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Badania byly czesciowo finansowane z grantow MNiSW:

¢ “Struktura i mechanizm dzialania fosfofruktokinazy z S. cerevisiae oraz syntazy
glukozamino-6-fosforanu z C. albicans — enzymoéw o kluczowym znaczeniu dla
organizmu grzybow. Analiza rentgenograficzna.” Numer grantu: 3PO4A03625

¢ Struktura rentgenograficzna fosfofruktokinazy 1 z migsnia szkieletowego krolika

(Oryctolagus cuniculus).” Numer grantu: 2PO4A 06229

W wyniku tej pracy zgtoszono dwa zastrzezenia patentowe:

¢ numer zgloszenia: P383866
¢ numer zgloszenia: P383868

Otrzymane wyniki byly tematem nastepujqcych komunikatow konferencyjnych:

& The structure of yeast phosphofructokinase 1”. W. Rypniewski, K. Banaszak,
I. Attinost, G. Kopperschlaeger. XX Congress of the International Union of
Crystallography, Florencja, 23-31.08.2005 — komunikat ustny na zaproszenie.

¢ The refinement of the yeast phosphofructokinase-1 atomic model”. K. Banaszak,
I. Attinost, G. Kopperschaeger, W. Rypniewski. XX Congress of the International
Union of Crystallography, Florencja, 23-31.08.2005 - plakat.

& _The structure of yeast phosphofructokinase 1”. K. Banaszak, [. Attinost,
G. Kopperschldger, W. Rypniewski. The Eigth Heart of Europe Bio-Crystallography
Meeting, Karlovy Vary, 29.09-1.10.2005 — komunikat ustny.
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Zastosowane skroty

acetylo-CoA acetylo-koenzymA

ADP adenozynodifosforan

AMP adenozynomonofosforan

AMPPNP By-iminoadenozynotrifosforan, niehydrolizujacy analog ATP
ATP adenozynotrifosforanu

BsPFK Pfk z Bacillus stearothermophilus

DESY Deutches Electronen-Synchrotron

DTT DL-ditiotreitol; 2,3-dihydroksybutan-1,4-ditiol

EcPFK Pfk z Escherichia coli

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

EMBL European Molecular Biology Laboratory

Frul,6-P, fruktozo-1,6-bisfosforan

Fru2,6-P, fruktozo-2,6-bisfosforan

Fru6-P fruktozo-6-fosforan

GDP guanozynodifosforan

Glul,6-P, glukozo-1,6-bisfosforan

HmPfk Pfk z mie$nia czlowieka

IPTG izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

LB pozywka Luria-Bertani

LbPFK Pfk z Lactobacillus bulgaricus

MES kwas 2-N-(morfolino)etylosulfonowy

MPD 2-metylopentano-2,4-diol

NAD" dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy - utleniony

NADH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy - zredukowany

NADPH zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NCS symetria niekrystalograficzna (ang.: non-crystallographic symmetry)
PDB bank danych bialkowych (ang.: Protein Data Bank)

PEG glikol polietylenowy

PEP fosfoenolopirogronian

Pfk fosfofruktokinaza

PGA kwas fosfoglicerynowy

Pi anion fosforanowy

PMSF fluorek fenylometylosulfonowy

PPi pirofosforan

RmPfk-ATP struktura Pfk z mie$nia szkieletowego krolika, krysztal nasaczany ATP
RmPfk-lig struktura Pfk z mie$nia szkieletowego krélika z ADP

rmsd $rednie kwadratowe odchylenie (ang.: root-mean-square deviation)
TbPFK Pfk z Trypanosoma brucei

Tris 2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol

yeast-12S-Pfk struktura 12S Pfk z Saccharomyces cerevisiae



Badania krystalograficzne fosfofruktokinazy z organizmow eukariotycznych

Cel pracy

Celem pracy ogolnie okreSlonym w tytule rozprawy bylo zbadanie struktur
rentgenograficznych fosfofruktokinazy (Pfk) z dwoch organizmoéw eukariotycznych. Zadania
prowadzace do jego realizacji polegaly na rozbudowie, uzupehieniu i udoktadnieniu modelu
struktury krystalicznej kompleksu fosfofruktokinazy 12S z Saccharomyces cerevisiae
z ligandami oraz krystalizacje Pfk z mie$nia szkieletowego krolika w obecnosci ligandéw,
nastepnie rozwigzanie i udokladnienie struktur krystalograficznych.

Szczegolowo cel pracy obejmowal:

- ustalenie wspotrzednych atomowych czasteczek enzymow

- identyfikacje zwiazkow maloczasteczkowych zwigzanych z biatkiem pod wzgledem ich
rodzaju, stechiometrii oraz sposobu oddzialywania z biatkiem

- interpretacj¢ miejsc wigzania ligandow

- ocene roznic i podobienstw w obrebie eukariotycznych miejsc katalitycznych, w stosunku
do enzymdw prokariotycznych

- analiz¢ zmian ewolucyjnych, ktére doprowadzily do powstania miejsc wigzania aktywatora,
fruktozo-2,6-bisfosforanu w enzymach eukariotycznych

- okre$lenie w jaki sposob duplikacja i fuzja genéw przeklada sie na strukture trojwymiarowa

enzymow oraz rozwoj dodatkowych elementéw kontroli biatka.
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Wprowadzenie

Podstawe zycia w ujeciu biologicznym stanowi nieustanne przetwarzanie materii
i energii, zwane metabolizmem. W kazdej komorce przebiegaja setki reakcji chemicznych
powigzanych w misterng sie¢ wzajemnie przenikajacych si¢ szlakéw. Procesy te pozwalaja
komérkom rosng¢ i reprodukowaé, utrzymywaé wilasciwa budowe i oddzialywac
z otoczeniem.

Procesy metaboliczne zachodzace w organizmie dzielg si¢ na dwie glowne grupy:
kataboliczne (degradujace) i anaboliczne (syntetyzujace). Celem proceséw katabolicznych
jest uwalnianie energii z substratow energetycznych takich jak biatka, weglowodany czy
thuszcze i magazynowanie jej w postaci najwazniejszego i uniwersalnego no$nika energii

chemicznej we wszystkich komoérkach - adenozynotrifosforanu (ATP).

W przyrodzie istnieja trzy zasadnicze procesy uzyskiwania ATP z ADP: fosforylacja
oksydacyjna, fosforylacja substratowa i fosforylacja fotosyntetyczna.

Oczywistym jest, ze tworzenie wysokoenergetycznego wigzania z grupa fosforanowa
Y poprzez przylaczenie Pi (anionu fosforanowego) do ADP przebiega¢ moze jedynie kosztem
sprzezonego z t3 reakcja procesu dostarczajacego energie. Dwie pierwsze drogi, fosforylacja
oksydacyjna i fosforylacja substratowa, wykorzystuja energie zawarta w zwigzkach
chemicznych, natomiast fosforylacja fotosyntetyczna mozliwa jest dzieki energii Swietlnej
stonca.

Najwiecej komorkowego ATP powstaje w wyniku fosforylacji oksydacyjnej podczas
cyklu kwasu cytrynowego i tancucha oddechowego. Fosforylacja oksydacyjna jest jednak
bezwzglednie zalezna od obecnosci tlenu w Srodowisku.

Proces fosforylacji substratowej nie jest tak wydajny energetycznie jak proces
fosforylacji oksydacyjnej, ale ma ta przewage, ze przebiega¢ moze takze bez udzialu tlenu.
Fosforylacja substratowa, mowiac ogolnie, polega na powstawaniu, w toku procesu
metabolicznego, fosforanowych zwigzkow wysokiej energii zawierajacych grupe
fosforanowa. Poniewaz warto$¢ standardowej entalpii swobodnej (AG™) dla reakcji hydrolizy
tych zwigzkéw jest wyzsza niz warto$¢ AG” dla reakcji hydrolizy ATP do ADP, nie istnieje
bariera energetyczna dla przebiegu reakcji wymiany wysokoenergetycznej grupy ~(P) (grupy

fosforanowej): pomiedzy jej donorem X~(P), a akceptorem ADP.

10
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Fosforylacja substratowa jest charakterystycznym procesem zwigzanym przede
wszystkim z glikoliza. Glikoliza, jako szlak metaboliczny glukozy, ma niebagatelne znaczenie
ze wzgledu na to, iz dla niektorych komérek glukoza stanowi jedyny (erytrocyty) lub prawie
jedyny (komorki mézgu) substrat energetyczny. Ponadto, przy braku dostepu tlenu, glikoliza
pozwala komoérkom organizmoéw tlenowych przetrwa¢ i syntetyzowac¢ choc¢by niewielkie
ilosci ATP wowczas, gdy calkowite utlenianie monocukréw do CO; i H,O w cyklu kwasu
cytrynowego i tancuchu oddechowym jest niemozliwe. Natomiast w przypadku organizmow
anaerobowych glikoliza stanowi jedyne Zrédlo pozyskiwania ATP.

Szlak glikolityczny jest obecny, przynajmniej czgsciowo, we wszystkich organizmach,
zaro6wno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Glikoliza zachodzi w cytozolu i obejmuje
trzy fazy. Pierwsza faza — przeksztalcenie glukozy w fruktozo-1,6-bisfosforan (Frul,6-P,) —
sklada si¢ z trzech etapow: fosforylacji, izomeryzacji i kolejnej fosforylacji. Druga faza
obejmuje rozszczepienie fruktozo-1,6-bisfosforanu do dwoch fragmentow trojweglowych.
W trzeciej fazie natomiast, w wyniku utleniania trojweglowych fragmentéw do pirogronianu,
powstaje ATP (Rys.1).

glukoza

ATP
heksokinaza i( ADP

glukozo-6-fosforan Sumaryczny wzér glikolizy:

glukoza + 2 ADP + 2 P; + 2 NAD" -

izomeraza fosfoglukozy

fruktozo-6-fosforan 2 czasteczki pirogronianu + 2 ATP +

) ATP
fosfofruktokinaza < ADP 2NADH +2 H"+ 2 H,O

fruktozo-1,6-bisfosforan

|
izomeraza ‘ aldolaza
triozofosforanowa

fosfodihydroksy- =«—— aldehyd 3-fosfoglicerynowy Rys. 1. Schemat procesu glikolizy.

aceton Pl. NAD+ . o L
/ dehydrogenaza aldehydu t Pierwszy etap glikolizy obejmuje
3-fosfoglicerynowego NADH . .
1.3-bisfosfoglicerynian reakcje zachodzace kosztem energii
kinaza fosfoglicerynianowa H< 2:: powstalej przez zuzyce
3-fosfoglicerynian 2 czasteczek ATP. Drugi etap to faza
fosfogliceromutaza H generujaca energig, prowadzaca do
2X < syntezy 4 czasteczek ATP. Zysk

2-fosfoglicerynian

l netto wynosi 2 czasteczki ATP w
enolaza ‘h
H20

przeliczeniu na jedna czasteczke
fosfoenolopirogronian

ADP
kinaza pirogronianowa l( ATP

K pirogronian

glukozy.
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Wigkszo$¢ reakcji szlaku glikolitycznego jest odwracalna i zachodzi takze w trakcie
glukoneogenezy. Etapy nieodwracalne s3 natomiast potencjalnymi miejscami regulacji
szybkosci przebiegu procesu glikolitycznego. Towarzyszy im znaczna zmiana entalpii
swobodnej, a ich ré6wnowaga jest przesunigta w kierunku produktéw. Fosfofruktokinaza,
katalizujaca nieodwracalng reakcje szlaku, jest najwazniejszym punktem kontroli ze wzgledu
na najwieksza liczbe czynnikow wpltywajacych na jej aktywnos¢.

Wszystkie powstajace w trakcie szlaku glikolitycznego zwiazki po$rednie (oprocz
produktu koncowego — pirogronianu) sg estrami fosforowymi. Grupa fosforanowa speinia
podwojna role: po pierwsze uaktywnia wszystkie zwigzki posrednie glikolizy destabilizujac je
i ulatwia ich dalszy metabolizm, po drugie dzigki ujemnemu tadunkowi zlokalizowanemu na
grupie fosforanowej (w pH 7 Srodowiska komoérkowego grupa fosforanowa jest
zdysocjowana) utrzymuje zwiazki posrednie glikolizy w cytoplazmie nie pozwalajac im

swobodnie dyfundowac przez btony komoérkowe.

Produkt koncowy glikolizy, pirogronian, ulega dalszym przemianom zaleznie od
organizmu i panujacych warunkéw. W warunkach tlenowych pirogronian jest transportowany
do macierzy mitochondrialnej i dekarboksylowany oksydacyjnie do acetylo-CoA by wziaé
udziat w cyklu kwasu cytrynowego (Rys.2). Ciggla regeneracje NAD' podtrzymujaca
mitochondrialny metabolizm zapewnia transport elektronéw w lancuchu oddechowym gdzie

O, jest koncowym akceptorem elektronow.

ﬂ)ddychanie tlenowh G:Idychanie beztlenovb

Zachodzi w mitochondriach

Tworzenie acetylo-CoA

Cykl kwasu cytrynowego

ransport elektronéw
\ i chemiosmoza /

Rys. 2. Szlaki oddychania komorkowego.

Fermentacja alkoholowa

Fermentacja mleczanowa

<:j.<:j.
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W warunkach anaerobowych, przy braku O,, ustaje nie tylko mitochondrialna synteza
ATP, lecz prawie caly metabolizm w macierzy mitochondralnej (Rys.2). Ze wzgledu na brak
NAD" reakcja syntezy acetylo-CoA oraz cykl kwasu cytrynowego zostaja zahamowane,
a komorka staje si¢ calkowicie uzalezniona od glikolitycznego wytwarzania ATP. Jednak aby
glikoliza mogla by¢ kontynuowana, powstajacy w cytoplazmie NADH takze musi ulegac¢
nieustannie reoksydacji. W komorkach zwierzecych dzieje si¢ to poprzez redukcje
pirogronianu do mleczanu przez dehydrogenaze mleczanowa. Proces ten nazywa sie
fermentacja mleczanowa, a regenerowany w ten sposob NAD® pozwala na kontynuacje
glikolizy mimo braku tlenu. Fermentacja mleczanowa zachodzi w bakteriach z rodziny
Lactobacillus oraz komorkach miesniowych organizmow zwierzecych. W przypadku tych
ostatnich w momencie pojawienia si¢ tlenu mleczan z powrotem przeksztalcany jest
w pirogronian by ulega¢ dalszym reakcjom.

W mikroorganizmach takich jak drozdze regeneracja NAD" zachodzi poprzez
fermentacje alkoholowa. Utworzony z glukozy pirogronian ulega reakcji dekarboksylacji do
aldehydu octowego. Reakcja ta katalizowana jest przez dekarboksylaze pirogronianowa —
enzym niewystepujacy w metabolizmie organizmow zwierzecych. Powstaly aldehyd octowy
jest nastepnie redukowany przez dehydrogenaze alkoholowa z udzialem NADH do etanolu,

a powstajacy NAD" umozliwia ciagly przebieg glikolizy.

Fosfofruktokinaza ATP-zalezna w réznych organizmach

Ssaki, grzyby, a takze wiele pierwotniakéw i bakterii uzywa ATP jako donora grupy
fosforanowej w reakcji katalizowanej przez tzw. fosfofruktokinaz¢ ATP-zalezng, podczas gdy
ro$liny i niektére z pierwotniakoéw posiadaja fosfofruktokinazy, ktére wykorzystuja w tym
celu nieorganiczny pirofosforan (tzw. fosfofruktokinaza PPi-zalezna). Istnieje wiele
przykladow organizmow w ktorych wystepuja oba typy enzymu. Te dwie rodziny Pfk maja
wyraznie wspolnego przodka, ale identyczno$¢ ich sekwencji wynosi zwykle okoto 20-25%.

ATP-zalezna fosfofruktokinaza-1 katalizuje przeniesienie grupy fosforanowej z ATP
na fruktozo-6-fosforan (Fru6-P) z wytworzeniem fruktozo-1,6-bisfosforanu (w obecnosci
jonow magnezu). W warunkach fizjologicznych reakcja jest praktycznie nieodwracalna,

areakcja przeciwna jest Kkatalizowana przez fruktozo 1,6-bisfosfataze w trakcie
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glukoneogenezy.

Fosfofruktokinaza jest enzymem allosterycznym, ktorego aktywnos$¢ jest modulowana
przez szereg specyficznych efektorow, zar6wno aktywatorow jak i inhibitoréw, odpowiadajac
na potrzeby energetyczne organizmu. Pfk komodrek eukariotycznych ma bardziej zlozona
architekture niz prokariotycznych, a jej mechanizm dzialania jest odmiennie regulowany.
Dodatkowo, ws$rod eukariotow, Pfk z grzybéw rézni sie¢ znacznie architektura od Pfk

organizmow wyzszych.

Fosfofruktokinaza prokariotyczna

Do tej pory poznano kilka struktur krystalograficznych enzyméw bakteryjnych.
Rozwigzano struktury dla aktywnej formy enzymu z Bacillus stearothermophilus (BsPFK)
w obecnosci  Fru6-P i MgADP, dla formy nieaktywnej (z PGA) oraz dla bialka
z dwupunktowa mutacja (z rozdzielczos$cig odpowiednio 2.4 A, 2.6 A i 3.2 A) (Evans, 1981;
Schirmer, 1990; Riley-Lovingshimer, 2002). Poznano takze strukture enzymu z Escherichia
coli (EcPFK) (Shirakihara, Evans, 1988) oraz calkiem niedawno z Lactobacillus bulgaricus
z najlepsza jak dotad rozdzielczoécig 1.86 A (Paricharttanakul, 2005).

Bakteryjna fosfofruktokinaza funkcjonuje jako homotetramer ztozony z identycznych
podjednostek o masie czasteczkowej okoto 35 kDa (Blangy, 1968). Podjednostka bakteryjna
jest wyraznie podzielona na dwie domeny, mniejsza i wigksza, kazda o strukturze
trojwarstwowej kanapki oafo. Na kazda podjednostke enzymu z B. stearothermophilus
i E. coli przypadaja trzy miejsca wigzania, dwa z nich tworza centrum aktywne, trzecie
natomiast stanowi miejsce efektorowe. Miejsca aktywne dwoch sgsiednich podjednostek
znajduja si¢ pomiedzy tymi podjednostkami, we wnece pomiedzy domenami kazdej z nich.
Miejsca efektorowe natomiast znajduja si¢ w glebokich wnekach pomiedzy podjednostkami
w poblizu terminalnych odcinkéw lancuchéw biatkowych. Enzymy z B. stearothermophilus
i E. coli wykazuja podobna kinetyke poprzez kooperatywne wigzanie jednego substratu
Fru6-P i niekooperatywne wigzanie drugiego - ATP. W kieszeni efektora wiaza sie oba
allosteryczne efektory, ADP bedacy aktywatorem i PEP (fosfoenolopirogronian) jako

inhibitor.
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Rys. 3. a) podjednostka prokariotyczna enzymu z E. coli (Shirakihara, 1988; kod PDB: 1PFK);

b) bakteryjny homotetramer w dwdch polozeniach.

Studia nad enzymem z Lactobacillus bulgaricus (LbPFK) wykazaly, ze jego kinetyka
jest inna niz Pfk z B. stearothermophilus i E. coli pomimo zachowanej struktury
trzeciorzedowej i bardzo podobnych miejsc wigzania substratow (Paricharttanakul, 2005).
Enzym z Lactobacillus bulgaricus uwazany byl za nieallosteryczng odmiane
fosfofruktokinazy (Le Bras, 1991). Ostatnie badania wykazaly jednak pewna zdolno$¢
enzymu do allosterycznego wigzania ADP i PEP niezaleznie od pH. Efekty allosteryczne byly
obserwowane jedynie przy wysokich stezeniach ligandéw, przy czym oba dawaly efekt
inhibicji. Struktura krystalograficzna ujawnila duze r6znice w obrebie efektorowego miejsca
wigzania w porownaniu do dwéch poprzednio wspomnianych enzymoéw, co thumaczy roéznice
w allosterycznej regulacji. Podobienstwo sekwencyjne LbPFK do pozostalych enzymow
bakteryjnych jest jednak bardzo wysokie, 47% identycznosci i 66% podobienstwa w stosunku
do EcPFK oraz 56% identycznosci i 74% podobienistwa do BsPFK.
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Sposob wigzania substratéw i mechanizm reakcji katalizowanej przez Pfk z

Escherichia coli

Rozwigzane struktury krystalograficzne Ptk z E. coli w kompleksach z substratami
(Fru6-P i AMPPNP — analog ATP) (Schirmer, nieopublikowane) i produktami (Frul,6-P»
i ADP) (Shirakihara, 1988; kod PDB: 1PFK) pozwolily na poznanie sposobu wigzania
ligandow w centrum katalitycznym i wyréznienie reszt waznych dla katalizy (Evans, 1992).

Rysunek 4 przedstawia reszty aminokwasowe Pfk z E. coli tworzace kieszen
katalityczng oraz wigzania wodorowe z wigzanymi ligandami. Reakcja katalizowana przez
enzym przebiega z odwroceniem konfiguracji grupy fosforanowej (Jarvest, 1981),
co $wiadczy o tym, iz transfer grupy fosforanowej nastepuje przez bezposredni atak
nukleofilowy grupy OH; Fru6-P na grupe fosforanowa y ATP. Enzym powinien zapewnic¢
zasade odciagajaca proton od OH;, a takze grupy stabilizujace grupe fosforanowa

w pieciokoordynacyjnym stanie przejSciowym.
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Rys. 4. Schemat miejsca aktywnego w “zamknietej” podjednostce, a) kompleks Pfk z substratami:

Fru6-P, ATP (na podstawie struktury analogu AMPPNP); b) kompleks Pfk z produktami: Frul,6-P,,
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fruktozy. Zrédlo rysunku: Evans, 1992.
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Z analizy struktury enzymu wynika, ze w bliskim sasiedztwie OH; Fru6-P znajduje sie
Aspl27, ktéra moze dziala¢ jak zasada. Reszty Thrl125, Arg72, GInll i Argl71 moga
stabilizowa¢ grupe fosforanowa y, a Aspl03 i Asp129 moga pomaga¢ w utrzymaniu jonu
Mg** w odpowiednim potozeniu.

Mutageneza potwierdzila znaczenie Aspl27 dla przebiegu reakcji katalitycznej
(Hellinga, 1987; Laine, 1992), wykazala takze, ze spo$réd dwodch reszt Asp oddzialujacych
z Mg*, Aspl29 ma wieksze znaczenie dla katalizy mimo, ze oddzialuje z jonem
za posrednictwem dwoch czasteczek wody (Berger, 1992; Laine, 1992).

W wigzaniu substratu uczestnicza dwie reszty pochodzace z sasiedniej podjednostki
Argl62 i Arg243, wiazace grupe fosforanowa 6 z Fru6-P. Oddzialywania te moga miec
wplyw na powinowactwo enzymu do Fru6-P podczas allosterycznego przejscia.

W  strukturze krystalograficznej zaobserwowano podjednostki roznigce sie
konformacja w obrgbie zewnetrznych warstw helikalnych wigkszej domeny. Podjednostkom
nadano nazwe “otwartej” (obserwowanej juz we wczesniej rozwigzanych strukturach)
i “zamknietej” (ktoérej szczegoly przedstawia rysunek 4). W obu podjednostkach odleglos¢
miedzy substratami w centrum aktywnym jest znaczaco r6zna. W podjednostce “otwartej”
odleglo$¢ pomiedzy grupa fosforanows y i jej akceptorem — O, Fru6-P wynosi ponad 4 A,
co stanowi zbyt duzy dystans dla bezposredniego nukleofilowego ataku. Natomiast
w podjednostce “zamknietej” dystans ten wynosi okolo 3 A, a substraty ustawione s3
w sposOb umozliwiajacy zajscie reakcji. Zaobserwowanie podjednostek w dwdch
konformacjach pozwala sadzi¢, iz ulega ona zmianie w trakcie reakcji. Substraty moglyby
wiazac¢ sie do formy “otwartej”, nastepnie dochodziloby do zblizenia si¢ domen tak by mogta
zaj$¢ reakcja (forma “zamknieta”) i ponownego przyjecia konformacji “otwartej” w celu

oddysocjowania produktéw (Evans, 1992).

Fosfofruktokinaza eukariotyczna

Eukariotyczne fosfofruktokinazy s3 enzymami bardziej ztozonymi pod wzgledem
genetycznym, Kkinetycznym i strukturalnym w stosunku do swych prokariotycznych
odpowiednikow. Tworza struktury tetrameryczne (ssaki i Rhodotorula glutinis) lub
oktameryczne (wigkszo$¢ gatunkéw drozdzy) zbudowane z podjednostek o masach

czasteczkowych w przedziale 80 — 110 kDa. O wiele bardziej skomplikowana jest rowniez
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regulacja enzymow, na ich aktywno$¢ moze mie¢ wpltyw co najmniej 20 réznych zwigzkow
chemicznych (efektoréw) (Sols, 1981).

