzial chromatograficzny SEC pierwsze] muteiny CaGfal-KHSH-
D524A zaobserwowatam az 4 piki (Rys. 75). Dominujacy sygnat otrzymany przy 12,86 ml
odpowiadal masie czasteczkowej potencjalnego dimeru (164 kDa) 1 wykazywal najwieksza
aktywno$¢ katalityczng syntazy GIcN-6-P. Przeprowadzajac rozdziat elektroforetyczny
w warunkach natywnych prazek z tego piku pojawit si¢ na wysokosci odpowiadajace;j
205 kDa, a w warunkach denaturujacych - 92 kDa, co potwierdzitlo dimeryczng forme
muteiny. Niewielkie rozbieznosci miedzy masg czasteczkowa wyznaczong elektroforetycznie
1 chromatograficznie mieszcza si¢ w bledzie dopuszczalnym. Nalezy zwroci¢ rowniez uwage
na pik pojawiajacy si¢ przy 11,15 ml, ktory odpowiadal masie 343 kDa i nie wykazywat
aktywnosci katalitycznej. Podobng mase dla tego sygnalu otrzymalam z rozdzialu Native-
PAGE (389 kDa). Z kolei w rozdziale SDS-PAGE nie zaobserwowatam prazka
odpowiadajacego syntazie GIcN-6-P. Powodem braku sygnalu pochodzacego od monomeru
w SDS-PAGE 1 braku aktywnos$ci enzymatycznej bylo przypuszczalnie zbyt niskie stezenie
biatka. Jednakze zaktadajac, ze forma dimeryczna wykazata aktywnos¢ katalityczng, to forma
tetrameru rowniez zachowata aktywnos¢ katalizowanej reakcji. Kolejny pik pojawit si¢ przy
14,24 ml, ktory odpowiadat masie 90 kDa 1 wykazywatl w niskim stopniu aktywnos$¢
katalityczng. Mozna byloby podejrzewac, ze odpowiada on formie monomerycznej. Jednakze
w rozdziatach elektroforetycznych pojawity si¢ dodatkowe prazki na wysokosci: 108 kDa
w Native-PAGE 1 104 kDa w SDS-PAGE, co jednoznacznie wskazalo na obecnos¢
dodatkowego biatka stanowigcego zanieczyszczenie, a nie pochodng CaGfal. Natomiast
zaobserwowana aktywnos$¢ katalityczna byla przypuszczalnie efektem nakladania si¢ pikow
1 pochodzita z czasteczki dimerycznej. Dalsze sygnaly odpowiadajace masie ponizej 50 kDa,
stanowily zanieczyszczenia. Z powyzsze] analizy stwierdzilam, ze syntaza GIcN-6-P
z C. albicans po wymianie Asp524 na Ala, w wigkszosci wystepuje jako dimer, a tylko
w $§ladowych ilosciach zachowata formg tetrameryczng.

Podobna sytuacja pojawita si¢ w przypadku pozostatych mutein, dla ktorych w profilu
elucyjnym SEC réwniez pojawity si¢ 4 piki (Rys 76-79, Tab. 24). We wszystkich
przypadkach analiza Native-PAGE 1 SDS-PAGE potwierdzily obecnos¢ struktur
dimerycznych. Dodatkowo w elektroforezie natywnej w $ciezce rozdzialu eluatu z filtracji
zelowej ok. 11 ml caly czas mozna bylo zaobserwowal prazki na wysokos$ci masy
czasteczkowej ok. 380 kDa, co wskazywalo na niewielkie iloSci tetrameru o potencjalne;j
aktywnos$ci katalitycznej (nie potwierdzonej doswiadczalnie). W celu jednoznacznego
potwierdzenia sladowych ilosci formy tetramerycznej konieczne byloby uzyskanie wickszego

stezenia biatka w tej frakcji. Na podstawie powyzszych wynikéw stwierdzam, ze stopniowe
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wprowadzanie dodatkowych mutacji w obszarze kontaktu miedzy poszczegdlnymi
podjednostkami: Arg394lle, Argd442lle, Ser525Ala 1 Ser527Ala nie wptyneta znaczaco
na strukture¢ oligomeryczng biatka. Nie oznacza to jednak, ze reszty te nie majg istotnego
znaczenia na site wigzania dwoch podjednostek dimerycznych, gdyz wigzania tworzone przez
te reszty mogly by¢ zerwane juz po pierwsze] mutagenezie. Aby dokladnie oznaczy¢ rolg
poszczegbdlnych reszt aminokwasowych: Arg394, Argd42, Ser525 i Ser527 konieczne jest

wprowadzenie mutacji pojedynczo 1 kazdej osobno do genu eukariotycznej syntazy GlcN-6-P.