Wiekszos$¢ z eukariotycznych Pfk ewoluowalo przez proces duplikacji i fuzji genu
bakteryjnego, co doprowadzilo do powstania eukariotycznego enzymu podwdjnej wielkosci.
Eukariotyczna podjednostka sklada si¢ z N- i C-terminalnych poléwek zwanych réwniez
domenami, z ktorych kazda ma sekwencj¢ podobna do prokariotycznej podjednostki oraz
dzieli si¢ na dwie subdomeny mniejsza i wieksza (Poorman, 1984; Heinish, 1986; Ruiz,
2007). Przypuszczano, ze podwojnej wielkosci Pfk eukariotyczne maja dwie klasy miejsc
efektorowych: pierwsza odpowiadajaca bakteryjnemu miejscu efektorowemu wigzacemu
nukleotyd, i druga wymutowang z miejsca aktywnego (Poorman, 1984). Badania wskazuja,
iz mutacje w C-terminalnej potowce podjednostki, w obszarze odpowiadajagcym miejscu
aktywnemu (jak wynika z natozenia sekwencji bakteryjnej) doprowadzily do zaniku funkcji
katalitycznej i powstania miejsca efektorowego wiazacego najsilniejszy aktywator enzymu

eukariotycznego — fruktozo-2,6-bisfosforan (Fru2,6-P,).

Fosfofruktokinaza-1 z Saccharomyces cerevisiae

Drozdzowe fosfofrukinazy tworza struktury homooktameryczne
(Schizosaccharomyces pombe) (Reuter, 2000) Iub heterooktameryczne (Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Candida albicans) (Bar, 1997; Kopperschliger, 1977;
Lorberg, 1999; Plietz, 1978; Reuter, 2000; Tijane, 1979).

Fosfofruktokinaza z S. cerevisiae, bedaca heterooktamerem, zlozona jest z dwoch
typow podjednostek: o i . Lancuch o zbudowany jest z 987 reszt aminokwasowych,
natomiast f z 959 (Heinisch, 1989). Natywny enzym o wspoiczynniku sedymentacji 21S
i masie czasteczkowej 835 kDa sklada sie z czterech podjednostek o i czterech B
(Kopperschlager, 1977), przy czym podjednostki o tworza rdzen czasteczki natomiast
podjednostki B sa ulokowane od zewnatrz (konformacja PB.04f32) (Kricke, 1999).

Pierwsze doniesienia potwierdzajace oktameryczng struktur¢ enzymu z S. cerevisiae
pochodza z badan metoda SAXS (Small-Angle X-ray Scattering) (Plietz, 1978) nast¢pne
z mikroskopii elektronowej na prébkach barwionych negatywowo (Nissler, 1985). Pierwsza
niskorozdzielczg (20 A) tréjwymiarowg strukture enzymu, w obecnosci Fru6-P, otrzymano

metoda mikroskopii elektronowej w obnizonej temperaturze (cryo-electron microscopy,
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cryo-EM) (Ruiz, 2001). Nastepnie, uzywajac tej samej techniki, otrzymano trojwymiarowe
modele enzymu w dwoch formach: R - w obecnosci Fru6-P; i T - w obecnosci ATP, z wyzsza
rozdzielczo$cig (odpowiednio 11 A i 13 A) (Ruiz, 2003; Ruiz, 2007).

Czasteczka enzymu, zarowno w stanie T jak i w stanie R, moze by¢ postrzegana jako
dimer tetrameréw. Pomigdzy dwoma tetramerami, gérnym o»f3, i dolnym o»f3,, istnieje duza
asymetria, a ich wzajemna orientacja rozni si¢ w zalezno$ci od stanu w ktorym znajduje si¢
enzym. Rotacje pomigdzy gornym i dolnym tetramerem w formie R wyliczono na 75° i 46°
w formie T (Rys.5).

Rys. 5. Struktura drozdzowej Pfk1 w obecnosci Fru6-P (a) i ATP (b) zbadana metoda cryo-EM. Dwie
projekcje kazdego stanu skorelowane wzdluz dluzszej osi czasteczki. Wigksze subdomeny

w podjednostkach o i § oznaczone przez (*). Pasek skali - 10 nm (Zrédlo rysunku: Ruiz, 2007).
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W wyniku przej$cia enzymu z formy R do T zauwazono zwigkszenie rozmiar6w
czasteczki, ktérej wymiary w przyblizeniu wynosza 21,5 nm - dlugos¢ i 15,2 nm - szerokos¢,
w obecnosci Fru6-P oraz odpowiednio 24,5 nm i 16,2 nm w obecno$ci ATP. Przearanzowanie
podjednostek spowodowalo, Ze centralny kanal biegnacy wzdluz dhuzszej osi oktameru stat
si¢ bardziej otwarty na obu koncach (jak wynika z badan cryo-EM).

Podobnie jak prokariotyczny enzym drozdzowa Ptk wykazuje kooperatywne wigzanie
Fru6-P i niekooperatywne wigzanie ATP (Reuter, 1979). Jednak na temat stechiometrii
wigzania obu substratow toczy si¢ nadal otwarta dyskusja. Jedna grupa badaczy sugeruje
4 miejsca wigzania ATP i 4 miejsca wigzania Fru6-P (Laurent, 1978, 1979), druga natomiast
8 miejsc wigzacych ATP i 8 wiagzacych Fru6-P (Nissler, 1977a, b). Jak juz wspomniano,
miejsca katalityczne w C-terminalnych potowkach drozdzowych podjednostek w wyniku
mutacji daly miejsca efektorowe wigzace cukier (8 takich miejsc na oktamer), natomiast
z badan wynika wigzanie si¢ 4 czasteczek Fru2,6-P, na oktamer (Kessler, 1982). Stad istnieja
przypuszczenia, ze nawet jesli mozliwych jest 8 miejsc wigzania dla kazdego z substratow
i 16 mozliwych miejsc regulatorowych (8 dla nukleotydow i 8 dla zwiazkéw cukrowych)
jedynie potowa z nich jest obsadzona w warunkach wysycenia enzymu (Ruiz, 2007). Wedhug

autoroéw teze te mialaby wspiera¢ asymetria widoczna w strukturze oktameru.

Ograniczona proteoliza drozdzowej Pfk

Fosfofruktokinaza drozdzowa ulega trawieniu przez enzymy proteolityczne w stopniu
zaleznym od rodzaju enzymu oraz obecnos$ci zwiazkow wiazacych si¢ z Ptk (Kopperschliger,
1993). Badania wykazaly, ze przy braku substratow i allosterycznych efektoréw, aktywnos$¢
katalityczna fosfofruktokinazy szybko zanika podczas dzialania termolizyny, endopeptydazy
lys-C, trypsyny i chymotrypsyny. Obecno$¢ ATP w stezeniu wysycajacym enzym chroni go
przed proteolityczna dezaktywacja, czasem chronigc takze przed proteoliza (termolizyna).
Natomiast jednoczesna obecno$¢ Fru6-P, AMP i Fru2,6-P, zapewnia przejSciowy wzrost
katalitycznej aktywnosci podczas proteolizy.

Dzialanie termolizyny na drozdzowa Pfk w obecnosci Fru6-P, AMP i Fru2,6-P,
powoduje cigcie wigzania peptydowego poprzedzajacego Leul99 w lancuchu a i Leul92
w tancuchu . W ten sposob powstaje bialtko o wspolczynniku sedymentacji 17S i masie
czasteczkowej 680 kDa, zachowujace swa oktameryczng strukture. Masy czasteczkowe

podjednostek oznaczanych o' i B' wynosza odpowiednio 86 kDa i 76 kDa i stworzone sa
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z reszt 199-987 oraz 192-959.

Endopeptydaza lys-C w obecnos$ci ATP powoduje trawienie tylko C-konca fancucha o
na wigzaniu peptydowym poprzedzajacym Val914. Skutkuje to dysocjacja oktamerycznej
formy Ptk do dwdch tetramerow zlozonych z podjednostek o° (reszty 1-913) i B. Jest to forma
enzymu o wspolczynniku sedymentacji 13S.

W przypadku proteolizy trypsyna lub chymotrypsyna obecnos¢ ATP chroni Pfk przed
dezaktywacja, ale nie chroni przed cigciem zaréwna N- jak i C-terminalnych regionow.
W wyniku proteolizy powstaje biatko tetrameryczne o masie czasteczkowej okoto 300 kDa
charakterystycznej dla formy 12S. Trypsyna powoduje cigcie wigzania pomiedzy Argl96
i GIn197 w tancuchu o oraz pomiedzy Lys180 i Thr181 w lancuchu . Chymotrypsyna tnie
wigzanie pomiedzy Leul99 i Gly200 w tancuchu o i miedzy Leul92 a Asn193 w tancuchu .
N-terminalne cigcie podjednostek o i B w rejonie okolo reszty 200, nie thumaczy powstania
fancuch6éw o masach czasteczkowych 69 kDa i 76 kDa, oznaczanych odpowiednio " i f".
Ciecie lancucha o musi nastepowac takze na C-koncu, jednak miejsce ciecia nie zostalo
zidentyfikowane. Skutki proteolizy wskazuja, iz C-koniec tancucha o jest odpowiedzialny

za stabilizacje¢ formy oktameryczne;.

Termolizyna
Chymotrypsyna
Trypsyna Chymotrypsyna Trypsyna Lys-C
N C
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TG 1620 298-319]{350-375304- 417445 450 477500} 14741 v
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?
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BI r L = l197-z30H291-311H341-366H385-408H437-451H470-493H708-735H74z-755H—|

i 959

Trypsyna Chymotrypsyna

Termolizyna
Rys. 6. Lokalizacja miejsc ciecia tancuchow polipeptydowych drozdzowej Pfk. Przedzialy reszt
aminokwasowych zaznaczone w ramkach odpowiadaja fragmentom tancuchéw drozdzowych o i p
wykazujacym maksymalng zgodno$¢ aminokwasowa z sekwencjami Ptk z E. coli, B.
stearothermophilus, czlowieka i z mie$nia krolika wg Heinisch (1989) (zrodlo rysunku:

Kopperschliager, 1993).
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Fosfofruktokinaza-1 z Trypanosoma brucei

W tym roku Walkinshaw i wspélpracownicy rozwiazali strukture krystalograficzng
eukariotycznego enzymu z Trypanosoma brucei (TbPFK) (Martinez-Oyanedel, 2007; kod
PDB: 2HIG). Trypanosoma brucei to pasozytniczy pierwotniak nalezacy do rodziny
swidrowcow wywolujacy $piaczke afrykanska, charakteryzujaca sie¢ wysoka $miertelnoscia.
Fosfofruktokinaza z tego organizmu, jest enzymem posredniej wielkosci pomigdzy
bakteryjnym i ssaczym biatkiem. TbPFK zbudowana jest z czterech podjednostek o masie
czasteczkowej okolto 50 kDa. Pod wzgledem sekwencji wykazuje zaledwie 20-30%
identycznos$ci w poréownaniu do ATP-zaleznych enzymow bakteryjnych i ssaczych. Nie jest
regulowana przez efektory regulujace aktywnos$¢ ATP-zaleznych fosfofruktokinaz w innych
organizmach, jedynie AMP jest znany jako jej allosteryczny aktywator (Cronin, 1985; Cronin,
1987). Rdzen strukturalny podjednostki bakteryjnej jest obecny w podjednostce TbPFK,
a dodatkowo w okolicach miejsca aktywnego wystepuje petla znacznej wielkosci,
charakterystyczna dla TbPFK, oraz domena A, ktérej wigksza czg$¢ nie jest obecna
w strukturze enzymu z bakterii czy ssakow (Rys.7). Roznice w budowie podjednostki
najprawdopodobniej maja wplyw na aktywnosc¢ i strukture¢ czwartorzedowa enzymu. Reszty
aminokwasowe miejsca aktywnego TbPFK sa w wigkszosci zachowane w stosunku do
enzymu z E. coli. Natomiast zaledwie dwie z dwunastu reszt tworzacych miejsce efektorowe
biatka z E. coli s3 obecne w potencjalnym miejscu efektorowym TbPFK (Martinez-Oyanedel,
2007).

a)

Rys. 7. a) podjednostka Ptk z Trypanosoma brucei (Martinez-Oyanedel, 2007; kod PDB: 2HIG);

b) homotetramer w dwoch potozeniach.
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Pod wzgledem sekwencyjnym i strukturalnym ATP-zalezna TbPFK wykazuje wigksze
podobienstwo do PPi-zaleznej rodziny Pfk, uzywa jednak ATP jako donora grupy
fosforanowej. Przypuszcza sig, ze jej ewolucyjnym przodkiem byl enzym PPi-zalezny
(Michela, 1997; Lopez, 2002). Strukturalne réznice fosfofruktokinazy z Trypanosoma brucei
w stosunku do ATP-zaleznych fosfofruktokinaz sa przypisywane ulokowaniu enzymu
w glikosomach, gdzie glikolityczne enzymy biora udzial w tworzeniu wielo-enzymatycznych
kompleksow (Aman, 1985). Przypuszcza si¢, Zze odmienna lokalizacja 7 pierwszych enzymow
glikolitycznych w organizmach $widrowcow miata wplyw na powstanie cech odr6zniajacych
je od enzyméw z tkanek ludzkich. Te roznice, wedlig badaczy, moga by¢ punktem
zaczepienia przy projektowaniu przeciwpasozytniczych lekow, a Pfk, jako enzym katalizujacy

kluczowy regulatorowy etap glikolizy, stanowi obiecujacy obiekt tego typu badan.

Fosfofruktokinaza-1 w organizmach ssakéw

Fosfofruktokinaza wystepujaca w organizmach ssakow jest enzymem o najbardziej
ztozonym mechanizmie regulacji. Poza szeregiem allosterycznych efektoréw, wywotujacych
negatywny efekt allosteryczny, takich jak ATP, cytrynian czy H', oraz stymulujacych
aktywno$¢ enzymu, miedzy innymi AMP, ADP, Pi, Fru2,6-P,, Frul,6-P,, Glul,6-P;
(glukozo-1,6-bisfosforan) i NH,', istnieja dowody na to, iz enzym jest takze regulowany
hormonalnie (Zancan, 2005; Silva, 2004).

Ssacza fosfofruktokinaza wykazuje enzymatyczng aktywno$¢ jako tetramer lub tez
wyzej zorganizowane oligomery, masa czasteczkowa podjednostek wynosi 80-85 kDa
(Uyeda, 1979). Zidentyfikowano trzy rodzaje podjednostek ssaczego Pfk: PFK-M, PFK-L
i PFK-C, kodowane przez rozne geny. Podjednostki te réznig si¢ w pewnym stopniu
rozmiarem i fizyko-chemicznymi wlasciwos$ciami, a takze stopniem ekspresji zaleznie od
tkanki. Pfk-M wystepuje w najwigkszej ilosci w tkance mig$niowej (zar6wno migsnia
sercowego jak i mie$ni szkieletowych), Pfk-L. w watrobie, a Pfk-C glownie w mozgu.
Poszczegolne podjednostki moga agregowac przypadkowo tworzac tetramery, stad kazda
tkanka posiada nie tylko homotetrameryczne enzymy ale takze r6éznego typu heterotetramery,
przez co charakteryzuje sie specyficzng dla siebie populacja izoenzymow, o réznych
wlasciwosciach kinetycznych (Vora, 1983).

Kazdy z trzech rodzajow podjednostek charakteryzuje si¢ inng wrazliwoscia na
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dzialanie allosterycznych efektoréw. Tkankowo-specyficzny wzoér opisujacy ekspresje
poszczegbdlnych podjednostek, determinuje aktywno$¢ Pfk, a przez to i przebieg glikolizy
w poszczegblnych tkankach. Dla przykladu, PFK-C wykazuje niskie powinowactwo do
aktywatora Fru2,6-P, i jest kompletnie niewrazliwa na Frul,6-P,, podczas gdy PFK-M
i PFK-L sa silnie aktywowane przez te metabolity. PFK-C oraz PFK-M cechuja si¢ silnym
powinowactwem do substratu, Fru6-P, takze przy nieobecnosci zadnego z allosterycznych
efektorow, podczas gdy PFK-L wymaga obecnosci Fru2,6-P, do aktywno$ci w warunkach
fizjologicznych (Narabayashi, 1985). Uzaleznienie aktywnosci PFK-L od obecnosci Fru2,6-P,
pozwala na jej hormonalng regulacje, dlatego tez przebieg glikolizy w watrobie jest
zintegrowany ze stanem energetycznym calego organizmu. Zalezno$¢ PFK-L od
allosterycznych aktywatorow moze by¢ zmniejszona przez asocjacj¢ z PFK-M i PFK-C.

Mig$nie wymagaja szybkiej produkcji ATP na poczatku szybkiego skurczu
i dlugotrwalego utleniania glukozy podczas wysitku. PFK-M przypuszczalnie zostala
wyspecjalizowana by sprosta¢ tym wymaganiom poprzez niska wrazliwos¢ na inhibicje przez
ATP oraz wysokie powinowactwo do Fru6-P podczas nieobecnosci allosterycznych
aktywatorow (Dunaway, 1985).

Fosfofruktokinaza wyewoluowata poprzez proces duplikacji genow, ich réznicowania
i fuzji, dajac bialko, ktore jest wiecej niz podwojnej wielkosci w stosunku do
prokariotycznego przodka. Posiada sze$¢ miejsc wigzania organicznych ligandow: miejsca
wiazania substratow ATP i Fru6-P, miejsca wigzania aktywatoréw — AMP lub ADP i Fru2,6-P,
oraz miejsca dla inhibitorow — ATP i cytrynianu (Kemp, 1983).

Bazujac na analizie sekwencji i okre$leniu zachowanych reszt aminokwasowych
pomiedzy bakteryjng Pfk, a N- i C-terminalnymi potéwkami podjednostki eukariotycznego
enzymu wnioskuje sie, ze miejsce aktywne ssaczego bialka jest ulokowane w N-terminalnej
potéwce lancucha peptydowego (Poorman, 1984). Punktowa mutageneza (Li, 1999)
i chemiczne modyfikacje (Kemp, 1987) wykazaly, Zze miejsce wigzace cytrynian w Pfk
eukariotycznej jest homologiczne do allosterycznego miejsca wigzacego PEP/ADP w Pfk
E. coli (Lau, 1989). Natomiast miejsce wigzania Fru2,6-P, jest homologiczne do miejsca
katalitycznego Fru6-P w enzymie bakteryjnym, przy czym dotyczy to zduplikowanej potowy
podjednostki (Li, 1999; Chang, 2002). Istnieja spekulacje dotyczace ulokowania miejsca
wigzania inhibitora ATP i aktywatora AMP/ADP ssaczego enzymu. Rozwaza si¢ hipotezg,
zgodnie z ktora miejsca wigzania dla tych ligandéow ewoluowaly poprzez mutacje
w zduplikowanym, katalitycznym miejscu wigzania ATP i allosterycznym miejscu wigzania

PEP/ADP, enzymu przodka, co odpowiada C-terminalnej poléwce eukariotycznego tancucha.
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Zaproponowano model ewolucyjny wigzania ligandow do ssaczego Pfk (Rys.8;
Kemp, 2002). Rysunek 8 przedstawia schemat bakteryjnego dimeru i ssaczego monomeru,
przy czym jak pisano wyzej, aktywne formy obu enzymow to tetramery. Miejsca katalityczne
ATP znajduja si¢ w pokazanych podjednostkach, natomiast wszystkie pozostale miejsca
wiazace ligandy sa podzielone pomiedzy podjednostki. Drugi dimer modelu bakteryjnego
(gory rysunek) bylby ulokowany za plaszczyznag rysunku z miejscem wigzania Fru6-P
pomiedzy podjednostkami. Dolna potowa rysunku pokazuje proponowany ssaczy monomer,
ktory powstal w wyniku tandemowej duplikacji i fuzji prokariotyczego prekursora,
z proponowanymi miejscami wigzania ligandéw. Drugi ssaczy monomer moze by¢
zlokalizowany za plaszczyzng rysunku z miejscami wigzania Fru6-P i Fru2,6-P, podzielonymi
pomiedzy podjednostki. Drugi identyczny ssaczy dimer, méglby by¢ ulokowany po prawej
stronie, tak by stworzy¢ tetramer, w ktorym gléwne oddzialywania dimer-dimer tworzylyby

peptydowe fragmenty laczace N- i C-terminalne polowki ssaczego monomeru.

ATP/Fru 6-P [Fru 6-P]

E. coli PFK
Dimer

[Fru 6- Fru 6-P /ATP
* [Fru 2,6-P3]
"-"

ATP /Fru 6-P

Mammalian PFK

Monomer ATP
N Inhibitory
C
Citrate AP-ADP

:
[Fru 6-P] 'h—u 2,6-P

Rys. 8. Model ewolucji ssaczej podjednostki Pfk z dimeru prokariotycznego przodka. Zaznaczono

allosteryczne i substratowe (ATP/Fru6-P) miejsca wigzania. Miejsca wigzania umieszczone
w nawiasach naleza w wigkszej cze$ci do podjednostek znajdujacych sie za plaszczyznag rysunku.
Dimer bakteryjny na podstawie struktury Pfk z E. coli (Shirakihara, 1988). Zrédlo rysunku: Kemp,
2002.
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Nalezy jeszcze wspomnie¢, ze wpltyw na aktywno$¢ fosfofruktokinazy ma réwniez jej
rozmieszczenie w komorce, a dokladniej méwiac, jej asocjacja do struktur komorkowych
(Silva, 2004). Wiele badan dotyczacych komoérkowego rozmieszczenia migSniowej
fosfofruktokinazy wykazalo, ze enzym ten asocjuje z duzym powinowactwem do widkien
aktynowych, gléwnego skladnika cienkich filamentow w mig$niach szkieletowych (Arnold,
1968; Arnold, 1971; Clarke, 1975). Wykazano takze, Ze kinetyczne wlasciwosci enzymu
moga zaleze¢ od tej asocjacji. Prawdopodobnie proces ten reprezentuje wazny mechanizm
w kontroli szlaku glikolitycznego, poniewaz zasocjowany enzym jest bardziej aktywny niz
jego rozpuszczona (niezasocjowana) forma (Liou, 1980; Roberts, 1987; Andres, 1996).
Hormony takie jak adrenalina i insulina s3 przypuszczalnie zaangazowane w indukcje
asocjacji Pfk do cytoszkieletu komorki (Chen-Zion, 1992; Ashkenazy-Shahar, 1998; Alves,
2003).

Zarys ewolucji enzymu

Struktury enzyméw glikolitycznych jakie znane sa obecnie oraz skomplikowane
mechanizmy ich kontroli sg $wiadectwem dlugiej ewolucji, a silag napedowa dla ich rozwoju
byly wymagania metaboliczne komorek. Na drodze ewolucji powstaly enzymy
o odpowiedniej specyficznosci i powinowactwie do substratéw, a wzrost ich wydajnosci
katalitycznej i rozwiniecie mechanizméw regulacji dato bardziej zloZzone glikolityczne szlaki.

Jednym z kluczowych procesow w ewolucji enzyméw jest duplikacja genu.
Powstawanie nowego biatka moze rozpocza¢ si¢ od przypadkowej duplikacji calego odcinka
materiatu kodujacego dane biatko. Powstala w ten sposéb dodatkowa kopia genu wolna jest
od presji ograniczajacej powstawanie i gromadzenie si¢ mutacji w genach ulegajacych
ekspresji, dzigki czemu moze akumulowa¢ mutacje zazwyczaj nie zaburzajac funkcjonowania
organizmu. Zmiany w sekwencji nukleotydowej dodatkowej kopii genu moga doprowadzi¢
do powstania zupelie nowych mozliwosci funkcjonalnych, ktére moga zosta¢ zachowane
podczas ewolucji. W innym przypadku w dodatkowej kopii moze nastapi¢ mutacja
prowadzajaca do powstania pseudogenu.

Przejawem ewolucji przez duplikacje i fuzje gendow jest wielko$¢ i ksztalt

podjednostek Pfk w r6znych organizmach (Rys.9).
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E.coli Pierwsza duplikacja genu
Ssaki Druga duplikacja genu, na przyRladzie PFK z S.cerevisiae
podjednostka o
P T
podjednostka B
PFK2
S.cerevisiae

Rys. 9. Schemat duplikacji genéw enzymu Pfk (po prawej) oraz jego przelozenie na rozmiar

podjednostek (po lewej).

Ztozona struktura czwartorzegdowa enzymoéw eukariotycznych jest wynikiem
skomplikowanych zmian ewolucyjnych. Studia nad bakteryjng Pfk wykazaly ulokowanie
miejsc aktywnych i efektorowych pomigdzy sasiednimi podjednostkami w strukturze bialka,
co tlumaczy fakt aktywnos$ci enzymu w formie tetramerycznej. W przypadku enzymu
eukariotycznego, zwazywszy na duplikacje genu, mozna by si¢ spodziewa¢ aktywnego
dimeru odpowiadajacego prokariotycznemu tetramerowi. Jest jednak inaczej. Pfk ssaka
wykazuje aktywno$¢ jako tetramer (odpowiadajacy bakteryjnemu oktamerowi) i moze ulega¢
agregacji do bardziej zlozonych form, ktére s3 mniej wrazliwe na inhibicje wywolang przez
ATP (Hofer, 1987). Enzym drozdzowy natomiast, ktory zlozony jest z dwoéch typow
fancuchéw polipeptydowych a i B, asocjuje do heterooktameru osfs. Stad wnioskuje sig,
ze proces pierwszej duplikacji genu nastagpil bardzo wcze$nie po rozdzieleniu si¢
prokariotycznych i eukariotycznych drog ewolucji. Natomiast druga duplikacja genu
prowadzaca do powstania dwoch odrgbnych tancuchéw polipeptydowych obecnych
w enzymie drozdzowym, miala miejsce juz po oddzieleniu si¢ drogi ewolucyjnej grzybow od
glownej drogi eukariotow (Heinisch, 1989).

W toku ewolucji nastgpit wzrost skomplikowania mechanizmu regulacji enzymu
kluczowego dla glikolizy. Bakteryjna Pfk (np. z E. coli. i B. stearothermophilus) jest
aktywowana jedynie przez ADP i GDP, a inhibowana przez PEP. Dzigki ewolucji pojawily si¢
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nowe efektory dla komorek eukariotycznych. ATP — jako allosteryczny inhibitor, oraz AMP —
jako allosteryczny aktywator, pozwalaja enzymowi reagowa¢ na aktualny poziom
energetyczny komorki, wyrazony jako stosunek ATP/AMP, przyspieszajac lub hamujac
przebieg szlaku glikolitycznego. Ponadto najbardziej efektywnym aktywatorem
eukariotycznej Pfk stal sie Fru2,6-P,, ktory jednoczesnie inhibuje dzialanie
Fru-1,6-bisfosfatazy, odgrywajac w ten sposob kluczowa role w regulacji przeciwstawnych
procesow glikolizy i glukoneogenezy. Produkt reakcji fosfofruktokinazy, Frul,6-P,, stal sie
rowniez allosterycznym aktywatorem, ale tylko w ssaczych enzymach; nie wywiera zadnego

wplywu na aktywnos$¢ drozdzowego biatka (Vinuela, 1963; Bartrons, 1982).

Fosfofruktokinaza w medycynie

Choroba spichrzania glikogenu. Typ VII — niedobor fosfofruktokinazy

Choroba Taruiego (Glycogen Storage Disease VII, GSD-VII) jest spowodowana
wrodzonym brakiem lub niedoborem aktywnosci fosfofruktokinazy w migs$niach lub
erytrocytach. Choroba uniemozliwia wykorzystanie glukozy do celow energetycznych.
W komorkach zwigksza si¢ zawarto§¢ metabolitow poprzedzajacych reakcje katalizowang
przez fosfofruktokinaze. Zwieksza si¢ zawarto$¢ glukozo-6-fosforanu i Fru6-P, a zawarto$¢
Frul,6-P; jest niska. Glikogen nie jest wykorzystywany do produkcji glukozy. Jego zawartos¢
w mie$niach rosnie.

Istnieje kilka podtypow GSD-VII, np. GSD-VIIb - forma ujawniajaca sie
w pozniejszym wieku, czy GSD-VIIc - forma niemowleca (Nakajima, 2002).

GSD-VIIb zwykle nie daje widocznej miopatii we wczesnym dziecinstwie. Wigkszo$¢
pacjentow nie do$wiadcza skurczéw lub bolu miesni w mlodos$ci. Zamiast tego, pacjenci
do$wiadczaja latwego meczenia sie¢ mies$ni i ostabienia. Zdolno$¢ pacjentéw do wysitku
fizycznego jest relatywnie niska od dziecinstwa i zmniejsza si¢ z wiekiem prowadzac czgsto
do powaznego uposledzenia codziennej aktywnosci.

Symptomy formy niemowlecej pojawiaja sie krotko po narodzinach. Niemowle ma
hipotonie i zwykle umiera w pierwszym roku zycia. Istnieja takze przypadki dhuizszego

przezycia, jednak towarzyszy temu fizyczny i umyslowy niedorozwdj. W niektérych
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przypadkach obserwowano 0golng sztywno$¢ stawow.

Za upoSledzenie aktywnosci Pfk odpowiedzialne s3 mutacje wykryte w obrebie
mRNA ro6znych pacjentow. Niektore z mutacji zlokalizowane byly w ewolucyjnie
zachowanych regionach, zwigzanych przypuszczalnie z centrum Kkatalitycznym, miejscem
wigzania ADP/AMP czy tez Fru2,6-P,, bedac odpowiedzialnymi za utrat¢ enzymatycznej
aktywnosci Pfk.

Prace nad odkryciem wlasciwej terapii trwaja. U chorych stosuje si¢ jedynie terapie

zastepcza, wykorzystywang w leczeniu pacjentow cierpigcych na GSD-II.

Fosfofruktokinaza w komorkach rakowych

Komorki rakowe charakteryzuja sie¢ wysoka szybkos$cia przebiegu glikolizy, ktéra jest
dla nich gléwnym zrédlem energii. Wzmozony metabolizm glukozy jest wywolany wieloma
czynnikami, mig¢dzy innymi jako$ciowymi i iloSciowymi zmianami w transporterach glukozy
oraz zmiang w aktywnos$ci enzymow glikolitycznych, w tym takze fosfofruktokinazy
(El-Bacha, 2003).

Waznym mechanizmem kontrolujacym glikoliz¢ jest odwracalne wigzanie enzymow
glikolitycznych do cytoszkieletu. Badania wykazaly, ze w tkankach pochodzacych z guza
aktywnos$¢ fosfofruktokinazy jest znaczaco wyzsza w poréwnaniu do zdrowych tkanek.
Wydaje sig, ze na wzrost aktywnosci Pfk ma wplyw zmieniony rozklad enzymu w komorce,
zwigzany z inng jego asocjacja do struktur cytoszkieletu. Wzmozona aktywno$¢
fosfofruktokinazy musi mie¢ wplyw na zywotno$¢ i szybki rozwdj komérek rakowych.

Dane sugeruja, ze wplyw hormonéw na komoérkowe rozmieszczenie Pfk moze by¢
istotnym punktem dla regulowania glikolitycznego szlaku w tkankach ludzkich raka.

Zdaniem wielu badaczy rozmieszczenie Ptk w komorkach pochodzacych z tkanek
rakowych moze wpltywac¢ na aktywnos$¢ enzymu i stymulowac¢ rozwoj guzow, bedac przez to
waznym celem w badaniach nad antyrakowymi lekami. Niektérzy badacze (Nakamura, 1986)
sugeruja nawet, ze aktywno$¢ Ptk moglaby by¢ uzyta jako biochemiczny marker dla pewnych
typow raka.

Idac tym tropem naukowcy odkryli, ze miejscowe $rodki znieczulajace, takie jak
Lidocaini i Bupivacaini, powoduja, zalezne od dawki, odczepianie fosfofruktokinazy

ialdolazy od cytoszkieletu komorek czerniaka. Dysocjacja enzyméw glikolitycznych od
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cytoszkieletu moze redukowaé ilo$¢ dostarczanego ATP, a co za tym idzie Zywotno$¢
komorek czerniaka. Dysocjacja indukowana przez lek poprzedza $mier¢ komorki rakowe;.
Obecne rezultaty sugeruja, ze miejscowe S$rodki znieczulajace, glownie Bupivacaini,

sa obiecujacymi lekami w leczeniu czerniaka (Schwartz, 2000).
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Metodyka
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Krystalizacja

Proces krystalizacyjny prowadzono metoda dyfuzji par w ukladzie wiszacej kropli.
W technice tej kropla znajduje si¢ na szkielku krystalizacyjnym nad roztworem
rezerwuarowym. W sklad roztworu rezerwuarowego wchodzi bufor oraz organiczny lub
nieorganiczny czynnik stracajacy badZz tez mieszanina czynnikow stracajacych. Kropla
zawiera roztwor Kkrystalizowanego biatka oraz roztwor rezezwuarowy, zwykle w stosunku 1:1.
Stezenie czynnika stracajacego w kropli jest mniejsze niz w roztworze rezerwuarowym,
co stanowi sile napedowa krystalizacji. Uklad dazy do stanu réwnowagi, dyfuzja skladnikéw
lotnych prowadzi do wyréwnania st¢zen czynnika stracajacego w obu roztworach,

co powoduje zageszczenie kropli i tworzenie krysztalow.

Pomiary dyfrakcyjne

W krystalografii makroczasteczek najczeSciej wykorzystywanym  zrodlem
promieniowania jest promieniowanie synchrotronowe. Charakteryzuje si¢ ono wysoka
intensywno$cig, monochromatyczno$cig oraz wysokim stopniem polaryzacji i zogniskowania.
Ma to duze znaczenie ze wzgledu na niewielkie rozmiary jakie zwykle osiaga krysztal
biatkowy przy jednocze$nie stosunkowo duzych rozmiarach komorki elementarne;.

Przed rozpoczeciem pomiaréw krysztal zwykle zamraza si¢ w strumieniu par azotu
(Teng, 1990), by poprawi¢ jego wytrzymalo$¢ na dzialanie wiazki. ObniZzona temperatura
ogranicza uszkodzenia radiacyjne, do ktérych dochodzi w duzej mierze na skutek dyfuzji
wolnych rodnikow w sieci krystalicznej (Garman, 1999). Kriogenika pozwala zatem na
zastosowanie promieniowania o wigkszej intensywnos$ci lub wydhuzenie czasu naswietlania,
co przeklada sie zwykle na lepsza jako$¢ rejestrowanych danych.

W celu uniknigcia powstawania krysztalkoéw lodu podczas zamrazania, krysztal
nasacza si¢ roztworem zawierajagcym czynnik krioprotekcyjny, ktory dzieki duzej lepkosci
utrudnia czasteczkom wody krystalizacje w trakcie chlodzenia. Zadanie krioprotektanta
spelnia¢ moze glicerol, glikol etylenowy lub polietylenowy o masie czasteczkowej okoto 400,
MPD (2-metylopentano-2,4-diol) lub tez proste zwiazki cukrowe takie jak glukoza.

W trakcie pomiaru krysztal jest obracany wokd&t osi prostopadlej do wiazki

promieniowania. Dla kazdego obrotu o niewielki kat (od 0,2 — 2°) rejestrowany jest obraz
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dyfrakcyjny. Minimalna liczba obrazéw, ktore powinny zosta¢ zarejestrowane by zgromadzi¢
kompletny zbior danych, inaczej mowiac zakres kata dla ktorego nalezy zarejestrowac
refleksy, zalezy od symetrii grupy przestrzennej. W celu zminimalizowania bledow
pomiarowych i osiggnig¢cia maksymalnej kompletnosci zaleca si¢ zarejestrowanie kazdego

refleksu wigcej niz raz poprzez zmierzenie intensywnosci refleksow symetrycznych.

Dane dyfrakcyjne dla monokrysztalow Pfk zarejestrowano przy uzyciu
promieniowania synchrotronowego, w obnizonej temperaturze, w osrodku synchrotronowym
EMBL/DESY w Hamburgu, na stacji pomiarowej wyposazonej w ptyte odwzorowujaca (Mar
Research).

W eksperymentach dyfrakcyjnych dla krysztaléw z O. cuniculus w celu krioprotekcji
uzyto 30% stezenie PEG 400. Przy pomiarach dla krysztalow z S. cerevisiae Ingrid Mechin
zastosowala szereg roztworéw krioprotekcyjnych o rosnacym stezeniu glicerolu 5%, 10%,
15% i 20%.

Procesowanie i skalowanie danych dyfrakcyjnych

Zbior obrazow otrzymany w wyniku eksperymentu dyfrakcyjnego przetwarza si¢

w celu otrzymania zbioru intensywnosci. W niniejszej pracy do tego celu wykorzystano

pakiet HKL.2000 (Otwinowski, Minor, 1997), w ktérego sklad wchodza: XdisplayF - stuzacy

do wizualizacji obrazow dyfrakcyjnych; DENZO - shuzacy do wskaZnikowania i integracji
danych oraz SCALEPACK - sthuzacy do usredniania i skalowania intensywnosci uzyskanych

w programie DENZO.

Analiza danych obejmuje kilka gtownych etapow:

1. Badanie wzrokowe obrazéw dyfrakcyjnych w programie XdisplayF i wstepna oceng jako$¢
refleksow.

2. Autoindeksowanie — na podstawie jednego obrazu dyfrakcyjnego wybierany jest zbior
silnych refleksow, wspétrzedne tych reflekséw shuzg do wstepnego wskaznikowania. Przy
zalozeniu ukladu trojsko$nego, oblicza si¢ wspolczynnik niedopasowania wzgledem
roznych sieci Bravais'ego. Biorac pod uwage najwyzsza symetrie, ktora daje niski
wspolczynnik niedopasowania, ustala si¢ prawidlowa sie¢ Bravais’ego, parametry komorki

elementarnej oraz grup¢ przestrzenng. Poniewaz obraz dyfrakcyjny nie odzwierciedla
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symetrii translacyjnej czasami na tym etapie jednoznaczne okre$lenie grupy przestrzennej
nie jest mozliwe. Na podstawie informacji uzyskanej ze wskaZnikowania silnych
refleksOw przypisuje sie wskazniki Millera stabszym refleksom.

3. Udokladnianie geometrii dyfrakcji — poprawiane sa parametry krysztatu (rotacje krysztahu,
parametry komorki elementarnej) i ukladu pomiarowego m. in. pozycja wiazki i detektora.

4. Integracja pikéw dyfrakcyjnych — nastgpuje oddzielenie sygnatu od tla oparte na zalozeniu,
ze ksztalt profilu stabych i silnych reflekséw jest podobny. Na podstawie silnych reflekséw
tworzy si¢ profil, ktéry jest nastepnie stosowany dla stabszych reflekséw. Powierzchnia
pod krzywa profilu jest sumowana jako intensywnos¢ refleksu.

5. Konwersja danych do wspdlnej skali — obliczany zostaje czynnik skali uwzgledniajacy
zmiany w intensywnosci rozpraszanego promieniowania rentgenowskiego, ktore moga by¢
spowodowane wahaniami intensywno$ci wigzki pierwotnej, r6znym czasem na$wietlania
lub uszkodzeniami radiacyjnymi. Dla kazdego obrazu obliczany jest indywidualny czynnik
skali opisujacy te zmiany.

6. Precyzyjne okreSlenie parametrow krysztalu z wykorzystaniem calego zbioru danych.
Powtornie udokladnione zostaja parametry komorki elementarnej i mozaikowo$¢ oraz
sprawdzana jest poprawnos¢ grupy przestrzenne;j.

7. Laczenie refleksow zwigzanych symetria — intensywno$¢ refleksow symetrycznych jest
usredniana co pozwala wyeliminowa¢ cze$¢ bledow. Dane dyfrakcyjne taczone sa w jeden
zbidr.

Etapy od 1 do 4 przeprowadzono w programie Denzo i XdisplayF, natomiast
do wykonania punktéw od 5 do 7 uzyto programu Scalepack.

Jako$¢ zbioru danych dyfrakcyjnych jest oceniana na podstawie takich parametréw jak
kompletnos$¢, Rym oraz I/o(l). Blad zbioru danych okresla si¢ na podstawie roznicy pomiedzy
intensywno$ciami refleksow symetrycznych, ktére w idealnej sytuacji powinny by¢

identyczne.

> |n (k) ~1{a])
R,, (1) =14
g ;Zli(hkl)

Im nizsza warto$¢ Rym tym lepiej, jednak na wysoko$¢ Rym wplywa takze ilo$¢
zmierzonych refleksow symetrycznych czyli krotnos$¢. Gdy kazdy refleks zostanie zmierzony

tylko raz wowczas Rsm bedzie mialo warto$¢ 0. Jednak nie $wiadczy to wcale o poprawnosci
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takiego zbioru. Im wyzsza krotno$¢ tym wiecej przypadkowych bledow pomiarowych moze
zosta¢ wyeliminowanych, wplywajac korzystnie na jako$¢ zbioru, przy jednocze$nie nieco
wyzszej warto$ci czynnika Reym.

o(/) jest oszacowaniem dokladno$ci kazdego indywidualnego pomiaru. Na jej warto$¢
wplywa wysoko$¢ i zmienno$¢ tla oraz ile razy zmierzono refleks. 7/o(/) stanowi czgsto
kryterium odrzucenia reflekséw, jesli stosunek ten jest mniejszy niz 2, refleksy sa czesto

pomijane jako niewiarygodne.

Obliczenie amplitud czynnikéw struktury

Aby zbior intensywnosci refleksow byl uzyteczny w dalszym etapie rozwigzywania

struktury musi zosta¢ przeksztalcony na zbiér amplitud czynnikoéw struktury.

I(hkl) = |F(hkD)|?

W pierwszym kroku plik wyjsciowy pochodzacy ze skalowania musi zostac
przeksztalcony na format MTZ (plik binarny) czytelny dla programéw z pakietu CCP4.
W niniejszej pracy w tym celu skorzystano z programu SCALEPACK2MTZ (CCP4, 1994).

W kolejnym etapie program TRUNCATE (French, 1978) z pakietu CCP4 postuzyt do
obliczania amplitud czynnikow struktury. Sa dwie drogi wedlug ktérych program moze
wykona¢ obliczenia. Prostsza polega na obliczeniu pierwiastka kwadratowego
z intensywnosci i przyjeciu negatywnych intensywnosci za zero. Druga, a zarazem zalecana
procedura polega na obliczeniu amplitud przy uwzglednieniu czynnikéw skali oszacowanych
z wykresu Wilsona i umieszczajacych dane w skali bezwzglednej. W ten sposob negatywne
obserwacje sa przesuwane do wartosci pozytywnych, sztucznie podnosi si¢ warto$¢ stabszych
refleksow.

TRUNCATE moze by¢ réwniez przydatny do stworzenia uzytecznej statystyki
dotyczacej rozkladu intensywnosci, ktora moze ujawni¢ ewentualne problemy z danymi, takie
jak silna anizotropowo$¢ danych, badz tez potencjalne zblizniaczenia.

Aby by¢ pewnym, ze wszystkie refleksy nalezace do zbioru danych znajduja sie w tej
samej czesci asymetrycznej, uzyto programu CAD (CCP4, 1994). Program sortuje refleksy

krystalograficzne i jesli to konieczne przekonwertowuje je z jednego obszaru w przestrzeni
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odwrotnej do drugiego.
Z kazdego zbioru danych Pfk przy uzyciu programéw UNIQUE i FREE z pakietu
CCP4, wydzielono zbiér refleksow testowych w ilosci 5% calego zbioru, stuzacych do

obliczania czynnika Rg.. w trakcie udokladniania.

Rozwigzanie problemu fazowego - podstawienie czasteczkowe

Gestos¢ elektronowa dla krysztalu moze zosta¢ otrzymana przez synteze Fouriera:
1 , .
plyz) = ;|F(hkl)| exp|— 271 hx + ky +Iz) +ia(hki)]

|F(hkl)| - amplituda czynnika struktury dla refleksu (hk/)
o hkl) — kat fazowy
X, ¥, z— wspohrzedne w komorce elementarnej w przestrzeni rzeczywistej

h, k, [ — wspolrzedne w przestrzeni odwrotnej

Poniewaz intensywnos$ci na obrazach dyfrakcyjnych zawieraja jedynie informacje na
temat amplitud czynnikéw struktury, brak informacji o fazach stanowi tzw. problem fazowy.
Rozwigzanie struktury polega na rozwigzaniu problemu fazowego poprzez przypisanie
refleksom wstepnych faz, na tyle dobrych by uzna¢ rozwigzanie za poprawne, chociaz
obarczone bledami, ktdére nalezy usuna¢ w procesie udokladniania.

Jedng z metod rozwigzania problemu fazowego jest metoda podstawienia
czasteczkowego (Molecular Replacement, MR), zapoczatkowana przez Rossmanna i Blowa
(Rossmann,1962). Polega ona na wykorzystaniu faz czynnikow struktury pochodzacych
ze znanej struktury biatka jako wstepnych faz dla struktury nowego biatka. Metoda ta
pozwala na uzyskanie struktury nowego biatka z jednego natywnego zbioru danych
dyfrakcyjnych. Znana struktura biatka jest w tej sytuacji traktowana jako model fazowy.

Metoda podstawienia czasteczkowego moze by¢ zastosowana gdy szukana struktura
i model fazowy sa podobne, tzn. ich sekwencje aminokwasowe wykazuja przynajmniej 20%
homologi¢. Ta procedura bowiem jest oparta na obserwacji, ze bialka o homologicznej
sekwencji maja bardzo zblizony sposob faldowania tancucha polipeptydowego.

Mowiac bardzo ogdlnie, celem podstawienia czasteczkowego jest znalezienie takiej
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orientacji i polozenia dla modelu fazowego, ktore naloza go na docelowe biatko w jego
komorce elementarnej, a woéwczas z prawidlowo zorientowanego modelu obliczone zostang

wstepne fazy dla badanego biatka.

[C] \

x'=[C]x+d I

Rys. 10. Schematyczna prezentacja metody podstawienia czasteczkowego, gdzie x to model fazowy, x'

poszukiwany model, [C] macierz rotacji, d wektor translacji.

Powyzszy rysunek przedstawia schemat podstawienia czasteczkowego, gdzie x jest
modelem fazowym natomiast x' docelowa czasteczka. Aby rozwigza¢ badang strukture
potrzebna jest macierz rotacji [C], dzieki ktorej model fazowy znajdzie si¢ w tej samej
przestrzennej orientacji co szukana czasteczka, oraz wektor translacji d potrzebny do
nalozenia poprawnie zorientowanej czasteczki modelu fazowego na czasteczke badang.

Jesli w czeSci asymetrycznej znajduje si¢ jedna czasteczka, szukanych jest sze$¢
parametréw, trzy parametry rotacji i trzy translacji. Jednoczesne poszukiwanie wszystkich
parametréw ogromnie wydluza obliczenia ze wzgledu na duzg liczbe kombinacji. Procedure
te upraszcza oddzielenie poszukiwan najlepszej orientacji od poszukiwan najlepszego
polozenia.

Tradycyjne metody podstawienia czasteczkowego opieraja si¢ na wlasciwo$ciach
funkcji Pattersona. Wazna cecha funkcji Pattersona jest to, iz mozna ja obliczy¢ bez
informacji o fazach. Mapy Pattersona s3 mapami wektorowymi, przedstawiajacymi odleglosci
pomiedzy atomami w strukturze rzeczywistej jako wektory od poczatku ukiadu
wspotrzednych do maksimow na mapie Pattersona.

Wektory na mapie Pattersona moga by¢ podzielone na dwie kategorie. Wektory
wewnatrzczasteczkowe (pomiedzy atomami tej samej czasteczki) zaleza tylko od orientacji

czasteczki, nie zaleza natomiast od jej polozenia w komorce elementarnej, z tego wzgledu
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moga by¢ wykorzystane do obliczenia funkcji rotacyjnej. Wektory miedzyczasteczkowe
(pomiedzy atomami sgsiednich czasteczek) zaleza zar6wno od orientacji czasteczki jak i od
jej potozenia, zatem jesli wlasciwa orientacja zostanie ustalona w funkcji rotacyjnej, wektory
miedzyczasteczkowe moga postuzy¢ do okreslenia wlasciwej translacji.

Funkcja rotacyjna jest oparta na rotacji funkcji Pattersona i okresla zgodno$¢ mapy
Pattersona docelowego biatka z mapa Pattersona modelu fazowego. Celem poszukiwan jest
znalezienie takiej rotacji przy ktorej najwieksza liczba pikow obu map Pattersona pokryje sie,
czyli gdy funkcja rotacyjna przyjmie maksymalng warto$c.