Tab. 24. Zestawienie wynikow z teoretycznej i eksperymentalnej analizy masy czgsteczkowej dla wszystkich
5 form rekombinantowych biatek CaGfal-KHSH-* i poréwnanie z danymi dla CaGfal [Carnecka 2012] oraz
CaGfal-KHSH (Rozdziat 5.1.8). V .+ +” — aktywno$¢ katalityczna potwierdzona w reakcji Elsona-Morgana;
17 — aktywnos$¢ katalityczna nie potwierdzona w reakcji Elsona-Morgana, ale wynikajaca z zalozenia,
ze minimalna funkcjonalna podjednostka to dimer.

Masa Masa Masa Masa

. . . Prawdopodobna
teoretyczna monomeru oligomeru oligomeru Aktywno$¢ Kt
monomeru | (SDS-PAGE) (SEC) (Native-PAGE) | katalityczna b I\s}tm dura

[kDa] [kDa] [kDa] [kDa] -rzgdowa
CaGfal
79,13 | 79+7 | 344 | 340+9 | ++ |  Tetramer
CaGfal-KHSH
79,19 | 86«8 | 329 | 300-350 | ++ |  Tetramer
CaGfal-KHSH-D524A

343 389 +39 + Tetramer

7,15 ) 9210 164 205 % 21 - Dimer
CaGfal-KHSH-D524AS525AS527A

306 380 + 38 + Tetramer

79,12 TT+8 156 199 £ 20 - Dimer
CaGfal-KHSH-R394ID524AS525AS527A

344 412 £42 + Tetramer

7907 | 87+9 146 230 + 23 = Dimer
CaGfal-KHSH-R4421D524AS525AS527A

363 387 £ 39 + Tetramer

7907 ) T7+8 150 225+ 23 " Dimer
CaGfal-KHSH-R3941R4421D524AS525AS527A

344 415 £42 + Tetramer

79,03 ) 85+9 167 196 £ 20 - Dimer

Analizujac wplyw przeprowadzonych mutagenez w obszarze kontaktu miedzy
poszczegdlnymi podjednostkami, warto przypomnie¢, ze wyrdézniamy dwa rozne rejony
kontaktu miedzy fancuchem A-D i B-C oraz A-C i B-D (Rys. 65 1 66) [Raczynska 1 in. 2007].
W ramach pierwszego obszaru wymienitam reszty: Asp524, Ser525 1 Ser527, ktore tworzg

petle 524-527 odpowiadajaca za kontakt migdzy tancuchem A i D oraz B 1 C. Nalezy rowniez
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podkresli¢, ze w ramach tej petli kwas asparaginowy w pozycji 524 bierze udzial
we wszystkich zidentyfikowanych do tej pory w tym obszarze wigzaniach wodorowych:
3 wigzania z tancucha bocznego (dwa z Ser527 i jedno z Ser525) oraz 1 wigzanie z tancucha
glownego Asp524 (z Ile526). Zatem pojawienie si¢ formy dimerycznej juz po wymianie
zaledwie tej jednej reszty, potwierdza znaczenie i funkcjonalnos¢ Asp524. Z kolei wymiana
Ser525 1 Ser527, nie wpltyneta dodatkowo na sile oddziatywania miedzy podjednostkami,
poniewaz wigzania w ktoérym uczestniczg zostaly zaburzone wczesniejsza substytucja
w pozycji 524. Finalnie usunigcie silnie zakonserwowanej w eukariotycznej syntazie
GIcN-6-P reszty Asp524, przeksztalca enzym w form¢ wilasciwg dla wersji prokariotyczne;.
Z kolei w ramach drugiego obszaru kontaktu miedzy tancuchami A-C i B-D za najistotniejsze
uznalam reszty Arg394 1 Argd442, ktore tworzg wigkszos¢ zidentyfikowanych wigzan
wodorowych w tym rejonie. Substytucja tych reszt, przez aminokwasy pozbawione grup
tworzacych wigzania wodorowe, przypuszczalnie oslabila sile wigzania miedzy
poszczegdlnymi fancuchami, ale struktura dimeryczna wcigz zostata zachowana, co wskazuje
na wystepowanie dodatkowych reszt odpowiedzialnych za oddziatywanie miedzy tancuchami

Ai1CorazBiD.