Zapis pierwszej funkcji rotacyjnej dla podstawienia czasteczkowego jako calki

iloczynu dwoch funkcji Pattersona zaproponowali Rossmann i Blow (Rossmann, 1962):

R(@,B,1) = [P(w) [P, (u, )du

gdzie U jest objetoscia mapy Pattersona, zajeta przez wektory wewnatrzczasteczkowe,

a funkcje Pattersona mogg by¢ przedstawione jako szeregi Fouriera:

P(u) = % Z|F(h)|2 exp|— 277hu]

* exp[—27h'u_ |

P(u,) :égF(h')

gdzie: u; = [Clu
wektor h=(h k)

wektor u=(uvw)

Ostatecznie funkcja rotacyjna przedstawia si¢ wzorem:

2 IZG[—(h +h')]

R@B.Y) =5 > > lFaF(cln)

_ 3(sin 27K — 27K cOS 27‘5()
G= 3
(27x]

gdzie:
x=th+h)r
a,P,y — katy Eulera
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P(u) — funkcja Pattersona badanej struktury

P(u;) - funkcja Pattersona modelu fazowego

[C] — macierz rotacji

F(h); F(h') — czynniki struktury odpowiednio badanej struktury i modelu fazowego
U jest objetoscig sfery, o promieniu r; U = (47r°) / 3

Gdy wlasciwa orientacja modelu fazowego zostanie okre§lona, nalezy znalez¢ wektor
translacji. Moze to by¢ wykonane na dwa sposoby, poprzez obliczenie funkcji translacyjnej
lub tez przez tzw. poszukiwanie translacji.

W metodzie pierwszej, do obliczenia funkcji translacyjnej wykorzystuje si¢ wektory
miedzyczasteczkowe obecne na mapie Pattersona. OkreSlenie prawidtowej translacji jest
czasem bardziej skomplikowane niz okre$lenie rotacji, poniewaz funkcja translacyjna
czasteczek poprawnie i niepoprawnie ulokowanych r16zni si¢ jedynie wektorami
miedzyczasteczkowymi. Wektory wewnatrzczasteczkowe, ktore nie sa zalezne od potozenia
czasteczki tworza w tym przypadku duze tlo.

Funkcja translacyjna szeroko stosowana w metodzie podstawienia czasteczkowego

przedstawia si¢ wzorem:

72(x) = 3 |F,, (0,25 S FuFige ™™

i
Wewnatrzczasteczkowe wektory powinny by¢ odjete z funkcji Pattersona obserwacji,
by da¢ w przyblizeniu zbior wektorow miedzyczasteczkowych.

2

:|Fvcalc(h)|2 _k(F;” +F]512)

|Fcalc (h)

Cross

|F (h)|2 :Fcalc(h)Fc‘ic(h) :(FMI +FM2)(FA5|1 +F]\/212)

calc
gdzie:

X=x1—X2

X1, X2 —potozenie srodkow czasteczek

k — czynnik skali ktéry sprowadza obserwowane i obliczone czynniki struktury do wspolnej skali

Fui 1 Fuz sg czynnikami struktury dwoch czasteczek w punkcie h przestrzeni odwrotnej, a F* sg ich
liczbami sprzgzonymi.

Dla czasteczki, ktora zostala przesunigta o wektor x z pierwotnego polozenia jedynie faza czynnika

struktury zmienia sie i F)y; staje sie Fye*™.
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W metodzie tzw. poszukiwania translacji jako wskaznik poprawnego potozenia
czasteczki oblicza sie czynnik R lub wspolczynnik korelacji C. Metoda prob i bledow
przesuwa si¢ model fazowy w cze$ci asymetrycznej i oblicza amplitudy czynnikow struktury

modelu w nowym potozeniu by poréwnac je z obserwowanymi amplitudami:

e

k | calc

obs

;| obs

gt FoT b
S Bl P B3 B -

k we wzorze to czynnik skali wyrownujacy obliczone i obserwowane czynniki do tego samego

Fcalc

2

obs

C_

poziomu.

R przyjmuja najnizsza warto$¢ gdy polozenie modelu jest najbardziej zblizone do

prawidlowego, C przyjmuje w takiej sytuacji najwyzsza wartosc¢.

Modyfikacja gestosci elektronowej

Pierwsza mapa gestosci elektronowej moze by¢ obliczona po uzyskaniu informacji
fazowych w podstawieniu czasteczkowym. Mape te tworza obserwowane amplitudy
czynnikow struktury oraz katy fazowe bedace jedynie przyblizeniem prawidlowych faz dla
struktury bialkowej. Czesto jako$¢ takiej mapy jest niewystarczajaca by jednoznacznie
okresli¢ przebieg lancucha polipeptydowego, a to zwieksza ryzyko wprowadzenia do modelu
bledéw, ktore beda trudne do usuniecia w trakcie udokladniania.

Procedura modyfikacji gestosci elektronowej (density modification) pozwala poprawic¢
katy fazowe, a co za tym idzie jako$¢ mapy. Jedna z metod jest tzw. splaszczenie obszaru
rozpuszczalnika (solvent flattening). Z. dobrze udoktadnionych struktur wiadomo, ze gestos¢
elektronowa w rejonie rozpuszczalnika pomiedzy czasteczkami bialka ma charakter plaski.

Jest to zwigzane 2z nieuporzadkowanym, dynamicznym charakterem czgsteczek
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rozpuszczalnika w tym rejonie. Najbardziej statyczne czasteczki rozpuszczalnika znajduja sie
wewnatrz biatka lub w postaci pojedynczej lub podwdjnej warstwy na powierzchni czasteczki
biatka.

Jesli zidentyfikuje si¢ obszar zajety przez czasteczki biatka, wowczas szumy
pochodzace z rejonu rozpuszczalnika moga by¢ usunigte poprzez sprowadzenie gestosSci
elektronowej w tym rejonie do niskiej stalej wartosci. Obszar zajmowany przez biatko moze
by¢ wyznaczony na podstawie procentowej zawartosci rozpuszczalnika przy zalozeniu, ze jest
ona o 5-10% nizsza niz w rzeczywistosci by nie utraci¢ zadnych pikéw gestosci elektronowe;j
pochodzacych od biatka. Metode ta zaproponowal Wang (1985). Splaszczenie obszarow
rozpuszczalnika daje zmodyfikowana mape, ktora stuzy do obliczenia zmodyfikowanych
amplitud czynnikow struktury i katéw fazowych przy uzyciu odwrotnej transformacji
Fouriera. W nastepnym kroku obliczana jest nowa mapa gestosci elektronowej na podstawie
obserwowanych amplitud czynnikoéw struktury oraz katow fazowych pochodzacych tylko
z procedury splaszczania obszaru rozpuszczalnika lub z polaczenia tych faz z katami
fazowymi z podstawienia czasteczkowego. Wybor zalezy od jakosci wyjsciowych faz,

zakresu rozdzielczosci i zawarto$ci rozpuszczalnika.

r----—_- - - - - - =-=-=-=-=-=-=-=== |

= ;Z‘F[hk[}‘exp[— 272 hox + ky + Iz) + i hKl)| |

|Fobs|, Otmr » gestosc elektronowa (pxyz)

\ / modyfikacja

o gestosci
kombinacja oo, |Fobs| elektronowej

|

|

[

|

|

faz |

/ '

: zmodyfikowana

|Feaic|, Otcalc = : gestosc elektronowa
|
|

(pxyzmod)

Przestrzer rzeczywista

Przestrzert odwrotna

Rys. 11. Schemat modyfikacji gestoSci elektronowe;j.
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Podczas modyfikacji gestosci elektronowej mozna takze wykorzysta¢ obecno$é
symetrii niekrystalograficznej. Gestos¢ elektronowa czasteczek badz podjednostek
zwigzanych symetrig niekrystalograficzng, jest w przyblizeniu rowna, co naklada pewne
ograniczenia na bialkowe czynniki struktury, a przez to i na katy fazowe. Im wigcej
elementow zwigzanych symetrig niekrystalograficzng znajduje si¢ w czeSci asymetrycznej
tym lepszy efekt mozna uzyska¢. Postepowanie jest podobne do opisanego wyzej:
z uSrednionej mapy oblicza si¢ katy fazowe, ktore wraz z obserwowanymi amplitudami
czynnikow struktury stuza do otrzymania poprawionej mapy.

Dla lepszych wynikéw cykl modyfikacji gestosci elektronowej jest powtarzany

wielokrotnie.

W niniejszej pracy w celu modyfikacji gestosci elektronowej skorzystano z programu
DM z pakietu CCP4 (CCP4, 1994).

Udoktadnianie modelu biatkowego

Wynikiem podstawienia czasteczkowego jest przyblizony model struktury biatkowe;j.
Czynniki struktury obliczone na podstawie tego modelu s3 zwykle w stabej zgodnos$ci
z obserwowanymi czynnikami struktury. Zgodno$¢ pomigdzy obliczonymi i obserwowanymi
czynnikami struktury jest monitorowana poprzez warto$¢ czynnika rozbieznosci R. Dla
modelu poczatkowego R przyjmuje zwykle wysoka warto$¢, teoretyczna wartos¢ dla

przypadkowej niecentrosymetrycznej struktury wynosi 59% (Wilson, 1950).

F obs

;|Fobs|

k — czynnik skali potrzebny by umiesci¢ Feu. W tej samej skali co Fops

- k|Fcalc|

22

Proces udokladniania polega na poprawianiu modelu atomowego tak by znalezé

blizsza zgodno$¢ pomigdzy obliczonymi i obserwowanymi czynnikami struktury. Dokonuje
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si¢ tego poprzez zmian¢ poloZenia oraz czynnika temperaturowego dla kazdego atomu
w strukturze.

Ze wzgledu na zwykle duza liczbe atoméw w strukturze biatkowej liczba koniecznych
do udokladnienia parametréw jest bardzo wysoka w stosunku do liczby zmierzonych
refleksow niezaleznych. Z tego wzgledu konieczne jest wlaczenie dodatkowych informacji do
procesu udokladniania (Briinger, 1993). Po pierwsze s3 to stereochemiczne dane ustalone
z wysoka dokladnos$cia dla struktur zwigzkéw matoczasteczkowych, takich jak aminokwasy
i male polipeptydy, ktére przyjmuje si¢ za obowigzujace takze dla bialek (Engh, 1991).
Ponadto, poniewaz rozpuszczalnik wypehiajacy kanaly pomiedzy czasteczkami biatka
w krysztale jest nieuporzadkowany przyjmuje sie, iz gesto$¢ elektronowa ma stalg wartos¢
w tym obszarze. Dodatkowo, jes$li obecna jest symetria niekrystalograficzna, stanowi¢ ona
moze istotne wsparcie podczas udokladniania narzucajac rowno$¢ na czasteczki lub
podjednostki zwigzane symetrig niekrystalograficzna.

Wspomniane wyzej parametry stereochemiczne moga by¢ wykorzystane w procesie
udokladniania na dwa sposoby:

- traktowane jako wigzy sztywne (constraints) - wowczas jedynie katy dwusScienne
udokladnianego modelu moga sie zmienia¢. Sposob ten efektywnie redukuje ilo$¢
parametréw do udokladniania.

- traktowane jako wiezy migkkie (restraints) - dlugosci wigzan, katy walencyjne i kontakty
van der Waalsa zmieniajace si¢ wokol standardowej wartosci, w sposob kontrolowany przez
odpowiednio dobrane wagi okreslajace dopuszczalne odchylenie od wartosci idealnych.

Techniki udokladniania modeli czasteczkowych opieraja si¢ na metodach

najmniejszych kwadratow i maksymalnej wiarygodno$ci.

Istnieje wiele programow i procedur stuzacych do udokladniania modelu biatkowego.
W niniejszej pracy postuzono sie programem CNS 1.1 (Brunger, 1998), dysponujacym
wieloma technikami prowadzacymi do poprawy modelu bialkowego. Ponizej opisano te
wykorzystane w pracy.

Przed przystapieniem do procesu udokladniania zbior refleksow w formacie MTZ
zostal przeksztalcony na plik tekstowy HKL czytelny dla programu CNS przy zastosowaniu
programu MTZ2VARIOUS z pakietu CCP4.

Udokladnianie prowadzono dla catego zakresu rozdzielczo$ci, poniewaz zastosowano
poprawke na obszar nieuporzadkowanego rozpuszczalnika (bulk solvent correction).

W przeciwnym razie nalezaloby wykluczy¢ z procesu udokladniania niskorozdzielcze dane
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do rozdzielczoéci okolo 8 A poniewaz niosg ze sobg duzo szumoéw pochodzacych od
obszaré6w  zajetych przez rozpuszczalnik. Korekcja obszaréw  zajetych przez
nieuporzagdkowany rozpuszczalnik polega na obliczeniu maski wokét czasteczki biatka na

podstawie wspolrzednych, region poza maska to obszar rozpuszczalnika.

Udokladnianie ,,bryl sztywnych”

Udokladnianie za pomoca ,,bryl sztywnych” (rigid-body refinement) jest procesem,
w ktorym udokladnia si¢ polozenie ,sztywnych” grup atomoéw. Model bialkowy jest
traktowany jako grupa atomow lub zostaje podzielony na kilka takich grup. Dla kazdej grupy
udokladnia sie sze$¢ parametréw, trzy rotacyjne (okreSlone przez katy Eulera) i trzy
translacyjne. Zmiana polozenia jednej grupy oznacza przesunigecie dla wszystkich atomow
w tej grupie.

Udokladnianie ,bryt sztywnych” jest zalecane jako pierwszy etap udokladniania

modelu pochodzacego z podstawienia czasteczkowego.

Podczas udokladniania modeli Ptk metoda ,,bryt sztywnych” w programie CNS jako
grupy atomow przyjmowano zwykle cale tancuchy biatkowe Iub ich fragmenty w przypadku

luki w modelu.

Udokladnianie przez symulowane wygrzewanie

Procedura udokladniania modelu poprzez ,symulowane wygrzewanie” (simulated
annealing - ,sa”) jest bardzo skuteczng technika. Pozwala unikng¢ osiaggniecia lokalnego
minimum na rzecz globalnego minimum, co bywa trudne przy zastosowaniu tradycyjnych
metod udokladniania metoda najmniejszych kwadratow. W metodzie ,,sa”, w sposob
symulowany umieszcza si¢ biatko w wysokiej temperaturze, nadajac atomom wieksza

swobode ruchow i pozwalajac na zmiange konformacji modelu w szerokim zakresie.

Procedure ,,sa” prowadzono w programie CNS, ktory wykorzystuje w tym celu
dynamike katow torsyjnych. Dynamika katow torsyjnych (torsion angle dynamics) redukuje
liczbe udoktadnianych parametréw i w ten sposob redukuje problem nadinterpretacji danych.
Dla modeli poczatkowych stosowano temperature startowa 5000 K. W dalszych etapach
udokladniania temperaturg startowa ograniczono do 1500 K. W kazdym cyklu udokladniania
temperature obnizano o 50 lub 100 K. Zaréwno przed jak i po cyklach ,,sa” przeprowadzano

procedure minimalizacji energii.
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Udokladnianie grupowych czynnikow temperatury

Grupowe udokladnianie czynnikéw temperaturowych (B-group refinement) jest
wykorzystywane by ograniczy¢ liczbe obliczanych parametréw. Ma to szczegdlne znaczenie
dla niskorozdzielczych struktur, gdy stosunek liczby parametrow do liczby refleksow
niezaleznych  uniemozliwia obliczenie indywidualnych izotropowych czynnikow
temperaturowych.

Podczas grupowego udokladniania czynnikéw temperatury, dla kazdej reszty
aminokwasowe]j obliczane s3 dwie wartosci czynnikow B, jedng dla atoméw lancucha

glownego i drugg dla atomoéw tancucha bocznego.

Udokladnianie w przestrzeni rzeczywistej

W celu manualnej przebudowy modelu w przestrzeni rzeczywistej obliczano
oa-wazone mapy 2F,-F. i Fo-F. z czynnikow struktury otrzymanych na podstawie aktualnego
modelu biatkowego. W przypadkach problematycznych korzystano z mapy sa-omit.

Do wizualizacji i przebudowy modeli Pfk postuzono si¢ programem Xfit z pakietu
XtalView (McRee, 1999) oraz Coot (Emsley, 2004).

Pozostate programy uzyte w pracy

LSQKAB (Kabsch, 1976) z pakietu CCP4
Wykorzystano w celu wizualizacji roznic i podobienstw w budowie
przestrzenne]j czasteczek bialkowych, a takze do okreslenia translacji oraz
macierzy rotacji pomigdzy poszczegdlnymi lancuchami w czeSci
asymetrycznej.

Program LSQKAB z pakietu CCP4 shizy do poroéwnywania
trojwymiarowych struktur zapisanych w postaci wspolrzednych w formacie
PDB. Jeden zbiér wspotrzednych jest przesuwany tak by nakladal sie na
referencyjny zbior wspélrzednych. Srodek ciezkosci poruszajacego sie
zbioru jest najpierw przesuwany na Srodek cig¢zkos$ci nieruchomego zbioru
i wowczas szukana jest macierz rotacji przy uzyciu metody zasugerowanej
przez Kabscha. Macierz rotacji jest zdefiniowana wzgledem prostokatnego

systemu wspotrzednych.
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Definition of Secondary Structure of Proteins (Kabsch,1983)
Program zostal uzyty w celu zdefiniowania elementow struktury
drugorzedowej dla badanych enzymdéw na podstawie tréjwymiarowych

wspotrzednych.

(Laskowski, 1993)
Program postuzyl do geometrycznej analizy struktury oraz kontroli

poprawnosci stereochemiczne;j.

(Thompson, 1994)
W programie przeprowadzono poréwnanie dwoch lub wiekszej liczby
sekwencji w celu okreSlenia stopnia identyczno$ci i podobienstwa, oraz

identyfikacji obszaréw ewolucyjnie zachowanych.

(DeLano, 2002)
Postuzyt do wykonania ilustracji przedstawiajacych modele bialkowe oraz
mapy gestosci elektronowej z zastosowaniem roznych sposobow prezentacji

fancuchéw polipeptydowych.
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Wyniki
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12S Pfk z Saccharomyces cerevisiae

Preparatyka i oczyszczanie bialka

Enzym 12S Pfk zostal otrzymany w 2002 w pracowni kierowanej przez profesora
Kopperschldgera na Uniwersytecie w Lipsku. Sposéb przygotowania bialka zostal opisany
w publikacjach zrodlowych cytowanych nizej oraz w rozprawie doktorskiej Ingrid Mechin. W
niniejszej pracy nadmieniono jedynie przebieg preparatyki.

Przygotowanie 21S Pfk

Zrédlem Pfk byl rekombinowany szczep PS1 z Saccharomyces cerevisiae (MATa
ura3-52 leu2-3,112 his4-519 pep4-3 gal2 cir") zawierajacy geny PFKI i PFK2. Enzym byt
oczyszczany w oparciu o metod¢ Hofmanna i Kopperschligera (1982) z nastepujacymi
modyfikacjami:

- zamiast sonikacji, komorki drozdzy zostaly rozbite podczas 5 minutowego wytrzasania
w Vibrogen Cell Mill, type Vi 4 (Biihler, Tiibingen, Germany) w buforze zawierajacym
50 mM fosforanu sodu, pH 7, 5 mM 2-merkaptoetanolu i 0,5 mM PMSF (Bufor A).

- pierwsze stracanie siarczanem amonu zastgpiono frakcjonowaniem przez wytracanie
z glikolem polietylenowym 6000 3,5% i 14% (w/v) PEG. Pierwszy osad zostal wyrzucony,
drugi natomiast zawieral enzym i zostat rozpuszczony w Buforze A.

- w chromatografii powinowactwa, uzyto Cibacron Blue F3G-A-Sephadex G 100, enzym
zostal wymyty Buforem A z dodatkiem 5 mM ATP, 10 mM MgCl, zamiast siarczanu amonu.
Przygotowanie 12S Pfk

Ograniczong proteoliz¢ 21S Pfk przeprowadzono za pomoca o-chymotrypsyny
zgodnie z procedura Bir'a (1988), z ta roznica, ze filtracje zelowa zastapiono przez
chromatografie HPLC Resource Q column (powt6rzong dwukrotnie). Oczyszczona 12S Pfk
wykazywala homogenno$¢ na zelu elektroforetycznym SDS-PAGE. Aktywno$¢ enzymu
zmierzono przez zmieszanie 1,0 ml roztworu zawierajacego 100 mM imidazolu/HCI pH 7,2,
3mM Fru6-P, 0,6 mM ATP, 1 mM AMP, 5 mM siarczanu magnezu, 5 mM AS, 0,2 mM
NADH i enzymow (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowago, izomeraza
triozofosforanowa i aldolaza) z 20 ml roztworu bialka. Stezenie NADH w 25 °C
obserwowano przy fali o dlugosci 340 nm: ubytek dwdch czasteczek NADH odpowiadat

utracie jednej czasteczki Fru6-P.
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Krystalizacja

Krysztaly drozdzowego biatka zostaly otrzymane w 2002 roku, przez Ingrid Mechin,
owczesng doktorantke Uniwersytetu w Lipsku. Krystalizacje prowadzono metoda dyfuzji par
w ukladzie wiszacej kropli. Bialko krystalizowalo nad roztworem rezerwuarowym
zawierajacym: 6% PEG 4000, 0,2 M octan sodu i 0,1 M bufor MES o pH 6,5. Kropla
zawierala 3 pl roztworu biatka o stezeniu 8 mg/ml z dodatkiem fruktozo-6-fosforanu
i fruktozo-2,6-bisfosforanu oraz 3 pl roztworu rezerwuarowego. Proces krystalizacji trwal od
dwoch do trzech tygodni, a krysztaly rosly w postaci zro$nietych igiel jak i pojedynczych,
nadajacych si¢ do pomiaréw dyfrakcyjnych (Fot. 2).

Tabela 1. Warunki krystalizacji 12S Pfk z S. cerevisiae.

Metoda dyfuzja par w ukladzie wiszacej kropli
Temperatura 4°C

Stezenie biatka 8 mg/ml

Bufor 0,1 M MES, pH 6,5

Czynnik stracajacy 0,2 M octan sodu, 6% PEG 4000
Dodatki Fru6-P, Fru2,6-P,

Fotografia 1. Krysztaly Ptk z S. cerevisiae.
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Pomiary dyfrakcyjne i obrébka danych

Pomiary dyfrakcyjne natywnego krysztalu drozdzowego Pfk zostaly przeprowadzone
przez Ingrid Mechin i profesora Wojciecha Rypniewskiego w 2002 roku. Dane
zarejestrowano na linii pomiarowej BW7B znajdujacej si¢ w osrodku synchrotronowym
DESY w Hamburgu (DORIS storage ring, EMBL / DESY, Hamburg), przy uzyciu detektora
MAR IP 300 mm i wigzki o dlugosci fali 1,1044 A. Ingrid Mechin indeksowala i integrowata
obrazy dyfrakcyjne w programie DENZO (Otwinowski, 1997), natomiast skalowala
w programie SCALEPACK (Otwinowski, 1997), otrzymujac zbior danych dyfrakcyjnych
o zadowalajacej statystyce (Tabela 2).

Tabela 2. Parametry pomiaru dyfrakcyjnego oraz statystyka natywnego zbioru danych dyfrakcyjnych
dla biatka 12S Pfk z S. cerevisiae.

Wiazka (zrodlo promieniowania) BW7B (EMBL/DESY, Hamburg)
Dlugosc¢ fali [A] 1,1044

Temperatura pomiaru [K] 100

Grupa przestrzenna P2,2,2,

Parametry komorki elementarnej [A,°] a=180,1 b=186,2 c=236,5 0=p=y=90,00
Mozaikowos¢ [°] 0,45

Zakres rozdzielczosci [A] 35-2.90 (2,95 - 2,90)

Rym [%] 7,3 (42,4)

<l/o(I)> 15 (2)

Kompletnos¢ [%] 98,5 (98,0)

Liczba zmierzonych refleksow 689 963

Liczba refleks6w niezaleznych? 172763

Krotno$¢ obserwacji 4,0

W nawiasach umieszczono dane dla ostatniego przedziatlu rozdzielczosci.

8 Roym = X Zi [I(hkD) — <I(hkD)>| | T Z: I(hkD), gdzie I(hkD) i <I(hkl)> sa odpowiednio obserwowang indywidualng
i $rednig intensywno<cia refleksu o wskaznikach #kl, ¥; jest suma pomiaréwi refleksow o wskaznikach AkI, X jest
sumga dla wszystkich refleksow.
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Podstawienie czgsteczkowe

Struktura 12S Pfk z S. cerevisiae (tu oznaczana skrotem — yeast-12S-Pfk) zostala
rozwigzana przez Ingrid Mechin metoda podstawienia czasteczkowego w dwodch etapach.
W pierwszym etapie podstawienia czasteczkowego jako modelu uzyto biologicznego
tetrameru E. coli w stanie R (Shirakihara, 1988; kod PDB: 1PFK). Obliczen dokonano
w programie AMoRe (Navaza, 1994; 2001) dla zakresu rozdzielczosci od 15 do 4 A.
Positkujac si¢ analiza symetrii niekrystalograficznej (w programie RFCORR z pakietu CCP4)
oraz upakowania w Kkrysztale, znaleziono dwa prawidlowe rozwigzania, ktére razem
odpowiadaly tetramerowi a">f'>» Ptk z formy 12S. Te dwa rozwigzania razem zostaly uzyte
jako model podczas drugiego podstawienia czasteczkowego otrzymujac dwa prawidlowe
rozwigzania odpowiadajace dwom drozdzowym tetramerom, lub inaczej czterem tetramerom
bakteryjnym. Uzyskane rozwigzanie zostalo poréwnane z modelem Pfk 21S uzyskanym
metoda mikroskopii elektronowej (Ruiz, 2001) potwierdzajac poprawno$¢ rozwigzania.

Poniewaz podstawienie czasteczkowe przeprowadzono dla refleksow w przedziale
rozdzielczosci 15,0 — 4,0 A, brakowalo informacji fazowych dla pozostalego zakresu
rozdzielczo$ci. Fazy zostaly rozszerzone przy uzyciu programu DM (Cowtan, 1994) dla

eksperymentalnych amplitud czynnikow struktury w przedziale rozdzielczosci 35,0 - 2,9 A.

Udokladnianie struktury

Pierwsza faz¢ udokladniania wykonala Ingrid Mechin. W programie TURBO-FRODO
(Roussel, 1991) dokonala przebudowy modelu pochodzacego 2z podstawienia
czasteczkowego. W pierwszej kolejnosci dokonala recznego wpasowania fragmentow
struktury drugorzedowej fancuchéw biatka z E. coli w mape gestosci elektronowej usredniong
w programie DM. Analiza mapy pozwolila na przypisanie jej do lancuchow a i B. Reszty
aminokwasowe byly uwaznie ,mutowane” i wpasowywane w mapeg, pewne partie modelu
zostaly usunigte, inne dobudowane. Model udokladniano uzywajac programu CNS (Brunger,
1998), wykorzystujac opcje NCS z silnymi wi¢zami oraz poprawke na obszar
nieuporzagdkowanego rozpuszczalnika (bulk solvent corrections). Czynniki temperaturowe

udokladniano grupowo tzn. dla kazdej reszty obliczano jeden czynnik B dla atoméw tancucha
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glownego oraz jeden czynnik B dla atoméw lancucha bocznego. Model koncowy zbudowany
przez Ingrid Mechin zawieral 4858 reszt aminokwasowych oraz 16 czasteczek substratu

Fru6-P, jego statystyke umieszczono w Tabeli 3.

Tabela 3. Statystyka modelu sporzadzonego przez Ingrid Mechin.

Liczba reszt aminokwasowych 4858

Liczba czasteczek ligandow 16 czasteczek Fru6-P
R/ Riree 0,319/0,364

FOM 0,682

Moja praca nad modelem fosfofruktokinazy drozdzowej rozpoczela si¢ od wyzej
opisanego modelu. Poczatkowo proces udokladniania prowadzony byl przeze mnie przy
pomocy dwoch programow, Refmac5 (Murshudov, 1997) oraz CNS 1.1. Lepsze wyniki oraz
opcje bardzo przydatne podczas udokiadniania stosunkowo niskorozdzielczych danych,
zdecydowaly o stosowaniu w dalszych obliczeniach wylacznie programiu CNS. Ze wzgledu
na duze rozmiary czasteczki Pfk proces udokladniania nalezalo prowadzi¢ bardzo uwaznie.
Wraz z dobudowywaniem kolejnych reszt aminokwasowych zmniejszal si¢ stosunek liczby
refleksow do ilosci udokladnianych parametréw. Finalny model Pfk zawiera 46605 atomow,
gdyby dla kazdego atomu udokladnia¢ cztery parametry, tj. wspoéhzedne x, y, z oraz
indywidualne izotropowe czynniki temperaturowe, wowczas liczba koniecznych do
obliczenia parametréw wynioslaby 186420. Przy 172763 niezaleznych refleksach taka ilo$¢
udokladnianych parametrow jest niedopuszczalna, gdy stosunek obserwacji do parametrow
staje si¢ mniejszy od 1 niemozliwy jest prawidlowy przebieg udokladniania. Dlatego
wskazane bylo ograniczenie liczby optymalizowanych parametrow oraz niejednoczesne ich
udokladnianie. Proces udokladniania byl za kazdym razem prowadzony w trzech etapach.
Po pierwsze korzystano z procedury tzw. symulowanego wygrzewania z korekcja dla
poczatkowych czynnikow B oraz rozpuszczalnika, po czym prowadzano grupowe
udokladnianie = czynnikéw temperaturowych, a nastgpnie minimalizacj¢ energii
i optymalizacj¢ wspolrzednych atomowych. Poczatkowo narzucano silne wigzy NCS,
w kolejnych etapach coraz stabsze tak by zachowac¢ akceptowalne roznice pomiedzy
czynnikiem R i Rge. Proces obliczeniowy byl przeprowadzany na przemian z manualng
przebudowa modelu w oparciu o wazone mapy gestosci elektronowej 2F,-F. oraz F,-F..
Poczatkowo stosowano w tym celu program TURBO-FRODO, nastepnie Xfit z pakietu
XtalView (McRee, 1999), a na koncowym etapie Coot (Emsley, 2004).
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Wyijsciowy model, tj. model przygotowany przez Ingrid Mechin zostal
przearanzowany oraz rozbudowany, przyklad wprowadzonych zmian moze obrazowac

rysunek 12.

Rys. 12. Natozenie modelu koncowego Ingrid Mechin (kolor r6zowy), na opracowany przeze mnie model

yeast-12S-Pfk (kolor z6lty) w wazonej mapie gestosci elektronowej 2F,-F..

Statystyka modelu koficowego zostala umieszczona w Tabeli 4. Ze wzgledu na niska

rozdzielczo$¢ nie wmodelowano zadnej czasteczki rozpuszczalnika.

Tabela 4. Statystyka procesu udokladniania modelu yeast-12S-Pfk.

Uzyty program CNS 1.1

Zakres rozdzielczosci 35,0 -2,9

Liczba reflekséw niezaleznych 172763

Liczba reszt aminokwasowych 6068

Liczba czasteczek ligandow 8 czasteczek Fru6-P

8 czasteczek Fru2,6-P,

Liczba atomow biatka 46310
Liczba atomow ligandow 288

R/ Riree 0,24 /0,31
FOM 0,73
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Analiza jakosci modelu

Udokladniony model yeast-12S-Pfk posiada dobra geometrig, co potwierdzila analiza
w programie PROCHECK (Laskowski, 1993). Wykres Ramachandrana (Ramachandran,

1963) pokazuje, ze 79,0% reszt aminokwasowych znajduje sie¢ w konformacji

uprzywilejowanej, podczas gdy dla tej rozdzielczosci typowa warto$¢ to 68,7% jak podaje

program PROCHECK.

180

Psi (degrees)

Phi (degrees)
. . yeast-12S-Pfk
Reszty aminokwasowe na wykresie Ramachandrana

liczba %
- w konformacjach uprzywilejowanych 4181 79,0
- w konformacjach dozwolonych 917 17,3
- w konformacjach wzglednie dozwolonych 125 2,4
- w konformacjach niedozwolonych 69 1,3
Liczba reszt aminokwasowych z wylaczeniem glicyny i proliny 5292 100,0

Liczba wszystkich reszt aminokwasowych w modelu 6068

Rys. 13. Wykres Ramachandrana przedstawia wartosci katow dwusciennych v i ¢ laficucha gléwnego.
Reszty aminokwasowe z wyjatkiem glicyny i proliny oznaczono za pomoca kwadratu, reszty glicynowe
za pomocy trojkata, a proliny nie zostaly umieszczone na wykresie. Reszty aminokwasowe zlokalizowane

w niedozwolonym regionie zaznaczono kolorem czerwonym.

Wartosci $redniego kwadratowego odchylenia (rmsd, root-mean-square deviation) od
idealnych dlugosci wigzan oraz katow, potwierdzaja dobra geometri¢ modelu i wynosza

odpowiednio 0,008 A i 1,404°.
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Mapy gestosci elektronowej

Wazona mapa 2F.-F. dla modelu yeast-12S-Pfk jest dobrej jakosci, biorac pod uwage
niska rozdzielczo$¢ 2,9 A. Dla wiekszosci aminokwasowych lancuchéw glownych, gestosé
elektronowa jest dobrze widoczna przy 1o, rozklada sie¢ w sposéb ciagly wytyczajacy ksztalt
fancucha biatkowego. Jako$¢ mapy pozwolila na wmodelowanie spodziewanej dlugosci
fancuchéw polipeptydowych, nie jest jednak tak samo wyrazna dla poszczegolnych

fragmentow w analogicznych fancuchach.

Rys. 14. Przyklad wazonej mapy gestosci elektronowej 2F,-F., kontur 1o.

Gestos¢  elektronowa dla wigkszosci aminokwasowych tancuchow bocznych
zawierajacych pierScien, tj.: tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny i histydyny, jest dobrze
zdefiniowana potwierdzajac prawidlowe wmodelowanie sekwencji (Rys.15). Przy czym
istnieje takze duza ilo$¢ nieuporzadkowanych tancuchow bocznych, nieposiadajacych mapy

gestosci elektronowej badz jedynie mape szczatkowa.

Rys. 15. Mapa gestosci elektronowej dla

pierscieniowych tancuchéw bocznych.
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Asymetryczna cze$¢ komorki elementarnej

Komorka elementarna krysztatu yeast-12S-Pfk zloZona jest z 4 asymetrycznych czeSci
wynikajacych z obecnosci trzech dwukrotnych osi srubowych (grupa przestrzenna P2,2,2,).
W niezaleznej cze$ci komorki elementarnej znajduje sie 8 fancuchoéw biatkowych, 4 tancuchy
a" i 4 fancuchy B', co odpowiada 2 tetramerom formy 12S (produkt proteolizy natywnej Pfk
o wspolczynniku sedymentacji 21S). Podjednostki a" zostaly oznaczone w strukturze jako
fancuchy A, C, E, G, podjednostki f' jako lancuchy B, D, F, oraz H. Dwa tetramery 12S
sa ulozone w czgsci asymetrycznej w sposob przypominajacy natywny heterooktamer 21S

i oddzialuja ze sobg poprzez kontakt migdzy tancuchami Ai E oraz C i G.

Rys. 16. Zawarto$¢ asymetrycznej czesci komorki elementarnej struktury yeast-12S-Ptk (dwa

tetramery 12S Pfk). Krawedzie przedstawiajg komorke elementarna.

Struktura czwartorzedowa Pfk z Saccharomyces cerevisiae

Forma 12S drozdzowej fosfofruktokinazy wystepuje w roztworze w postaci

tetramerycznej. Struktura krystaliczna yeast-12S-Pfk w czeSci asymetrycznej zawiera dwa
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tetramery 12S, ktére oddzialuja w sposob przypominajacy natywny heterooktamer 218S.
Mozna to zauwazy¢ porownujac model krystalograficzny z obrazem mikroskopii
elektronowej (Ruiz, 2003; Ruiz, 2007) (Rys.17).

Rys. 17. a) model Pfk 21S otrzymany technika mikroskopii elektronowej, przedstawiony w postaci
siatki; b) struktura krystalograficzna (dwa tetramery Pfk 12S) zaprezentowana jako powierzchnia van

der Waalsa.

Tetramer gorny i dolny sa skrecone w stosunku do siebie pod katem okolo 75°
(co zaobserwowano juz w badaniach cryo-EM) (Rys.17). Oba tetramery oddziatuja ze soba
poprzez podjednostki o, ktére tworza rdzen czasteczki, podjednostki (' s3 natomiast
zlokalizowane na zewnatrz czasteczki, a ich oddzialywania nie maja wplywu na tworzenie
struktury oktamerycznej (Rys.18).

Podjednostki a" i B' oddzialuja ze sobg w charakterystyczny sposéb tworzac dimery.
Dimer o'"/f' ma ksztalt globularny z cylindrycznym kanalem biegnagcym pomiedzy
podjednostkami. Podjednostki w dimerze sa ulozone tak, iz N-terminalna cze$¢ jednej
z podjednostek oddzialuje z N-terminalng cz¢$cig drugiej podjednostki, a czg$¢ C-terminalna
tej pierwszej podjednostki z C-terminalng cze$cig drugiej podjednostki. Czasteczka Pfk
zbudowana jest z czterech takich dimeréw a'/f', stworzonych przez fancuchy AB, CD, EF

oraz GH. Dimery AB i CD tworza gérny tetramer, dimery EF oraz GH - tetramer dolny.
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Rys. 18. Heterooktamer drozdzowy z zaznaczonymi elementami struktury drugorzedowej oraz dimer AB

z innej perspektywy. Podjednostki a" zaznaczono na kolor z6lty, podjednostki ' na kolor bordowy. Kolor

zielony — substrat w miejscu katalitycznym, Kolor niebieski aktywator w miejscu efektorowym.

Poréwnanie drozdzowych dimeréw wskazuje na wigksze roznice pomiedzy dimerami

pochodzacymi z dwoch tetrameréw, niz pomigdzy dimerami tworzacymi ten sam tetramer

(Tabela 5). Roznice s3 jednak na tyle male by uznawac¢ dimery i tetramery za ekwiwalentne.

Tabela 5. R6znice pomiedzy dimerami w yeast-12S-Pfk wyrazone poprzez wartosci rmsd.

Maksymalne | Liczba porownywanych
Rmsd XYZ [A]
odchylenie XYZ atomow Ca
dimer AB /dimer CD 0,541 1,279 1236
dimer EF / dimer GH 0,492 1,156 1242
dimer AB / dimer EF 0,709 1,677 1280
dimer AB / dimer GH 0,704 1,663 1278

Wzdhiz dhuzszej osi oktameru przez cala dlugos$¢ czasteczki biegnie kanal o $rednicy

okolo 18 A. Przypuszczalnie moze on by¢ wynikiem oktameryzacji i ulatwia¢ dostep

czasteczkom ligandu do kieszeni efektorowych.
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Struktura drugorzedowa

Podjednostka enzymu eukariotycznego powstala na skutek duplikacji i fuzji genu
bakteryjnego, w konsekwencji w jej strukturze widoczny jest dwukrotnie powtérzony motyw
pofaldowania odpowiadajacy struktura podjednostce bakteryjnej. Drozdzowa podjednostka
sktada sie¢ zatem z dwéch domen, N- i C-terminalnej, nazywanych takze polowkami,
z ktorych kazda zawiera bakteryjny motyw strukturalny. Taka aranzacja dotyczy obu typow
podjednostek, a" i p'.

Kazda z domen drozdzowej podjednostki dzieli si¢ na dwie subdomeny, mniejsza
i wieksza. Mniejsza subdomena sklada si¢ z arkusza B zlozonego z 4 réwnolegltych
fancuchoéw P otoczonych 5 helisami a. Wieksza subdomena sklada si¢ z arkusza B, ztozonego
z 7 tancuchéw B, 5 wewnetrznych jest réwnoleglych, dwa zewngtrzne s antyréwnolegle.
Arkusz B w wiekszej subdomenie jest takze otoczony przez helisy a. W strukturze obecnych
jest takze kilka pojedynczych skretow helisy 3.

N- i C-terminalne domeny drozdzowej podjednostki polaczone s3 ze soba poprzez
dluga petle zlozona z 14 reszt aminokwasowych. Petla ta faczy helise o subdomeny mniejszej
w N-terminalnej potéwce z lancuchem B subdomeny wigkszej w C-terminalnej polowce
(Rys.19).

Rys. 19. Podjednostki enzymu drozdzowego z zaznaczonymi elementami struktury drugorzedowej,

a) a'"; b) B'. Literami oznaczono N- i C-koniec, gwiazdka petle taczace potowki podjednostki.

Poréwnanie drozdzowych podjednostek wykazalo, iz podobienstwo sekwencyjne oraz
konformacyjne jest wigksze pomiedzy ekwiwalentnymi domenami podjednostki o" i ', niz

pomiedzy N- i C-terminalnymi domenami w obrebie tej samej podjednostki (Tabela 6).
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Tabela 6. Stopien identycznosci oraz podobienstwa sekwencyjnego podjednostek o" i P, a takze

warto$ci rmsd na przykladzie fancuchow A i B.

Identyczno$é[%] | Podobienstwo[%] | Rmsd XYZ[A] | Max XYZ | Liczba at.Ca
a'/p 47,5 63,4 1,026 2,615 666
o' N-ter / B' N-ter 49,0 65,7 0,924 2,452 330
a'' C-ter / B' C-ter 45,3 60,2 1,065 2,614 335
a'' N-ter / o' C-ter 17,4 29,9 1,659 4,356 307
B' N-ter / B' C-ter 17,3 30,9 1,705 4,461 308

Lancuch o' i B' - efekt proteolizy

W mape gestosci elektronowej nalezaca do lancuchéw o' wmodelowano reszty
aminokwasowe od reszty 205 do 893 oraz 920 do 980 zgodnie z sekwencja (Rys.20)
(w fancuchu C wmodelowano ponadto reszte 204, w tancuchu E reszty 203-204, natomiast

w tancuchu G jako$¢ mapy pozwolita na wmodelowanie sekwencji do reszty 977) .

MBQDSCYGVY AFRSI | TNDE ALFKKTI HFY HTLGFATVKD FNKFKHGENS LLSSGIS@S 60
LREVW.ESFK LSEVDASGFR | PQQEATNKA QSQGALLKI R LVIVBAPI DET FDTNETATI T 120
YFSTDLNKI V' EKFPKQAEKL SDTLVFLKDP MGNNI TFSG. ANATDSAPTS KDAFLEATSE 180
DEI | SRASSD ASDL L ROTLGESSOKLGGUAVAYIISIE €D SIZ €V NAVNVSZAVAVISI 240
VYEGYEGLLR G&KYLKKMAW EDVRGALSEG GTLI GTARSM EFRKREGRRQ AAGNLI SQG [eielo]
DALWCGEEDG SLTGADLFRH EWPSLVDELV AEGRFTKEEV APYKNLSI VG LVGSI DND 360
GIDSTI GAYS ALERI CEMVD Yl DATAKSHS RAFVWEVMER HCGALALNMAG | ATGADYI F| gvde]
PERAVPHGKW (DELKEVCQR HRSKGRRNNT | | VAEGALDD QLNPVTANDV 480
TKVTI LGHVQ RGGTAVAHDR WLATLQGVDA VKAVLEFTPE TPSPLI G LE 540
Al ENKDFDKA | SLRDTEFI E LYENFLSTTV KDDGSELLPV 600
ATRAATLYCL SHGHKPYAI M NGFSGLI QTG EVKELSW DV 660
DLGTI AYYFQ KNKLDGLI | L GGFEGFRSLK QLRDCGRTQHP 720
EYSLGVDTCL NALVNYTDDI KQSASATRRR VFVCEVQGGH 780
EKKI DLASI R EDI TLLKENF RHDKGENRNG KLLVRNEQAS 840
GVRTAI PGHV QQGGVPSSKD RVTASRFAVK C KFI EQANK 900
[C= N3 E DDSAAVI CVN GSHVSFKPI A NLVWENETNVE 960
[EXM(MARVE ALAAENK 987

Rys. 20. Sekwencja aminokwasowa natywnej podjednostki o. Na niebiesko zaznaczono reszty
aminokwasowe wmodelowane w gesto$¢ elektronowa yeast-12S-Pfk. Wiazanie pomiedzy resztami

zaznaczonymi na czerwono ulega proteolitycznemu cieciu pod wplywem chymotrypsyny.
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Z badan nad proteolitycznym dzialaniem a-chymotrypsyny na podjednostke o wynika,
iz enzym tnie wigzanie peptydowe pomiedzy Leul99 i Gly200 na N-koncu, podczas gdy
miejsce cigcia fancucha na C-koncu nie jest znane.

Mapa gestosci elektronowej wykazala przerwg w lancuchu o" migdzy resztami 893
1920. Mozna przypuszczaé, iz przynajmniej jedno z wigzan peptydowych pomigdzy tymi
resztami zostalo przecigte proteolityczne, jednak nie nastapilo oddysocjowanie czesci
odcietej. Cze$¢ reszt aminokwasowych w brakujacym odcinku (pomiedzy resztami 893 i 920)
moze by¢ takze niewidoczna z powodu nieuporzadkowania. Reszty aminokwasowe
o numerach od 920 do 980 tworza wolny C-koniec, zaznaczony na rysunku 21 kolorem
czerwonym, z tego fragmentu lancucha pochodzi Arg952 tworzaca wigzania wodorowe

z grupa fosforanowa w pozycji 2 aktywatora Fru2,6-P..

Rys. 21. Lancuch a, wolny C-koniec w kolorze czerwonym, Fru6-P kolor r6zowy, Fru2,6-P, w kolorze

zielonym. Dwa rzuty.

W podjednostkach B' udato sie wmodelowac reszty aminokwasowe od 195 do 957,
przy czym N-terminalne fragmenty tancucha, do reszty 193, zostaly odcigte przez dzialanie

a-chymotrypsyny (Rys.22).
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MIVTTPFVNG TSYCTVTAYS VQSYKAAI DF YTKFLSLENR SSPDENSTLL SNDSISLKIL 60
LRPDEKI NKN VEAHLKELNS | TKTQDWRSH ATQSLVFNTS Di LAVKDTLN AMNAPLQGYP 120
TELFPMQLYT LDPLGNWGV TSTKNAVSTK PTPPPAPEAS AESGLSSKVH SYTDLAYRVK 180
TTDTYPSLPK VMISGGDAPG MNSNVRAI VR SAI FKGCRAF 240
HWEDVRGABA EGGTNI GTAR CMVEFKKREGR LLGAQHLI EA 300
RSEWPSLI EE LLKTNRI SNE QYERMKHLNI CGTVGS| DND 360
| DYVEATANS HSRAFVWWEVM GRNCGALALL AG ATSADYI 420
SKHRSRGKRT Tl VWWAEGAI AADLTPI SPS DVHKVLVDRL 480
YDR LATLQG LEAVNAVLES TPDTPSPLI A VNENKI VRKP 540
KRAVBLRDTE FI EHLNNFMA | NSADHNEPK LPKDKRLKI A 600
YCOVBQGHRPY Al YNGWSGLA RHESVRSLNW KDV GWOSRG 660
YYFQKYEFDG LI | VGGFEAF ESLHQLERAR ESYPAFRI PM 720
DTALNALMEY CDVWKQSASS TRGRAFVWDC QGGNSGYLAT 780
EQLSEDI EYL AQSFEKAEGR GRFGKLI LKS TNASKALSAT 840
PGHVQQGGLP 900
GVKGSHWYN ‘ 959

Rys. 22. Sekwencja aminokwasowa natywnej podjednostki . Na niebiesko zaznaczono reszty
aminokwasowe wmodelowane w gesto$¢ elektronowa yeast-12S-Pfk. Wigzanie pomiedzy resztami

zaznaczonymi na czerwono ulega proteolitycznemu cieciu pod wplywem chymotrypsyny.

Podjednostka drozdzowa a bakteryjna

Bakteryjny motyw strukturalny zostal zachowany w bialku drozdzowym w trakcie
ewolucji. Podjednostka enzymu eukariotycznego w wyniku duplikacji genow jest dwa razy
wigksza niz podjednostka bakteryjna, zawierajagc w sobie dwukrotnie powtérzony motyw
bakteryjny.

Sekwencja biatka drozdzowego, w poréwnaniu z sekwencjami bakteryjnymi, ktérych
struktury zostaly rozwiazane, wykazuje na wigksza zgodno$¢ z B. stearothermophilus niz

E. coli, co przedstawia Tabela 7.

Tabela 7. Stopien identyczno$ci oraz podobienstwa pomiedzy sekwencja Pfk z S. cerevisiae,

a sekwencjami bakteryjnymi.