PODSUMOWANIE:

Mutageneza reszt aminokwasowych (Arg394lle, Argd42lle, Asp524Ala, Ser525Ala
1 Ser527Ala) z obszaru kontaktu migdzy poszczegdlnymi podjednostkami znaczaco wptyneta
na strukture oligomeryczng enzymu. W szczeg6lnosci usunigcie reszty Asp524, wywolato
dezintegracj¢ naturalnej dla eukariotycznego enzymu struktury tetramerycznej i promowato
tworzenie funkcjonalnej i charakterystycznej dla prokariotycznego biatka forme dimeryczng.
Pozostate zmiany nie wptynety dodatkowo na strukture oligomeryczng bialka. Otrzymana
wersja  homodimeru  CaGfal-KHSH-D524A  zachowala  aktywnos$¢  katalityczng,
ale w stosunku do syntazy GIcN-6-P typu dzikiego jest ona obnizona, a z kazda kolejng
zmiang aktywnos¢ ta jest na coraz nizszym poziomie. Dla wszystkich mutein powinowactwo
enzymu wzgledem Fru-6-P w niewielkim stopniu wzroslo, natomiast wzgledem L-Gln
wzrosto gwattownie 1 w bardzo wysokim stopniu, co jest bardzo zaskakujace, a mechanizm
tej zmiany nie zostal wyjasniony. Juz po wprowadzeniu pierwszej zmiany nastgpila utrata

wrazliwosci na dziatanie fizjologicznego inhibitora UDP-GIcNAc.
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6. PODSUMOWANIE

1.

Skonstruowany plazmid ekspresyjny pET23b-CaGFAI-K568HS569H, zawierajacy gen
syntazy GlcN-6-P z C. albicans z mikro fragmentem oligoHis, jest dobrym przykiladem
nowoczesnego podejScia do tworzenia bialek fuzyjnych. Koncepcja ta umozliwia
wprowadzenie minimalnej ilosci modyfikacji genetycznych, co pazwala uniknaé
dodatkowych zmian na pozostale wlasciwosci biatka. Uklad ten sumarycznie sklada si¢
z 6-His, ktore sa tworzone przez 2 triady histydynowe z dwdch sgsiednich monomerow:
His568-His569-His596 (His596 naturalnie wystgpuje w genie, natomiast dwie pozostate
His zostaly wprowadzone podczas mutagenezy w pozycje Lys568 1 Ser569).
Uwzgledniajac fakt, ze syntaza GIcN-6-P naturalnie wystgpuje jako tetramer, w calej
czasteczce enzymu pojawiaja si¢ dwa takie uktady. Po zoptymalizowaniu warunkow
nadprodukcji 1 oczyszczania, otrzymang muteing poddatam doktadnej charakterystyce.

a. Eksprymowana muteina stanowila ok. 20% wszystkich biatek wystepujacych
w komorkach E. coli Rosetta(DE3)pLysS, co odpowiadato ok. 15-25 mg/l CaGfal-
K568HS569H.

b. Wykreowany mikro fragment oligoHis umozliwit szybkie 1 efektywne oczyszczanie
za pomoca chromatografii metalopowinnowactwa z wydajnoscia ok. 50%,
stopniem oczyszczania ok. 9,6 1 homogennos$cig oczyszczonego preparatu rzedu
co najmniej 96%.

c. CaGfal-K568HS569H zachowata aktywnos$¢ katalityczng na poziomie 6,80 U/mg,
oraz wrazliwo$¢ na fizjologiczny inhibitor UDP-GIcNAc. Wszystkie okreslone
parametry katalityczne (Kyv prysp = 1,90+£0,06 mM, Ky gin = 1,334£0,08 mM,
Vinax = 6,1540,08 pmol*min”*mg™) i inhibicyjne (ICso upp-Gienac = 2,0£0,4 mM)
dla CaGfal-K568HS569H sa zblizone do tychze parametrow enzymu typu
dzikiego.

d. Muteina zachowala niezmieniong struktur¢ homotetrameru.