.. E. coli B. stearothermophilus
S. cerevisiae
Identyczno$¢[%] | Podobienstwo[ %] | Identyczno$¢[%] | Podobienstwo| %]
o N-terminalna polowa 12,7 22,8 240 33,7
o C-terminalna polowa 12,2 20,1 22,7 40,4
B N-terminalna polowa 11,9 18,8 22,9 34,2
B C-terminalna polowa 15,9 23,8 21,2 39,1
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Z nalozenia dwoch tancuchow bakteryjnych na podjednostke drozdzowa wynika,
ze najbardziej zauwazalng rd6znica pomiedzy pofaldowaniem lancucha drozdzowego
i bakteryjnego jest wielko$¢ petli badz fragmentow helikalnych tworzonych przez tancuch
biatkowy (Rys.23). Wieksze petle wystepuja w drozdzowym lancuchu o" angazujac reszty
aminokwasowe: 322-345, 426-429, 458-464, 518-522, 544-567, 581-592, 707-712, 794-797,
812-818, 829-834, 847-850, 889-893 - petla niekompletna (przerwa w lancuchu) - 920-922,
944-954, natomiast w tancuchu ' reszty: 242-245, 314-337, 418-421, 450-456, 511-515,
537-560, 574-585, 700-706, 804-812, 824-827, 841-844, 882-905, 928-937.

Nalezy pamigta¢, ze natywne tancuchy drozdzowe a i B posiadaja dodatkowo okolo

200 reszt aminokwasowych na N-koncu.

Rys. 23. Nalozenie dwoch podjednostek bakteryjnych (kolor niebieski i zielony) (Schirmer, 1990; kod
PDB: 6PFK) na podjednostke drozdzowa (kolor pomaranczowy). Strzatkami zaznaczono przykladowe

roéznice w pofaldowaniu tancuchow.

Bakteryjny tetramer pod wzgledem aranzacji, rozmiaru i ksztaltu odpowiada
dimerowi drozdzowemu. NaloZenie na siebie obu struktur powoduje, ze 4 bakteryjne miejsca
aktywne nakladaja sie na miejsca wigzace cukier w dimerze drozdzowym. Przy czym
miejsca aktywne zlokalizowane pomiedzy jednag z par bakteryjnych lancuchéw wyznaczaja
polozenie dwodch kieszeni katalitycznych dimeru drozdzowego, a pozostale dwa centra
aktywne pomigdzy druga para bakteryjnych monomerow nakladaja si¢ na efektorowe miejsca
wigzania w dimerze drozdzowym. Efektorowe miejsca wigzania cukru, Fru2,6-P,,

ewoluowaly z miejsc katalitycznych bakteryjnego przodka.
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Ligandy zwigzane w strukturze yeast-12S-Pfk

W strukturze yeast-12S-Pfk znaleziono 16 miejsc wigzania zwigzkow cukrowych.
Na kazda podjednostke przypadaja dwa miejsca wigzania tego typu, miejsce aktywne w
N-terminalnej domenie oraz cukrowe miejsce efektorowe w C-terminalnej domenie.

Ingrid Mechin w swej pracy stwierdzila, iz zwigzalo si¢ 16 czasteczek substratu
fruktozo-6-fosforanu, ktory zwigzal sie¢ zaré6wno w miejscach Kkatalitycznych jak
i efektorowych enzymu. Z moich badan wynika jednak, iz osiem czasteczek
fruktozo-6-fosforanu zwiazalo si¢ w centrach aktywnych o$miu lancuchéw biatkowych,
natomiast pozostale osiem czasteczek to fruktozo-2,6-bisfosforan zwigzany w miejscach
efektorowych. Przypuszczalnie rozbiezno$¢ ta wynika z kompletnosci modelu, ktory
posiadala Ingrid Mechin. W trakcie rozbudowy modelu, gdy zwigksza si¢ jego kompletnos¢
i dopasowanie do danych eksperymentalnych, w spos6b widoczny poprawia si¢ jako$¢ mapy
gestosci elektronowej, pozwalajac na wykrycie nowych szczegotow modelu.

Na rysunku 24 pokazano mape omit-composit, w miejscach wigzania zwigzkow
cukrowych. Rysunek 24-a) przedstawia mape w miejscu aktywnym, czyli w N-terminalnej
domenie, odpowiadajaca ksztaltem substratowi Fru6-P. Rysunek 24-b) pokazuje mape
pochodzaca z miejsca efektorowego, zlokalizowanego w C-terminalnej domenie. Ksztalt
mapy omit-composit wyraznie wskazuje na obecno$¢ dwoéch grup fosforowych

charakterystycznych dla aktywatora, Fru2,6-P-..

a)

Rys. 24. Mapa omit-composit, kontur 1,5 o, na przykladzie podjednostki o (fancuch E). a) Fru6-P

w domenie N-terminalnej; b) Fru2,6-P, w domenie C-terminalne;j.
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Centrum aktywne

Miejsce katalityczne drozdzowej Pfk =znajduje sie¢ w zaglebieniu pomiedzy
subdomenami N-terminalnej domeny, w obu typach podjednostek. Poniewaz podjednostki
tworzace dimer oddzialuja ze soba w taki sposob, Zze N-terminalna domena jednej
podjednostki styka si¢ z N-terminalng domena podjednostki sasiedniej, dlatego na
powierzchni kontaktu podjednostek, w bliskim sasiedztwie znajduja si¢ dwa miejsca
katalityczne, jedno nalezace do podjednostki a, drugie do podjednostki  (Rys.25). W dalszej
konsekwencji powoduje to, iz miejsca katalityczne zlokalizowane sa w zewnetrznych partiach

oktamerycznej czasteczki (Rys.18).

Rys. 25. Dimer enzymu drozdzowego (przedstawiony jako powierzchnia van der Waalsa), kolorem

zielonym zaznaczono Fru6-P w miejscach aktywnych.

Jak wspomniano wczesniej, w strukturze yeast-12-Pfk znaleziono 8 czasteczek
substratu fruktozo-6-fosforanu. Czasteczke Fru6-P znaleziono w centrum aktywnym kazdego
z fancuchow.

Kieszen wigzaca Fru6-P ma ksztalt $cisle dopasowany do substratu, duza liczba
arginin oraz innych reszt bogatych w azot stabilizuje Fru6-P. Kieszen jest usytuowana w taki
sposob, ze ligand oddzialuje takze z dwiema resztami nalezacymi do sasiedniego lanicucha
(Rys.26).
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Rys. 26. Miejsce aktywne ze zwigzanym Fru6-P, a) w podjednostce o, tancuch E, b) w podjednostce

B, tancuch F. Podjednostka o - kolor z6tty, podjednostka P - kolor rézowy, Fru6-P - kolor zielony.

Na rysunku powyzej przedstawiono miejsca wigzania Fru6-P w podjednostkach o i §
na przykladzie dimeru EF. Nie w kazdym z 8 lancuchow bialkowych mapa gestosci
przy tej

atomow,

elektronowej przedstawionych reszt jest dobrze widoczna.
dokladne

Jako$¢ mapy,

rozdzielczosci, czestokro¢ uniemozliwia okreslenie polozenia

a w konsekwencji jednoznaczne zdefiniowanie wigzan wodorowych. Dlatego ponizej
zamieszczono jedynie prosty schemat prezentujacy reszty odpowiedzialne za stabilizacje

poszczeg6lnych fragmentow zwigzku cukrowego (Rys.27).

.- Sasiedni
fancuch
Arg 392| |Arg 484 ;
Arg 400| |Arg 491 ‘ Arg 383 | Arg 391
a8 Arg 475 | Lys 482
\ o
o~ P .,
Arg 348 Arg 356 o O”a, _““\\ -----
\/\@(—l HIS 488 HIS 481
c?
Glu 455
Gly 391 |Gly 399
Glu 447
Arg 392 | Arg 400
Met 390 Met 398

Rys. 27. Reszty aminokwasowe uwiklane w wigzanie Fru6-P w tancuchu o i p.
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Najwazniejsze reszty odpowiedzialne za wigzanie cukru w centrum aktywnym zostaty
zachowane w obu tancuchach, z wyjatkiem Arg475 pochodzacej z fancucha B, ktéra zastepuje
Lys482 w fancuchu a.

Poniewaz ATP nie znajdowal si¢ w roztworze krystalizacyjnym, dlatego druga cze$¢
miejsca aktywnego jest pusta, nie mozna wiec obserwowac¢ sposobu wigzania si¢ drugiego
substratu w centrum aktywnym. Mozna natomiast oceni¢ lokalizacje i ksztalt kieszeni
katalitycznej ATP. Zwiagzany tu nukleotyd oddzialywalby tylko z resztami jednej podjednostki
(Rys.28).

S
katalityczne

Rys. 28. Miejsce aktywne przedstawione jako powierzchnia van der Waalsa, z zaznaczonym miejsce

wiazania ATP, podjednostka P - kolor r6zowy, podjednostka a - kolor z6lty.

Fruktozo-2,6-bisfosforan w miejscu efektorowym

Miejsce efektorowe wigzace najsilniejszy aktywator eukariotycznej fosfofruktokinazy,
fruktozo-2,6-bisfosforan, znajduje si¢ w kieszeni pomiedzy subdomenami C-terminalnej
domeny w obu typach podjednostek. W oktamerycznym enzymie znajduje si¢ 8 takich miejsc
efektorowych. Kazde z nich, w strukturze yeast-12-Pfk, zwigzalo czasteczke aktywatora.
Poniewaz C-terminalne domeny podjednostek tworzacych dimer stykaja sie ze soba, cukrowe
miejsca efektorowe znajduja sie blisko siebie, a w konteks$cie czasteczki oktamerycznej,
zlokalizowane s3 od strony wewnetrznego kanatu biegnacego wzdhiz dhuzszej osi oktameru
(Rys.29).
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Rys. 29. Dimer enzymu drozdzowego (przedstawiony jako powierzchnia van der Waalsa), kolor

niebieski — Fru2,6-P, w miejscach efektorowych.

Reszty aminokwasowe mogace stabilizowa¢ poszczegbdlne czesci aktywatora
zaznaczono na rysunkach ponizej. Podobnie jak to bylo w miejscu aktywnym, grupa
fosforanowa w pozycji 6 tworzy oddzialywania z dwiema resztami aminokwasowymi
pochodzacymi z sasiedniej podjednostki.

Sekwencja aminokwasowa kieszeni wigzacej aktywator jest silnie zachowana
pomiedzy tancuchami o i B. Wyjatek stanowi Glu827 w lancuchu o, w zamian ktorej
wystepuje Thr821 w tancuchu B. Roéznica ta jest o tyle istotna, iz reszta Glu moze tworzy¢
wigzania wodorowe z czasteczka ligandu, treonina natomiast nie ma mozliwosci do tworzenia
podobnych oddzialywan w tym miejscu. Ponadto Lys847 pochodzaca z lafcucha B jest

zastagpiona przez Arg853 w lancuchu a.

ARG-754 GLU-:QW
ARG-65

YeLu-s2

LY5-847 ARG-935

HI5-853

Rys. 30. Miejsce efektorowe ze zwiazanym Fru2,6-P,. a) w podjednostce o, tancuch E,

b) w podjednostce P, tancuch F. Podjednostka o - kolor pomaranczowy, podjednostka 3 - kolor
bordowy, Fru2,6-P; - kolor r6zowy.
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" Sasiedni
Arg 658 £ fancuch
Arg 665
Arg 935 | Arg 952 i
Asn 720|Asn 726 / \ ; B 1o 760
5, Lys 847 | Arg 853
Thr 716 | Thr 722 S o o - 4 d
o/ \' o
~ p —
/ <g O/P

> % o O T
Gly 763 | Gly 769 ol /4

Gly 762 | Gly 768

Glu 827 Gln 767 |GIn 761
— GIn 862 |Gln 856

Rys. 31. Reszty aminokwasowe uczestniczace w wiazaniu Fru2,6-P, w fancuchu a i f.

Poréwnanie miejsc wigzania zwigzkoéw cukrowych

Powyzej opisano dwa typy kieszeni wigzacych zwiazki cukrowe w podjednostce Pfk
z S. cerevisiae, centrum aktywne wigzace Fru6-P jako substrat lub Frul,6-P, jako produkt
reakcji, oraz kieszen efektorowa zdolng do wigzania aktywatora Fru2,6-P..

Oba typy miejsc wigzania wykazuja podobienstwa wynikajace ze wspdlnych
ewolucyjnych korzeni oraz roznice pozwalajace na wigzanie odpowiednich ligandow.

Dwie reszty argininowe biorace udzial w wigzaniu cukru w centrum aktywnym
fancucha o (Arg400, Arg491) sa zastapione przez glicyne i glutamine w miejscu efektorowym
tego samego lancucha (Gly769 i GIn862). Podobnie metionina (Met398) jest zastagpiona przez
glutamine (GIn767), a asparaginian (Asp356) przez seryn¢ (Ser724) w kieszeni efektorowe;.
Pojawienie si¢ w miejscu efektorowym takich reszt jak Gly769, GIn862, Asn726, Ser724
i Glu694 czyni kieszen bardziej przestronng i zdolng do zwiazania drugiej grupy fosforanowej

Fru2,6-P,. Te same roznice i spostrzezenia dotycza tancucha p.
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Tabela 8. Reszty aminokwasowe tworzace centrum aktywne i miejsce efektorowe Ptk z S. cerevisiae

oraz centrum aktywne Pfk z E. coli i B. stearothermophilus.

E.coli / B.stearot. Saccharomyces cerevisiae
Centrum aktywne |Centrum aktywne|Centrum aktywne| Miejsce efektorowe | Miejsce efektorowe
o B o B
Arg 72 Arg 278 Arg 270 Arg 665 Arg 658
Gly 104 Gly 310 Gly 302 Glu 694 Glu 688
Thr 125 Ser 354 Ser 346 Thr 722 Thr 716
Ile 126 Ile 355 Tle 347 Val 723 Leu 717
Asp 127 Asp 356 Asp 348 Ser 724 Ser 718
" Asp 129 Asp 358 Asp 350 Asn 726 Asn 720
E Arg 162 B Arg 383 B Arg 391 a Arg 754 Arg 760 o
."E’ Met 169 Met 398 Met 390 Gln 767 Gln 761
g Gly 170 Gly 399 Gly 391 Gly 768 Gly 762
g Arg 171 Arg 400 Arg 392 Gly 769 Gly 763
Glu 222 Glu 455 Glu 447 Glu 827 Thr 821
Arg 243 B Arg 4758 Lys 482 o Lys 847 B Arg 853 a
His 249 His 488 His 481 His 859 His 853
Arg 252 Arg 491 Arg 484 GlIn 862 Gln 856
- - - Arg 952 Arg 935
Ser 9 Ser 213 Ser 204
; Gly 10 Gly 214 Gly 205
s Gly 11 Gly 215 Gly 206
S Phe 73 - -
= Pro 74 - -
& Arg 77 Arg 283 Lys 275
§ Gly 102 Gly 308 Gly 300
g Asp 103 Asp 309 Asp 301
Ser 105 Ser 311 Ser 303
Gly 108 Leu 317 Leu 309

Na podstawie badan nad strukturg bakteryjng, mozna wnioskowac, ze Arg278 obecna
w centrum aktywnym drozdzowego lancucha o, jest odpowiedzialna za oddzialywanie
z grupa fosforanowa, przenoszong w wyniku reakcji z nukleotydu na substrat cukrowy.
Natomiast ekwiwalentna reszta w C-terminalnej domenie tj. w miejscu efektorowym, Arg665,
moze stabilizowa¢ atom tlenu zawarty w pierScieniu aktywatora. To samo dotyczy
podjednostki f3.

Centrum aktywne bakteryjnego enzymu wykazuje wigksze sekwencyjne
podobienstwo do drozdzowego miejsca aktywnego niz efektorowego. Jest to zrozumiale
ze wzgledu na pelnienie tej samej funkcji i zdolno$¢ do wigzania tego samego ligandu

(Tabela 8). Ponadto podobienstwo sekwencji centrum aktywnego enzymu bakterii i drozdzy
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$wiadczy o podobnym mechanizmie przebiegu reakcji katalitycznej w oby organizmach.

Nalozenie bakteryjnego miejsca aktywnego, do ktorego zwigzalo si¢ ADP i Fru6-P
(Evans, 1981; kod PDB: 4PFK), na drozdzowe centrum aktywne wykazuje, ze drozdzowy
fancuch gléwny jest utozony w taki sam sposéb jak lancuch bakteryjny. Reprezentacja
podjednostki drozdzowej w postaci powierzchni van der Waalsa obrazuje idealne
dopasowanie nalozonego nukleotydu do eukariotycznej kieszeni (Rys.32).

Podobne poréwnanie z drozdZzowym miejscem efektorowym ujawnia, Zze na miejsce,
w ktérym wigze sie nukleotyd w bakteryjnym centrum aktywnym nachodzi tancuch glowny
enzymu drozdzowego. Wygenerowana powierzchnia pokazuje, ze wmodelowany nukleotyd
jest calkowicie schowany w biatku. Wneka zdolna do wigzania nukleotydu, ktérg widzimy
w miejscu aktywnym, nie istnieje w miejscu efektorowym; w wyniku ewolucji kieszen

wiazaca nukleotyd ulegla zanikowi (Rys.32).

Rys. 32. Nalozenie lancuchéw bakteryjnych (Evans, 1981; kod PDB: 4PFK) na podjednostki
drozdzowe. a), c) drozdzowe miejsce aktywne — kolor zélty i rozowy, Fru6-P — kolor zielony,
podjednostki bakteryjne wraz z ADP i Fru6-P — kolor bi¢kitny i niebieski, c) podjednostki drozdzowe
w postaci powierzchni; b), d) drozdzowe miejsce efektorowe — kolor pomaranczowy i bordowy,
Fru2,6-P, — kolor r6zowy, podjednostki bakteryjne wraz z ADP i Fru6-P — kolor blekitny i niebieski,

d) podjednostki drozdzowe w postaci powierzchni van der Waalsa.
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Kolejna réznica pomiedzy drozdzowym miejscem aktywnym, drozdzowym miejscem
efektorowym oraz bakteryjnym centrum aktywnym dotyczy obecnosci, wielkosci i ksztattu
petli zlokalizowanej w poblizu. Na rysunku 33 wida¢, ze tancuch bakteryjny tworzy bardzo
malg petle zbudowana z reszt 301-307 (niebieski kolor). W tym samym obszarze
w przypadku drozdzowego centrum aktywnego wystepuje petla sporej wielkosci, stworzona
z reszt 543-559 (lancuch o), czeSciowo tworzaca strukture helikalng (kolor pomaranczowy).
Petla ta oddzialuje z mniejsza petla znajdujaca sie w sasiedztwie i zbudowana z reszt 457-466
(fancuch «). Te dwie petle zlokalizowane sa na zewnatrz czasteczki, stad mozna
przypuszczac, iz mozliwa jest zmiana ich konformacji. W miejscu wigzania aktywatora (kolor
zielony) istnieje jeszcze inny ksztalt petli. Petla jest nieduza, zbudowana z reszt 903-913
(fancuch a) i skierowana w strone kieszeni wigzacej Fru2,6-P,, z tej petli pochodzi reszta
Arg952 bioraca udzial w wiazaniu grupy fosforowej w pozycji 2 aktywatora, a nieobecna

w centrum aktywnym.

Rys. 33. Poréwnanie przebiegu tancuchéw polipeptydowych w poblizu centrum aktywnego
drozdzowej podjednostki o (kolor pomaraniczowy), w poblizu miejsca wiazania aktywatora Fru2,6-P,
drozdzowej podjednostki o (kolor zielony) oraz podjednostki bakteryjnej (Evans, 1981; kod PDB:
4PFK) (kolor niebieski).
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Enzym w konformacji R

Zwiazanie w strukturze biatka Fru6-P i Fru2,6-P,, moga sugerowac, iz enzym znajduje
si¢ w aktywnej formie R. W strukturze enzymu znaleziono kilka przestanek $wiadczacych
o konformacji R. Wzajemne skrecenie gornego i dolnego tetrameru o kat okoto 75° wokot
dluzszej osi czasteczki oktamerycznej (Rys.34) koresponduje z wynikami pochodzacymi
z mikroskopii elektronowej gdzie w obecno$ci Fru6-P rotacje pomiedzy gérnym i dolnym

tetramerem okre$lono na 75°, podczas gdy w obecnosci ATP - 46° (Ruiz, 2007).

Rys. 34. Kat skrecenia pomiedzy gornym i dolnym tetramerem w oktamerze enzymu drozdzowego,

dluzsza o$ czasteczki jest prostopadla do plaszczyzny rysunku.

Szczegotowe porownanie dimeru drozdzowego z tetramerami bakteryjnymi w formie
R i T wykazalo cechy wspolne struktury drozdzy z forma R bakterii (Rys.35). Reszty Arg391
i Ser390 w centrum aktywnym drozdzowego tancucha o (Arg383 i Ser382 w laficuchu f)
sa ulozone w ten sam sposéb co reszty Argl62 i Glul6l w lancuchu bakteryjnym
w konformacji R. W konformacji T enzymu bakteryjnego reszty te s3 skierowane

w przeciwnych kierunkach.
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Rys. 35. Nalozenie enzymu drozdzowego na enzym bakteryjny w formie R i T, w okolicy centrum
aktywnego. Enzym drozdzowy - kolor zielony, tetramer bakteryjny forma R - kolor fioletowy (Evans,
1981; kod PDB: 4PFK), tetramer bakteryjny forma T - kolor niebieski (Schirmer, 1990; kod PDB:
6PFK).

Ulozenie ancucha bialkowego w analogicznym miejscu w kieszeni efektorowej
enzymu drozdzowego réwniez bardziej przypomina ulozenie lancucha bakteryjnego w formie
R. Przy czym obecne tu reszty aminokwasowe to Arg760 i Arg759 w tancuchu o i Arg754
i Gly753 w B.
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Fosfofruktokinaza z miesnia szkieletowego kroélika

Preparatyka bialka

Ekspresje rekombinowanego Pfk z mig$nia szkieletowego krolika w komoérkach E. coli
oraz oczyszczanie przeprowadzil profesor Simon Chang z Uniwersytetu Stanowego
w Luizjanie, od wielu lat zaangazowany w prace badawcza zwigzang z tym bialkiem.
Tu przedstawiam glowne etapy preparatyki:

1) Transformacja komorek ekspresyjnych wektorem zawierajacym gen pfk (komorki: szczep
E. coli pozbawiony pfk, DE1020de3; plazmid: pET5a/RMPFK-C18).
2) Ekspresja bialka przeprowadzona w temperaturze 30 °C, dwukrotna indukcja IPTG
do stezenia koncowego 1 mM IPTG.
3) Liza komorek przeprowadzona za pomoca sonikatora lub prasy Frencha (Bufor I: 50 mM
Tris-PO4, pH 8,2, 0,1 mM EDTA, 10 mM siarczan amonu, 20 mM p-merkaptoetanol).
4) oczyszczanie na kolumnie agarozowej (Cibacron blue 3GA-agarose), ktéra absorbuje
biatka wiazace nukleotyd (wymyto 10m M ATP, 10m M Fru6-P).
5) Wytracanie w 60% siarczanu amonu, dializa w Buforze 1.
6) Chromatografia jonowymienna (Whatman DE-52).
7) Pomiar aktywnosci zgodnie z (Li, 1993).
8) Zabezpieczenie oczyszczonego bialka przez wytragcenie w 60% siarczanu amonu,
w ktorym mig$niowa Pfk ssaka jest bardzo stabilna.

Otrzymany od profesora Changa roztwér oczyszczonego biatka w siarczanie amonu
poddatam procesowi dializy wedtug procedury:
- roztwor biatka w siarczanie amonu wymieszano, pobrano 100 pl roztworu, odwirowano
w 4°C
- supernatant usunieto, osad rozpuszczono w 100 pl Buforu IT (20 mM Tris-HCI, pH 8,2,
10 mM siarczanu amonu, 0,1m M EDTA, 1 mM DTT - $§wiezo dodany)
- powyzsza mieszaning przeniesiono do woreczka dializacyjnego (Sigma, D-9277)
- wykorzystujac mieszadlo magnetyczne, utrzymujac zlewke w lodzie, prowadzono dialize
trzykrotnie wymieniajac Bufor II w ciggu 10 godzin
- roztwor bialka zageszczono, stezenie bialka oszacowano stosujac kolorymetryczng metode
Bradford (Bradford, 1976).
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Krystalizacja

Krysztaly fosfofruktokinazy =z migénia szkieletowego krolika, odpowiednie
do pomiarow dyfrakcyjnych, otrzymalam w obecnosci ligandow: Fru6-P, Fru2,6-P, oraz ADP.
Krystalizacje prowadzono metoda wiszacej kropli. Roztwor w rezerwuarze zawieral:
16% PEG 400, 0,1 M MgSO, oraz 0,1 M bufor octanowy o pH 5,3. W wiszacej kropli oprocz
2 ul roztworu rezerwuarowego znajdowalo sie¢ 2 ul roztworu bialka o ste¢zeniu 8 mg/ml
z dodatkiem Fru6-P, Fru2,6-P, i ADP. Podluzne monokrysztaly o heksagonalnym przekroju
poprzecznym (forma I) oraz cienkie, dlugie igly rosnace pojedynczo lub w skupiskach
(forma II), pojawialy si¢ po okolo 7 dniach. Krysztaly formy I zostaly wykorzystane
do pomiaréw dyfrakcyjnych (Fot. 2).