Zgodnie z zalozeniem, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze modyfikowane reszty

Lys568 1 Ser569 w syntazie GIcN-6-P z C. albicans nie odgrywaja zadnej istotnej roli

w katalizowanej reakcji, w miejscu wigzania czasteczki UDP-GIcNAc 1 w kontaktach

miedzy poszczegoInymi podjednostkami.

2. Analiza bioinformatyczna syntazy GIcN-6-P z C. albicans wykazata, ze jest to biatko

bardzo trudno krystalizujagce. Zawiera wiele fragmentow elastycznych, przez co jest

czasteczka wykazujaca duzg ruchliwos¢. W wyniku przesiewowych prob
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krystalizacyjnych otrzymane zostaly krysztaty, jednakze ich jako$¢ nie byla
odpowiednia dla wykonania analizy rentgenograficznej. Tym niemniej wyselekcjonoane

warunki krystalizacji mogg stanowi¢ podstawe do dalszej optymalizacji.

. W wyniku mutagenezy reszt potencjonalnie odpowiedzialnych za wigzanie czasteczki
inhibitora UDP-GIcNAc, otrzymatam plazmid ekspresyjny pET23b-CaGFAI-
G474LT4871G490LH492F.  Po  zoptymalizowaniu  warunkow  nadprodukcji
1 0czyszczania, otrzymany rekombinant poddatam dokladnej charakterystyce.

a. Po zoptymalizowaniu warunkow hodowli muteina stanowita ok. 20% wszystkich
biatek wystepujacych w komorkach E. coli Rosetta(DE3)pLysS, co sumarycznie
odpowiadato ok. 10-20 mg/l CaGfal-G474LT4871G490LH492F.

b. Podczas oczyszczania rekombinanta, za pomocag metod wytragceniowych
i chromatografii jonowymiennej, z 1 dm’ hodowli otrzymatam ok. 9 mg CaGfal-
G474LT4871G490LH492F o aktywnosci specyficznej rzgdu 0,18-0,41 U/mg
1 homogennosci ok. 80% (wydajnos¢ 67,1%, stopien oczyszczania 7,2).

c. Aktywnos¢ katalityczna muteiny w znacznym stopniu ulegla obnizeniu
(Vinax = 0,34+0,02 pmol*min"*mg™). Powinowactwo enzymu wzgledem Fru-6-P
w niewielkim stopniu wzrosto (Ky pru-6p = 1,23+0,08 mM), natomiast wzgledem
L-GIn wzrost ten byl mniej wiecej 3 krotny (Ky-gin = 0,54+0,03 mM).

d. CaGfal-G474LT4871G490LH492F zostala pozbawiona wrazliwosci
na fizjologiczny inhibitor UDP-GIcNAc typowy dla syntazy GIlcN-6-P pochodzenia
eukariotycznego.

e. Ponadto zaskakujace wyniki otrzymatam =z analizy masy czasteczkowe;j
otrzymanego rekombinanta za pomocg metod SEC, Native- i SDS-PAGE.
Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow stwierdzam, ze CaGfal-
G474LT4871G490LH492F wystepuje w 3 formach oligomeryzacyjnych:

* tetramer — aktywny katalitycznie
* dimer — aktywny katalitycznie
* monomer — nieaktywny katalitycznie
Finalnie: reszty Gly474, Thr487, Gly490 1 His 492 odpowiadajg za wlasciwe
uformowanie kieszeni bialkowej 1 w konsekwencji za wigzanie czgsteczki inhibitora
UDP-GIcNAc. Ponadto wprowadzenie reszt aminokwasowych z bardziej rozwinigtymi

fancuchami bocznymi, wywotato zmiany w strukturze poszczegdlnych fragmentdéw
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biatka, co posrednio oddziatuje na centrum katalityczne enzymu i1 obszar kontaktu

miedzy poszczegoInymi podjednostkami.