Tabela 9. Warunki krystalizacji Pfk z mig$nia szkieletowego krélika.

Metoda dyfuzja par w ukladzie wiszacej kropli
Temperatura 19 °C

Stezenie biatka 8 mg/ml

Bufor 0,1 M bufor octanowy, pH 5,3
Czynnik stracajacy 16% PEG 400

Sol 0,1 M MgSO,

Dodatki Fru6-P, Fru2,6-P,, ADP

Fotografia 2. Krysztaly Pfk =z miesnia

szkieletowego krolika.
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Do pomiaréw dyfrakcyjnych wybrano dwa krysztaly formy I. Dla kazdego krysztatu
przygotowano osobny roztwoér krioprotekcyjny. Pierwszy krysztal (nazywany tu RmPfk-lig)
nasaczono w roztworze zawierajacym skladniki rezerwuaru z 30% stezeniem PEG 400, oraz
ligandy obecne przy krystalizacji: Fru6-P, Fru2,6-P, i ADP, tak by nie dopusci¢ do ich
wyplukania z krysztalu. Roztwor krioprotekcyjny dla drugiego krysztalu (nazywanego tu
RmPf{k-ATP) réwniez zawieral skladniki rezerwuaru z 30% st¢zeniem PEG 400, a zamiast
ligandow obecnych w roztworze krystalizacyjnym dodano ATP. Takie przygotowanie

krysztalu mialo na celu zwigzanie czasteczek ATP z czasteczkami bialka.

Tabela 10. Skiad roztworéw krioprotekcyjnych dla krysztalow Pfk z mieé$nia szkieletowego krolika.

krysztal RmPfk-lig krysztal RmPfk-ATP

0,1 M bufor octanowy, pH 5,3 0,1 M bufor octanowy, pH 5,3
0,1 M MgSO, 0,1 M MgSO,

30% PEG 400 30% PEG 400

5-10 mM Fru6-P, Fru2,6-P,, ADP 5-10 mM ATP

Pomiary dyfrakcyjne i procesowanie

Natywne dane dla krysztalbow RmPfk-lig i RmPfk-ATP zarejestrowano na linii
pomiarowej] BW7B w osrodku synchrotronowym DESY w Hamburgu przy dlugosci fali
0,8423 A i oscylacji 0,5°. Obrazy dyfrakcyjne indeksowano, a nastepnie integrowano
w programie DENZO natomiast skalowano w programie SCALEPACK z pakietu HKL 2000
(Otwinowski, 1997). Zeskalowano 183 obrazéw dla krysztalu RmPfk-lig, oraz 135 obrazéw
dla krysztalu RmPfk-ATP. Statystyki pomiaréw dyfrakcyjnych oraz procesowania danych dla

obu krysztaléw zawiera Tabela 11.
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Tabela 11. Parametry pomiaru dyfrakcyjnego oraz statystyka natywnego zbioru danych dyfrakcyjnych
dla krysztalow RmPfk-lig i RmPfk-ATP.

RmPfk-lig RmPfk-ATP
Wiazka BW7B (EMBL/DESY, Hamburg) | BW7B (EMBL/DESY, Hamburg)
Typ detektora Plyta odwzorowujaca, Mar345 Plyta odwzorowujaca, Mar345
Dlugos¢ fali [A] 0,8423 0,8423
Temperatura pomiaru [K] 100 100
Grupa przestrzenna P6,22 P6,22
Komorka elementarna [A] a,b=163,3 ¢=356,9 a,b=163,7 ¢c=356,6
Mozaikowos¢ (°) 0,21 0,14
Zakres rozdzielczoéci [A] 30,0 - 3,2 (3,26 - 3,20) 50,0 - 3,2 (3,26 - 3,20)
Rym?® 0,128 (0,778) 0,140 (0,879)
<I/o()> 16,7 (2,6) 17,8 (2,7)
Kompletnos¢ [%] 100 (100) 99,9 (99,9)
Liczba reflekséw niezaleznych | 47108 47369
Krotno$¢ obserwacji 8,3 (8,3) 11,2 (11,2)

W nawiasach umieszczono dane dla ostatniego przedziatu rozdzielczosci.

8 Roym = i i [I(hkD) — <I(hkl)>| / Zuw Z: I(hKD), gdzie I(hkD) i <I(hkl)> s odpowiednio obserwowang indywidualng
i $rednig intensywno<cia refleksu o wskaznikach Akl, ¥, jest suma pomiaréwi refleksow o wskaznikach Akl X jest
sumga dla wszystkich refleksow.

Wartosci Rym dla danych RmPfk sa wysokie, szczeg6lnie w ostatnim przedziale
rozdzielczo$ci. Oznacza to pewne roznice w intensywno$ciach pomiedzy refleksami
symetrycznymi. Im wigksza liczbg reflekséw symetrycznych obarczonych pewnymi blgdami
bedziemy usrednia¢, czyli im wigksza bedzie krotno$¢ obserwacji tym wyzszej warto$ci Ryym
mozemy si¢ spodziewa¢. Jednym ze sposobow wplyniecia na wysoko$¢ Rgm byloby
ograniczenie krotnosci, ale jest to dzialaniem niepoprawnym i niezalecanym, nazwanym
przez tworcow HKL2000 jako sztuczne obnizanie warto$ci Rym. MozZna przypuszczac,
ze zachowanie wysokiej krotnosci pozwala otrzyma¢ bardziej prawdziwe wartosci
intensywno$ci dla poszczego6lnych refleksow, poniewaz usSredniane sa z wigkszej puli
pomiaréw. Na korzy$¢ zbiorow danych dla krysztalbw RmPfk przemawia zadowalajacy

stosunek I/o(I), ktéry dla ostatniego przedzialu rozdzielczosci wynosi blisko 3.

Zbiory intensywnosci refleksow zostaly przeksztalcone na zbiory amplitud czynnikow
struktury w programie TRUNCATE (French, 1978), a refleksy posortowane w programie
CAD (CCP4, 1994). Z kazdego zbioru danych wydzielono zbiory refleksow testowych
w ilo$ci 5% catego zbioru przy uzyciu programu UNIQUE i FREE (CCP4, 1994).

78



Badania krystalograficzne fosfofruktokinazy z organizmow eukariotycznych

Podstawienie czasteczkowe

Struktur¢ RmPfk-lig rozwigzano metoda podstawienia czasteczkowego przy uzyciu
programu PHASER (McCoy, 2005). Jako model wykorzystano wspolrzedne lancucha o
pochodzace ze struktury yeast-12S-Pfk. Lancuch drozdzowy wykazuje 41% podobienstwa
w stosunku do podjednostki Pfk z mig$nia szkieletowego krélika. W procesie podstawiania
czasteczkowego poszukiwano dwoch rozwigzan (dwoéch tancuchow biatkowych) o lacznej

masie czasteczkowej okoto 160 kDa, z czego wynika okoto 70% zawarto$¢ rozpuszczalnika.

Tabela 12. Wyniki podstawienia czasteczkowego.

Nr rozwiazania TFZ* Katy rotacyjne Eulera [°] Wektor translacji
[wspoétrzedne ulamkowe]
17.2 30.3 38.3 262.2 -0.71818 0.17291 0.04207
2 31.7 307.4 39.4 255.4 -0.44186 0.89790 0.03130

* TFZ — wynik Z funkcji translacyjnej, powinien mie¢ warto$¢ wigksza od 5 i by¢ dobrze odseparowany od
pozostatych rozwiazan.

Strukture RmPfk-ATP rozwigzano takze metoda podstawienia czasteczkowego, a jako

model uzyto podjednostke czgsciowo udoktadnionej struktury RmPfk-lig.

Udokladnianie struktur Pfk z mig$nia szkieletowego krolika

RmPfk-lig

Zanim przystgpiono do procesu udokladniania dokonano modyfikacji gestosci
elektronowej w programie DM (CCP4, 1994) stosujac usrednianie NCS oraz splaszczanie
obszaru rozpuszczalnika. Przed dokonaniem mutacji tancuchow biatkowych zgodnie
z sekwencja Pfk z migsnia szkieletowego krolika, przeprowadzono seri¢ obliczeniowa
w programie CNS 1.1 (Brunger, 1998). Protokét udoktadniania za pomocg ,,bryt sztywnych”

nie dat widocznego spadku wskaznikow R. Natomiast widoczng poprawe uzyskano kolejno
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dzieki procedurom: symulowanego wygrzewania (spadek R/Rge. z 0,52/0,52 do 0,40/0,45),
grupowego udokladniania czynnikéw temperaturowych (R/Rgee 0,37/0,42) oraz minimalizacji
(R/Rywee 0,35/0,40). W osobnym cyklu obliczano wazone mapy gestosci elektronowej 2F,-F.
i Fo-F.. Podczas udokladniania zastosowano wiezy NCS pomiedzy dwoma lancuchami
w asymetrycznej czesci komorki elementarne;j.

Po serii obliczeniowej dokonano mutacji sekwencji oraz przebudowy modelu w
programie Coot (Emsley, 2004) zgodnie z mapami 2F,-F. oraz F,-F. i powtérzono proces
udokladniania z wykorzystaniem tych samych procedur co wyzej zachowujac wigezy NCS.
Seri¢ obliczeniowa przeprowadzano naprzemiennie z r¢czng przebudowa modelu.

Liczba refleksow w zbiorze danych byla wystarczajaca (liczba reflekséw 47108 /
liczba parametrow 45860 = 1.03), by udokladnia¢ indywidualne czynniki temperaturowe dla
kazdego atomu. Do dalszego udokladniania wykorzystano standardowy protokédt laczacy
procedur¢ symulowanego wygrzewania z optymalizacja wspolrzednych atomowych oraz
indywidualnych czynnikéw temperaturowych. W dalszym ciggu stosowano wigzy NCS
pomiedzy tancuchami znajdujacymi si¢ w asymetrycznej czeSci komorki elementarnej ale
wage na wigzy trzykrotnie zmniejszono.

W wyniku tak prowadzonego udokladniania otrzymano warto$ci czynnikow
rozbieznosci R/Rgee 0,269 / 0,312.

RmPfk-ATP

Poczatkowo udokladnianie modelu RmPfk-ATP prowadzono etapowo wykorzystujac
osobno procedury: symulowanego wygrzewania, grupowego udokladniania czynnikow
temperaturowych oraz minimalizacji. Wazone mapy gestosci elektronowej 2F,-F. i Fo-F.
obliczano w osobnym cyklu. Nastepnie stosowano standardowy protokot faczacy procedure
symulowanego wyzarzania z optymalizacja wspotrzednych atomowych oraz indywidualnych
czynnikow temperaturowych. Podczas udokladniania stosowano wigzy NCS pomiedzy
dwoma tancuchami w asymetrycznej czgsci komorki elementarnej, poczatkowo uzyte wigzy
zakladaly bardzo wysokie podobienstwo pomigdzy tancuchami, na koncu stosowano wagi
trzykrotnie nizsze. Pomiedzy cyklami obliczeniowymi dokonywano recznej przebudowy
modelu w programie Coot.

Statystyke obu modeli zamieszczono w Tabeli 13.
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Tabela 13. Statystyka procesu udokladniania modeli RmPfk-lig, RmPf{k-ATP.

RmPfk-lig RmPfk-ATP
Uzyty program CNS 1.1 CNS 1.1
Zakres rozdzielczosci 30,0-3,2 50,0 - 3,2
Liczba refleksow 47108 47369

Liczba reflekséw w zbiorze testowym

2353 (5,0 %)

2362 (5,0 %)

Liczba reszt aminokwasowych

1507

1506

Liczba czasteczek ligandow 12 12

Liczba atoméw biatka 11408 11404
Liczba atoméw ligandow 192 208

R/ Ree 0,279/0,314 0,277/0,303
FOM 0,771 0,787

rmsd dla dlugosci wigzan [A] 0,005 0,009

rmsd dla katéw walencyjnych [°] 1,05 1,33

Analiza jakos$ci modeli bialkowych

Jak wynika z analizy w programie PROCHECK (Laskowski, 1993) udokladnione
modele RmPfk posiadaja lepsza geometrie niz mozna by oczekiwa¢ dla rozdzielczosci 3,2 A.
Tabela 14 przedstawia przynalezno$¢ reszt aminokwasowych do poszczegdlnych obszarow

na wykresie Ramachandrana (Ramachandran, 1963).

Tabela 14. Statystyka wykresow Ramachandrana dla modeli RmPfk-lig i RmPfk-ATP.

. . RmPfk-lig RmPfk-ATP
Reszty aminokwasowe na wykresie Ramachandrana - -
liczba % liczba %
- w konformacjach uprzywilejowanych 1076 83,9 1049 81,8
- w konformacjach dozwolonych 186 14,5 211 16,5
- w konformacjach wzglednie dozwolonych 12 0,9 14 1,1
- w konformacjach niedozwolonych 8 0,6 8 0,6
Liczba reszt aminokwasowych z wylaczeniem glicyny i proliny| 1282 | 100,0 1282 | 100,0
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Mapy gestosci elektronowej

Mapa gestosci elektronowej 2F,-F., dla modeli RmPfk, charakteryzuje si¢ jako$cia
jakiej mozna oczekiwa¢ dla danych o rozdzielczosci 3,2 A (Rys.36). Mapa ma ksztalt ciagly,
cylindrycznie otaczajacy lancuch bialkowy. Mapa gestosci elektronowej dla tancucha
glownego jest dobrze widoczna, pozwalajac na wmodelowanie reszt od 8 do 755 dla kazdej
podjednostki w obu strukturach. Cze$¢ tancuchow bocznych jest nieuporzadkowana, dla
niektérych mapa jest szczatkowa, badz tez zupehie niewidoczna. Najlepiej zdefiniowane na
mapie gestosci elektronowej sa pierscieniowe lancuchy boczne, potwierdzajac prawidlowe

wmodelowanie sekwencji biatkowe;j.

Rys. 36. Przyklad wazonej mapy 2F.-F. dla RmP{k-ATP, kontur mapy 1o.

Asymetryczna cze$¢ komorki elementarnej

Badane krysztaly Pfk z migénia szkieletowego krolika naleza do grupy przestrzennej
P6,22, wymiary ich komoérek elementarnych r6znia si¢ nieznacznie w dziesiatych czesciach
Angstroma. Komorka elementarna takiego krysztalu sklada si¢ z 12 asymetrycznych czesci.

W czes$ci asymetrycznej ulokowaly sie dwa fancuchy biatkowe oznaczane literami A i B.
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Ligandy obecne podczas krystalizacji biatka (Fru6-P, Fru2,6-P, i ADP) stwarzaly
mozliwo$¢ otrzymania aktywnej formy enzymu. Jednak w strukturze krystalicznej nie
doszukano si¢ oligomeru odpowiadajacego biologicznie aktywnej czasteczce. Najmniejszym
aktywnym oligomerem enzymu kroélika jest tetramer. Oddzialywan, ktére zaobserwowano
pomiedzy podjednostkami w dimerze struktury drozdzowej, nie znaleziono ani pomiedzy
podjednostkami w cze$ci asymetrycznej ani w kontaktach z lancuchami symetrycznymi
w strukturze RmPfk. Specyficzne oddzialywania pomigdzy podjednostkami dimeru struktury
yeast-12S-Pfk, maja ogromne znaczenie ze wzgledu na lokalizacj¢ miejsc wigzania ligandow

cukrowych na powierzchni kontaktu pomigdzy podjednostkami.

Rys. 37. a) zawarto$¢ asymetrycznej czeSci komorki elementarnej, tancuchy A i B; krawedzie
przedstawiaja komorke elementarng; b) lancuchy A i B (kolor niebieski) oraz symetryczne

podjednostki oddziatujace z nimi.

Struktura fosfofruktokinazy z mie¢snia szkieletowego krolika

Podjednostki fosfofruktokinazy mie$niowej z Oryctolagus cuniculus agreguja
w krysztale w sposob, ktory nie odpowiada biologicznie aktywnej strukturze
czwartorzedowej. Przyczyna tego jest przypuszczalnie pH, w ktorym otrzymano krysztaly,
poniewaz w pH ponizej 7 tetrameryczna czasteczka Pfk ma tendencje do dysocjacji na dimery

i monomery.
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Struktura drugorzedowa i trzeciorzedowa podjednostki Pfk z organizmu krolika jest
analogiczna do podjednostki enzymu drozdzowego. Rowniez dzieli si¢ ona na dwie domeny
N- i C-terminalng, a kazda z domen na dwie subdomeny, mniejsza i wigksza, o konstrukcji

arkusza P otoczonego przez helisy a.

Rys. 38. Podjednostka Pfk z mie$nia szkieletowego krolika, tancuchy § — kolor pomaranczowy, helisy
o — kolor zielony, helisy 3, oraz petle — kolor blekitny.

Identyfikacja zwigzanych ligandow

Omawiane tu dwa modele RmPfk sa rezultatem krystalizacji bialka w obecnosci
Fru6-P, Fru2,6-P, i ADP. Roznica w ich przygotowaniu polegala na uzyciu roéznych
roztwordéw Krioprotekcyjnych, pierwszy zawieral Fru6-P, Fru2,6-P, i ADP, drugi - tylko ATP.

Analiza mapy gestosci elektronowej ujawnila niewielkie r6znice pomiedzy
strukturami, stad opis zwigzanych ligandow zawarty w dalszym tekscie przedstawia¢ bedzie
model RmPfk-lig, natomiast model RmPfk-ATP zostanie omoéwiony w przypadku

zauwazonych roznic.
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Ligandy nukleotydowe

Na mapie omit-composit, znaleziono w kazdym z fancuchoéw po trzy bardzo wyrazne
piki, ktorych wielko$¢ i ksztalt sugerowaly obecno$¢ nukleotydu. Na rysunku 39,
przedstawiono przykladowa mape omit-composit dotyczaca tych rejondéw, pochodzaca

z tancucha A.

Rys. 39. Przyklad mapy omit-composit, kontur 1o, zlokalizowanej w: a) miejscu aktywnym,

b) centrum podjednostki, c) w subdomenie mniejszej N-terminalnej polowy.

Gesto$¢ elektronowa odpowiadajaca zwigzkom nukleotydowym znajdowala sig
w nastepujacych lokalizacjach. Pierwsza, pomiedzy subdomenami N-terminalnej domeny,
w lokalizacji odpowiadajacej miejscu aktywnemu. Druga, w centrum podjednostki, pomigdzy
N- i C-terminalng domenga. Trzecia natomiast, w subdomenie mniejszej, N-terminalnej

potowy, w bliskim sgsiedztwie petli taczacej ja z polowa C-terminalng (Rys.39; Rys. 40).

Rys. 40. Podjednostka enzymu z mig$nia krdlika z zaznaczonymi miejscami wiazania nukleotydu 1, 2
i3.
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Centrum aktywne

Centrum aktywne podjednostki eukariotycznej zlokalizowane jest w domenie
N-terminalnej, we wnece pomigdzy subdomenami. Jak wspomniano powyzej, w miejscach
aktywnych w strukturach RmPfk-lig i RmPfk-ATP znaleziono mape gestosci elektronowej
nalezaca do nukleotydu.

Wmodelowanie ligandu w miejsce aktywne ulatwila znajomo$¢ modelu bakteryjnego
z ADP (Evans, 1981; kod PDB: 4PFK). W strukture RmPfk-lig wmodelowano ADP, natomiast
w struktur¢ RmPfk-ATP ATP. Ze wzgledu na to, iz mapa gestosci elektronowej przy
rozdzielczosci 3,2 A nie ukazuje detali, ocena rodzaju zwigzanego nukleotydu wymagata
ostroznej analizy. W kazda kieszen katalityczng wmodelowano ADP i przeprowadzono proces
udokladniania z obliczeniem map gestosci elektronowej. To samo uczyniono dla ATP
wpasowanego w centrum aktywne. Otrzymane w ten sposéb mapy stanowily kryterium
wyboru ligandu. Dodatkowo potozenie i rozmiar najsilniejszych pikow na réznicowej mapie

omit pozwolito okresli¢ obecno$¢ dwoch lub trzech grup fosforanowych (Rys.41).

Rys. 41. a), b), c) ADP w centrum aktywnym RmPfk-lig; d), e), f) ATP w centrum aktywnym
RmPfk-ATP; a), d) mapa réznicowa omit, kontur 3 o; b), €) mapa réznicowa omit, kontur 6 o;

¢) d) wazona mapa 2F,-F., kontur 1,5 o.
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Kieszen wigzaca substrat nukleotydowy w enzymie z mie$nia krélika, tworza reszty
aminokwasowe zamieszczone w Tabeli 15. Mapa gestosci elektronowej dla tych reszt jest
dobrej jakosci za wyjatkiem fancuchéw bocznych Arg92, Arg87, Arg209, Lys89, przy czym
ostatnia reszta oddzialuje z nukleotydem tylko poprzez tancuch gltéwny.

Poro6wnanie  kieszeni  katalitycznej dwoch  organizmow  eukariotycznych
i prokariotycznego wykazalo zachowanie wigkszosci kluczowych reszt aminokwasowych
pomiedzy tymi organizmami (Tabela 15). Obecno$¢ roznych reszt aminokwasowych
w pozycji Lys89 nie ma wplywu na wiazanie ligandu, poniewaz bierze w nim udzial jedynie
fancuch gléwny reszty. Bakteryjna GIn107 tworzaca wigzanie wodorowe z reszta adeniny jest
zastagpiona w enzymie eukariotycznym przez treoning, ktéra nie tworzy oddzialywan

z ligandem.

Tabela 15. Reszty aminokwasowe wiazace substrat nukleotydowy w enzymie z O. cuniculus oraz

analogiczne reszty w enzymach z B. stearothermophilus i S. cerevisiae.

B.stearother | Lys | Phe | Pro | Cys | Arg| Tyr | Ser | Gly |Gly | Arg | Gly | Asp | Gly | Ser | Gln | Gly
-mophilus | 77 | 76 | 74 | 73 | 72 | 41 | 9 | 10 | 11 | 171 102 ]103|104 105 107|108
Arg|Phe | Lys|Cys|Arg| Tyr | Ser| Gly | Gly| Arg | Gly | Asp | Gly | Ser | Thr| Gly

02*%| 91 |89*| 88 |87*| 54 | 22| 23 | 24 [209*| 117 | 118 [ 119 120|122 123
Arg| Phe |Met| Ser | Arg| Tyr | Ser | Gly |Gly | Arg | Gly | Asp| Gly | Ser | Thr| Gly

283|282 280|279 | 278|245 |213| 214 | 215| 400 | 308 | 309 | 310 | 311|313 | 314
* - reszty aminokwasowe modeli RmPfk-lig, RmPfk-ATP nieposiadajace mapy gestosci elektronowej dla fancucha

O. cuniculus

S. cerevisiae

bocznego.

Miejsce
wigzania
" cukru

ARG-209

Rys. 42. Miejsca aktywne na przykladzie RmPfk-ATP, a) reszty aminokwasowe tworzace kieszen
wiazaca nukleotyd; b) prezentacja w formie powierzchni van der Waalsa, strzatkg zaznaczono miejsce

wigzania Fru6-P.
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Druga cze$¢ centrum aktywnego, odpowiedzialna za wigzanie substratu cukrowego,
jest pusta w obu strukturach z O. cuniculus mimo, iz Fru6-P byl obecny w kropli
krystalizacyjnej oraz w roztworze kriopriotekcyjnym pierwszego krysztalu. Przyczyng, dla
ktorej Fru6-P nie zwigzal sie z biatkiem jest prawdopodobnie potoZenie kieszeni wigzacej
cukier na powierzchni kontaktu pomig¢dzy podjednostkami. Jak to opisano na przykladzie
enzymu z drozdzy, Fru6-P wiazac si¢ w centrum aktywnym tworzy wigzania wodorowe
z s3siedniag podjednostka. Wigzania te nie moga si¢ tworzy¢ w strukturach z mig$nia
szkieletowego krolika z powodu braku prawidlowych oddzialywan pomiedzy
podjednostkami.

Miejsce wigzania nukleotydu pomiedzy domenami

W centralnej czesci podjednostki z RmPfk, pomiedzy N- i C-terminalng domena,
zidentyfikowano mape gestosci elektronowej nalezaca do ADP. Nukleotyd zwigzal sie
w poblizu charakterystycznych spinek B, z ktérych jedna pochodzi z subdomeny wigkszej

N-terminalnej domeny, druga z subdomeny wigkszej domeny C-terminalnej (Rys.43).