. Analizujac strukture tetrameryczng domeny ISOM syntazy GIcN-6-P z C. albicans,
wytypowatam reszty aminokwasowe potencjalnie odgrywajace glowng role
w tworzeniu wigzan miedzy poszczegdlnymi podjednostkami: Arg394, Argd42,
Asp524, Ser525 1 Ser527. Wykorzystujac mutagenez¢ ukierunkowang stopniowo

wymienitam zaproponowane reszty aminokwasowe, w efekcie otrzymujac szereg

plazmidow: pET23b-CaGFAI-KHSH-D5244, pET23b-CaGFAI-KHSH-
D524485525455274, pET23b-CaGFAI-KHSH-R394ID524AS85254A85274, pET23b-
CaGFAI-KHSH-R442ID524A8525A5527A 1 pET23b-CaGFAI-KHSH-

R394IR442ID524AS552548527A. Nastepnie zoptymalizowatam warunkéw nadprodukcji

1 0czyszczania, a otrzymane muteiny poddatam dokladnej charakterystyce.

a. Po optymalizacji procesu ekspresji, poszczegdlne muteiny stanowily ok. 10%
wszystkich biatek wystepujacych w E. coli Rosetta(DE3)pLysS, co odpowiadato
ok. 5-15 mg/l rekombinantowego biatka.

b. Dla wszystkich pochonych CaGfal-KHSH-* podczas procesu oczyszczania,
wykorzystujacego metody wytraceniowe i chromatografie jonowymienna, z 1 dm’
hodowli otrzymywatam od 2 do 8 mg poszczegolnych rekombinantéw o czystosci
ok. 90% (wydajnos¢ 27-58%, stopien oczyszczania 6,11-17,20).

c. Aktywnos$¢ katalityczna mutein znacznie spadia. Juz po wymianie pierwszego
aminokwasu warto$¢ Vi, obnizyla si¢ prawie 4 krotnie, a po wprowadzeniu kazde;j
kolejnej zmiany, poziom katalizowane] reakcji jeszcze bardziej si¢ obnizal.
Dla wszystkich rekombinantow powinowactwo enzymu wzgledem Fru-6-P
w niewielkim stopniu wzrosto. Natomiast wzgledem L-Gln, wzrost powinowactwa
jest gwattowny 1 zaskakujaco duzy.

d. Po wymianie pierwszej reszty Asp524Ala, pochodne CaGfal-KHSH-* utracity
podatnos$¢ na inhibicyjne dziatanie UDP-GIcNAc.

e. Syntaza GIcN-6-P z C. albicans juz po wymianie pierwsze] reszty Asp524Ala,
w wigkszos$ci wystepuje jako dimer, a tylko w Sladowych ilosciach zachowata
strukturg tetrameru (obie struktury aktywne Kkatalitycznie). Kolejne zmiany
nie poglebity rozpadu czasteczki enzymu 1 rowniez wystepuja w formie dimeru

oraz w $ladowych ilo$ciach — tetrameru.
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Zgodnie z zalozeniem zaproponowane reszty: Arg394, Argd42, Asp524, Ser525
1 Ser527 (w szczegdlnosci Asp524) odpowiadajg za tworzenie wigzan migdzy dwiema
czasteczkami dimerycznymi tworzacymi tetramer. Ponadto kazda wprowadzona zmiana
oddzialuje z centrum katalitycznym 1 kieszenig biatkowa wigzacag UDP-GIcNAc,

zaklocajac ich funkcjonalnos¢.

W wyniku mutagenezy reszt z kieszeni biatkowe] wigzacej UDP-GIcNAc
1 z obszaru kontaktu miedzy poszczegdlnymi podjednostkami zaobserwowalam
zalezno$¢, ze oba te obszary oddziatuja wzajemnie na siebie. Podczas zmian
powodujacych  desensytyzacje na inhibicje przez UDP-GIcNAc, struktura
czwartorzgdowa enzymu ulegla zmianie. Natomiast muteiny ze zmianami
powodujacymi zahamowanie tworzenia tetrameru nie byly wrazliwe na hamowanie
aktywnosci katakitycznej przez UDP-GIcNAc. Mozna z tego wnioskowac, ze pomiedzy
elementami struktury enzymu odpowiedzialnymi za obie cechy wystepuja wzajemne
oddzialywania, a selektywne zmiany tylko jednej z tych cech nie wydaja si¢ mozliwe.
Otrzymane wyniki potwierdzajg hipotezg, ze podatno$¢ na inhibicyjne dzialanie
UDP-GIcNAc jest uwarunkowane tetrameryczng strukturg enzymu, charakterystyczng
dla syntazy GlcN-6-P pochodzenia eukariotycznego. Dodatkowo w obu przypadkach
zaobserwowano utrat¢ aktywnosci katalitycznej, co prawdopodobnie jest efektem zmian
strukturalnych, ktore posrednio wplywaja na sgsiedni obszar, zmieniajac

jego funkcjonalnos¢.
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