Rys. 43. a) podjednostka RmPfk w reprezentacji powierzchni van der Waalsa, w kolorze czerwonym
czasteczka ADP w postaci sfer van der Waalsa; b) zblizenie miejsca wigzania ADP, czasteczka biatka
prezentowana przez elementy struktury drugorzedowej, czasteczka ADP w postaci sfer

van der Waalsa.
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Rys. 44. a) miejsce wigzania ADP w centrum podjednostki; b) wazona mapa gestosci elektronowe;j
2F,-F., kontur 1 o, dla czasteczki ADP oraz dla reszt fenyloalaninowych bioracych udziat

w oddzialywaniach warstwowych.

W miejscu, w ktorym zwigzala si¢ czasteczka ADP dotychczas nie obserwowano
ligandu, nie znaleziono go w strukturach enzymdéw prokariotycznych ani w strukturze
eukariotycznych drozdzy. W sekwencji enzymu ssaka nalezy doszukiwaé si¢ przyczyn,
dla ktorych czasteczka ADP ulegla tu zwigzaniu.

Reszty aminokwasowe tworzace omawiang kieszen wigzaca ADP, s3a dobrze
zdefiniowane na mapie gestosci elektronowej (Rys.44-b). PierScien adeniny ADP bierze
udzial w oddzialywaniach warstwowych z dwoma pierScieniami fenyloalaniny (Phe670,
Phe307). Grupy fosforanowe ligandu tworza wigzania wodorowe z Ser376, Asn380, Lys677,
Tyr213 oraz fancuchem glownym Aspl72. Natomiast reszta rybozy oddzialuje z Met712,
Asn340 (Tabela 16).

Pomimo tego, iz enzym z O. cuniculus jest filogenetycznie blizszy enzymowi
z S. cerevisiae, wyraznie wigksze podobiefistwo sekwencyjne w obrebie miejsca wigzania
ADP laczy go z enzymem z B. stearothermophilus (Tabela 16). Mozna przypuszczac,
ze nukleotyd nie bylby w stanie zwigza¢ sie w podjednostce drozdzowej gdyz zamiast reszt
fenyloalaninowych stabilizujacych pierscien adeniny wystepuje tu reszta lizyny i histydyny
(Lys869, His498). Ponadto w miejscu Asn380, w rejonie wigzania grup fosforanowych,
znajduje sie¢ Leu571 nietworzaca wigzan wodorowych. Poniewaz w roztworze

krystalizacyjnym enzymu drozdzowego nie bylo nukleotydu dlatego nie mozna jednoznacznie
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stwierdzi¢ czy moglby sie on wigza¢ w tym miejscu, czy tez nie.

W enzymie bakteryjnym obecne s3 dwa pierscienie fenyloalaniny potencjalnie mogace
oddzialywac¢ z ADP, ale oprocz nich znajduja si¢ tam jeszcze Phel35A, Phel35C i 11e286A.
Tak duza liczba reszt hydrofobowych, przypuszczalnie dyskwalifikuje to miejsce jako

wiazace ligand nukleotydowy.

Tabela 16. Reszty aminokwasowe wigzace ADP w centrum podjednostki z O. cuniculus oraz

analogiczne reszty w strukturach z S. cerevisiae i B. stearothermophilus.

pierscien adeniny grupy fosforanowe pierscien rybozy
Phe | Phe | Asp | Asp | Tyr | Ser | Asn | Lys | Met Asn
670 | 307 | 542 | 178 | 213 | 376 | 380 | 677 712 340
Lys | His | Asp | Tyr | Trp | Glu | Leu | Arg Val Asn

869 | 498 | 737 | 369 | 404 | 567 | 571 | 876 929 531
B. stearothermo- | Phe | Phe | Asp | Asp | Asp | Asp | Met | Arg Ile Asn

philus 259A | 259C | 140A | 140C | 175C | 307C | 310C | 266A | 286A | 289C

O. cuniculus

S. cerevisiae

—

.

PHE-135l ) \"
%\

PHE-259
PHE-135
=——/\.\

ILE-286
b)

B,

Rys. 45. Czasteczka ADP (kolor szary) wmodelowana w strukture: a) yeast-12S-Pfk,

b) B. stearothermophilus (Evans, 1981; kod PDB: 4PFK); czasteczke ADP wmodelowano poprzez

natozenie struktury RmPfk na poré6wnywane struktury.
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Miejsce wigzania nukleotydu w subdomenie mniejszej N-terminalnej

polowy

W kieszeni subdomeny mniejszej N-terminalnej polowy podjednostki RmPfk,
zlokalizowano gestos$¢ elektronowa wielkosci nukleotydu. W strukturze RmPfk-lig gestosc¢ te
przypisano do ADP, a w RmPfk-ATP do ATP. Wynika z tego, iZ w momencie nasaczania
krysztalu RmPfk-ATP roztworem krioprotekcyjnym czasteczka ADP pochodzaca z roztworu
krystalizacyjnego zostala zastagpiona czasteczkg ATP w opisywanej kieszeni.

Ten rejon biatka nie byt dotychczas znany jako miejsce wigzania ligandéw. Nalozenie
na siebie modeli bakteryjnego, drozdzowego i ssaczego ujawnia rdéznice w sekwencji
aminokwaséw. Czasteczka nukleotydu zostala zwigzana w podjednostce RmPfk przez
nastgpujace reszty aminokwasowe: reszta adeniny nukleotydu oddzialuje warstwowo
z pierScieniem Trp226, a wigzania wodorowe tworzy z Tyr384 i Arg245; reszty fosforanowe
stabilizowane sa przez His389, His241 i Lys385, natomiast pierScien rybozy oddzialuje
z fancuchem gléwnym Pro234 (Rys.46).

HIS-389

HIS-241 ;,,

\\TRP-Z%

Rys. 46. Miejsce wigzania nukleotydu na przykladzie tancucha B modelu RmPfk-lig.

W modelu yeast-12S-Pfk reszta Tyr417 moglaby potencjalnie tworzy¢ oddzialywania
warstwowe z reszta adeniny, jednak wneke buduja hydrofobowe reszty takie jak Val580,
Leu576, Val437 i Phe575, co najprawdopodobniej uniemozliwialoby zwigzanie nukleotydu.
W podjednostce bakteryjnej w miejscu Trp226 znajduje si¢ Thr188, a zamiast His389
wystepuje I1e319.
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N ILE-319
N

WWAL-437

!G LU-433 &

TYR-417

Rys. 47. Czasteczka ADP ze struktury RmPfk-lig (kolor szary) wmodelowana poprzez analogie

w strukture: a) yeast-12S-Pfk — kolor fioletowy, b) B. stearothermophilus — kolor niebieski.

Ligandy nienukleotydowe

Na mapie roznicowej gestosci elektronowej, w kazdej z podjednostek, znaleziono trzy
elipsoidalne dodatnie piki. Pierwszy jest zlokalizowany w miejscu wigzania aktywatora
Fru2,6-P,, tj. w zaglebieniu pomiedzy subdomenami C-terminalnej domeny. Pozostale dwa s3

ulokowane pomigdzy domenami po przeciwnych koncach czasteczki.

Miejsce wigzania aktywatora

Réznicowa mapa gestosci elektronowej w miejscu wigzania Fru2,6-P,, ma ksztalt
kulisty (Rys.48-a). Ksztalt gestosci pozwolil wnioskowa¢, iz pochodzi ona od niewielkiego,
tetraedrycznego jonu. Sklad roztworéow w ktorych przebywaly krysztaly, sugeruje, ze jonem
tym moze by¢ jon siarczanowy, pochodzacy od MgSO, lub jon fosforanowy powstaty
w wyniku dysocjacji ATP/ADP, ktéra nastepuje po rozpuszczeniu zwigzku w wodzie
w warunkach laboratoryjnych.

Ze wzgledu na niska rozdzielczo$¢ niemozliwe jest rozstrzygnigcie czy zwigzany jon
jest jonem fosforanowym czy siarczanowym, poniewaz réznica pomig¢dzy atomami P i S

wynosi jeden elektron. Zdecydowano o wmodelowaniu jonu fosforanowego, ze wzgledu na
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to, iz jest on blizszy zwigzkom wigzanym przez biatko (Rys.48-b).

v

Rys. 48. Mapa gestosci elektronowej w miejscu efektorowym, a) réznicowa mapa omit, kontur 3 o,
b) wazona mapa 2F,-F., kontur 1 o. Jon fosforanowy (kolor czerwony) wmodelowany na podstawie

gestosci elektronowe;j.

Poréwnanie sekwencji Ptk z S. cerevisiae i O. cuniculus wykazalo, ze reszty
aminokwasowe tworzace kieszen efektorowa sa silnie zachowane pomigdzy enzymami
(Tabela 17). Z nalozenia na siebie struktur RmPfk i yeast-12S-Pfk, wynika, ze poloZenie jonu
fosforanowego w omawianym modelu odpowiada dokladnie miejscu wigzania grupy

fosforanowej w pozycji 2 zwiagzku Fru2,6-P, w enzymie drozdzowym (Rys.49-b).

Rys. 49. a) jon fosforanowy w miejscu efektorowym i reszty aminokwasowe tworzace Kieszen,
b) poréwnanie miejsca efektorowego Ptk z S. cerevisiae ze zwigzanym Fru2,6-P, (podjednostka o —
kolor jasnofioletowy, podjednostka B — kolor ciemnofioletowy) z miejscem efektorowym RmPfk

(kolor zielony), jon fosforanowy w kolorze zielonym.
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Tabela 17. Poréwnanie sekwencji miejsca efektorowego Ptk z O. cuniculus i podjednostki a Ptk

z S. cerevisiae.

RmPfk-lig | His | Gln | Met | Gly | Gly | Glu | Ser | Asn | Arg | Thr | Arg | -——- | -—--
660 | 663 | 572 | 573 | 574 | 628 | 529 | 531 | 470 | 527 | 734
Yeast-12S-Pfk | His | GIn | GIn | Gly | Gly | Glu | Ser | Asn | Arg | Thr | Arg | Arg | Lys
859 | 862 | 767 | 768 | 769 | 827 | 724 | 726 | 665 | 722 | 952 | 754 | 8478

Mimo obecnosci Fru2,6-P, w roztworze krystalizacyjnym, nie zostal on zwiazany
w miejscu efektorowym. Prawdopodobng przyczyne tego faktu stanowi brak prawidtowych
oddzialywan ze strony sasiedniego tancucha. Z badan nad strukturg yeast-12S-Pfk wiemy
bowiem, ze cukier zwigzany w miejscu efektorowym tworzy wigzania wodorowe z dwiema
resztami nalezacymi do sgsiedniej podjednostki. Mozna stad wnioskowa¢, ze oddzialywania

te s3 niezbedne dla wigzania Fru2,6-P, w miejscu efektorowym bialka.

Pozostale dwa miejsca wigzania zwigzku nienukleotydowego

Roéznicowa mape gestosci elektronowej znaleziono pomiedzy domenami w dwodch
przeciwleglych koncach podjednostki, tj. w poblizu petli laczacej dwie domeny oraz
w sasiedztwie N- i C-konca.

Poréwnanie podjednostki RmPfk z modelem bakteryjnym ujawnia, ze dwa dodatnie
piki r6znicowej gestosci elektronowej znajduja si¢ w miejscach odpowiadajacych
prokariotycznym miejscom efektorowym, zdolnym do wigzania obu efektorow ADP i PEP.
W strukturze bakteryjnej dwie kieszenie efektorowe znajduja sie pomiedzy dwiema
podjednostkami i sa zwigzane ze soba poprzez niekrystalograficzng o$ symetrii.
W podjednostce enzymu ssaka miejsca te naleza do tej samej podjednostki i s3 homologiczne
poniewaz ewoluowaly z tego samego motywu bakteryjnego.

Z nalozenia na siebie modeli eukariotycznego i prokariotycznego wynika, ze fancuchy
biegng w podobny sposéb tworzac kieszenie podobnej wielkosci, a ponadto buduja je takie

same badz zblizone charakterem reszty aminokwasowe.
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Rys. 50. Struktura RmPfk (kolor zielony) oraz dwa dodatnie piki roéznicowej mapy gestosci
elektronowej w dwoch przeciwleglych koncach podjednostki, pomiedzy N- i C-terminalna domena.
Dwa lancuchy struktury B. stearothermophilus (kolor niebieski i fioletowy) z ADP w miejscach

efektorowych natozone na podjednostke enzymu z krolika.

Wydluzony ksztalt réznicowej mapy gestosci elektronowej nie daje jednoznacznej
odpowiedzi na temat zwigzanych w tych miejscach zwiazkow. Wiemy, ze w kierunku gestosci
elektronowej zwrdcone s3 tancuchy boczne Arg423 i Arg419 (w kieszeni przy petli taczacej
domeny) i Arg38, Arg34 (w kieszeni w poblizu N- i C-konca). Obecno$¢ aminokwasowych
fancuchéw bocznych z grupami -NH, sugeruje, ze zwiazany ligand ma charakter akceptora
wiazan wodorowych.

Na przykladzie kieszeni zlokalizowanej w poblizu petli taczacej domeny na
rysunku 50 przedstawiono réznicowa mape gestosci elektronowej gdy nie wmodelowano w
tym miejscu ligandu, a takZze mapy gestosci elektronowej otrzymane po udokladnieniu
modelu w obecnos$ci potencjalnych ligandow. Mapy gestosci elektronowej bedace rezultatem
wmodelowania jonu fosforanowego (Rys.51-b) oraz DTT (1,4-ditiotreitolu - obecnego
w buforze dializacyjnym) (Rys.51-c) wskazuja na obecno$¢ w tym miejscu wiekszej
czasteczki. Najlepiej w mapa gestosci elektronowej pasuje pirofosforan (Rys.51-d), ale jest
malo prawdopodobne, by byl on obecny w strukturze biatka (gdyby nawet PPi pochodzil
z rozpadu nukleotydu to jest on zwigzkiem bardzo nietrwalym, latwo rozpadajacym sie na
dwie grupy fosforanowe). Na temat zwigzanych w tych miejscach czasteczek mozna jedynie
spekulowa¢ w oparciu o opisane wyzej spostrzezenia, slaba rozdzielczo$¢ uniemozliwia
jednoznaczng interpretacj¢ mapy. Za umieszczeniem w tych miejscach jonu fosforanowego
w strukturach RmPfk przemawial fakt, iz zostal on wczes$niej zidentyfikowany w miejscu

efektorowym.
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Rys. 51. Mapy gestosci elektronowej w kieszeni w poblizu petli taczacej domeny w zaleznosci
od obecnosci oraz rodzaju ligandu, wazona mapa 2F,-F. o konturze 1 ¢ — kolor niebieski, dodatnia
mapa F,-F. kontur 3 o - kolor zielony; a) bez wmodelowanego ligandu; b) wmodelowany jon PO.*;

¢) wmodelowana czasteczka DTT; d) wmodelowana czasteczka PPi.
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Dyskusja
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Fosfofruktokinaza jako enzym katalizujacy nieodwracalng reakcje szlaku
glikolitycznego stanowi gléwny punkt regulacji przebiegu metabolizmu glukozy, a przez to
bardzo interesujacy obiekt badawczy.

Dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy struktury ATP-zaleznej Pfk opieral si¢ na
strukturach rentgenograficznych enzymow bakteryjnych, strukturze Ptk z Trypanosoma
brucei (ktéra wykazuje blizsze podobienstwo z PPi-zaleznymi enzymami i nie ujawnia cech
zwiazanych z ewolucja na drodze duplikacji genu) oraz obrazach mikroskopii elektronowej
ukazujacych czwartorzedowa strukture Pfk drozdzy i ssakow. Opisane tu modele stanowia
pierwsze eukariotyczne struktury, ktérych podjednostki sa efektem ewolucji poprzez
duplikacje i fuzje genéw, a Ptk z mie$nia szkieletowego krolika stanowi pierwsza strukture
Pfk zwierzat wyzszych.

Struktury Pfk z Saccharomyces cerevisiae oraz Oryctolagus cuniculus ze wzgledu na
wielkos¢ podjednostek (ponad 700 reszt aminokwasowych w taficuchu biatkowym) naleza do
grona najwigkszych rozwigzanych struktur, ktére w bazie PDB stanowia zaledwie 2,5%
wszystkich struktur. Do tego w strukturze krystalicznej forma 12S enzymu drozdZzowego
agreguje w sposob podobny do natywnego heterooktameru 21S, z dwoma tetramerami 12S
w cze$ci asymetrycznej. W zwigzku z tym jest to jeden z najwiekszych modeli atomowych
struktur biatkowych pod wzgledem rozmiaru czasteczki biologicznej, a jednocze$nie
zawarto$¢ asymetrycznej czesci komorki elementarnej. Duze rozmiary bialek z pewnoscia
zwigkszaja trudnosci w uzyskaniu wysokorozdzielczych danych, dla ktoérych konieczne

byloby otrzymanie dobrej jako$ci krysztaloéw o wigkszych rozmiarach.

Ewolucja a struktura tréjwymiarowa fosfofruktokinazy eukariotycznej

Przemiany ewolucyjne przebiegajace poprzez duplikacje, fuzje i r6znicowanie genoéw
w toku ktorych powstaly znane obecnie Ptk organizméw eukariotycznych przekladaja si¢ na
ich struktur¢ tréjwymiarowa, na sposob pofaldowania lancuchéw polipeptydowych, na
sposoOb oligomeryzacji podjednostek oraz funkcje kieszeni wigzacych ligandy.

Podjednostki Pfk zarowno z S. cerevisiae jak i O. cuniculus s3 wigcej niz podwojnej
wielkos$ci w stosunku do podjednostki enzymu bakteryjnego. W podjednostkach nalezacych

do opisanych tu bialek eukariotycznych znalez¢ mozna dwukrotnie powtérzony motyw
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strukturalny bakteryjnej podjednostki, inaczej mowiac dimer bakteryjnego biatka. Ponadto
wytworzyly sie fragmenty fancuchow charakterystyczne dla enzymu danego eukariotycznego

organizmu.

Sposob oligomeryzacji podjednostek eukariotycznych

Pfk z S. cerevisiae

Ptk z S. cerevisiae mimo, iz reprezentuje enzym pochodzacy z prostego
jednokomoérkowego eukariota charakteryzuje sie bardziej zlozong architektura niz Pfk
ssakow. Na skutek dodatkowej duplikacji genu, powstaly dwa typy podjednostek
drozdzowych: o i B. Dominujagcym sposobem oligomeryzacji enzymu z S. cerevisiae jest
forma heterooktameryczna, oktamer byl obserwowany w badaniach prowadzonych metoda
mikroskopii elektronowej na natywnej formie 21S enzymu (Ruiz, 2003). Ten sam sposob
agregacji wystepuje takze w opisanej tu strukturze krystalograficznej yeast-12S-Pfk. Mimo,
izw wyniku przeprowadzonej proteolizy powstal enzym tetrameryczny to w strukturze
krystalicznej tetramery 12S oddziatuja ze sobg w sposob przypominajacy natywny oktamer.
Za oktameryzacje odpowiedzialne sg kontakty pomiedzy podjednostkami o. W krysztale
w obu parach podjednostek o oddzialywania tworzg tylko trzy reszty aminokwasowe kazdego
fancucha o (Rys.52). Nie mozna jednak wykluczy¢, iz w natywnym heterooktamerze
sasiednie ltancuchy o beda tworzyly wigksza liczbe wiazan wodorowych. Z badan
proteolitycznych wynika (Kopperschlager, 1993), ze za tworzenie formy oktamerycznej
odpowiada C-terminalny fragment lancucha o trawiony przez chymotrypsyng. W strukturze
yeast-12S-Pfk widzimy, iz lancuch zostal przeciety na C-koncu ale odcigta cze$¢ tancucha
(reszty 920-980) nie oddysocjowala (patrz str. 60-61). Ten fragment tancucha, jak wynika ze
struktury, nie bierze udzialu w oddzialywaniach podjednostek w oktamerze, ale nie mozna
wykluczy¢, iz takie oddzialywania tworzy nieobecny w strukturze fragment tancucha

obejmujacy reszty 894-919.
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Rys. 52. Oddzialywania pomigdzy tetramerami 12S Pfk z S. cerevisiae odpowiedzialne
za oktameryzacje, na przykladzie oddzialywan pomigedzy podjednostka A (kolor zielony) i E (kolor
fioletowy). Identyczne oddzialywania wystepuja pomiedzy druga para podjednostek o (C i G).

Przestrzenna aranzacja prokariotycznego homotetrameru o ksztalcie globularnym
zostala zachowana w strukturze Ptk z S. cerevisiae z ta réznica, iz ze wzgledu na wigksze
rozmiary  podjednostki enzymu drozdzowego tetramer bakteryjny odpowiada
eukariotycznemu dimerowi. Drozdzowy oktamer sklada si¢ z czterech takich dimeréw

podobnych do bakteryjnego tetrameru.

Ptk z O. cuniculus

Za pomoca metod mikroskopii elektronowej najczesciej obserwowano wystepowanie
dimeréw oraz tetramerow tworzonych przez Ptk z mig$nia szkieletowego krolika, a takze
zauwazono tendencje enzymu do tworzenia wigkszych aglomeratow (Parmeggiani, 1966;
Telford, 1975; Foe, 1980). Wiadomo, ze Pfk ssaka z postaci aktywnego tetrameru moze
dysocjowa¢ do nieaktywnych dimeréw i monomeréw w wyniku rozcienczania. Natomiast,
w wysokim stezeniu, moze agregowa¢ w wigksze oligomeryczne konformacje wykazujace
taka sama aktywnos$¢ co tetramery (Uyeda, 1979). Wplyw takich czynnikéw jak pH, sila
jonowa i temperatura zmienia réwnowage pomiedzy tymi formami. Srodowisko kwasne, jak
rowniez wysoka sita jonowa i temperatura sprzyjaja dysocjacji biatka, natomiast srodowisko
zasadowe, niska sila jonowa i temperatura faworyzuje tworzenie wigkszych aglomeratow
(Luther, 1986).
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Struktura krystalograficzna RmPfk nie dostarcza informacji na temat wygladu
ssaczego tetrameru. Ulozenie podjednostek RmPfk w sieci krystalicznej nie przypomina
sposobu agregacji, jaki obserwowano w strukturze drozdzowej czy bakteryjnej. W strukturze
RmPfk obserwujemy najprawdopodobniej form¢ monomeryczna, wynikajaca przypuszczalnie
z niskiego pH zastosowanego w procesie krystalizacji. Mimo, iz podjednostki nie wchodza
w sklad tetrameru, ich struktura jest stabilna, na co wskazuje wysokie podobienstwo do

podjednostek enzymu drozdzowego wchodzacego w sklad oktameru.

F2,6BP
REGULATORY —_
SITE

CATALYTIC
SITE it

F2,6BP
REGULATORY

ASSOCIATION

Rys. 53. Zrodlo rysunku: Chang, 2002. Model tetrameru Pfk z mie$nia krolika, z zaznaczonym
domniemanym miejscem katalitycznym i efektorowym dla Fru2,6-P,. Lancucha  reszty R292-H298
(linia ciagla) w N-terminalnej potowie podjednostki I i jej tancuch partnerski reszty R656-H662 (linia

przerywana) w C-terminalnej potowie w podjednostce I — oddzialywania antyrownolegle.

W literaturze podejmowano proby zaprojektowania tetrameru tworzonego przez
enzym ssaka, jedng z nich prezentuje rysunek 53 (Chang, 2002). Znajomos$¢ struktury
yeast-12S-Pfk, pozwala jednak na wyciagniecie odmiennych wnioskéw w stosunku do tych
przedstawionych na rysunku. Poniewaz enzym ssaka ma bardzo podobng budowe
podjednostki w stosunku do podjednostki enzymu z S. cerevisiae, mozna przypuszczac,
iz forme dimeryczng oraz tetrameryczng bedzie tworzyt réwniez w podobny sposéb. Jesliby
tak bylo, wowczas zasadnicza réznica w stosunku do modelu zaproponowanego przez
profesora Changa i wspolpracownikow (Rys.53) polegalaby na kontaktach podjednostek
tworzacych dimery. Ze struktury yeast-12S-Pfk wynika, Zze N-terminalna polowa
eukariotycznej podjednostki oddzialuje z N-terminalng potowa sasiedniej podjednostki
w dimerze w taki sposob, Ze terminalne fragmenty sasiednich podjednostek znajduja si¢
po przeciwleglych stronach dimeru. Dalsza konsekwencja takiego stany rzeczy jest

ulokowanie miejsc katalitycznych sasiednich podjednostek pomigedzy ich N-terminalnymi
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poléwkami. Czyli oba miejsca katalityczne znajduja sie z tej samej strony dimeru, a oba
miejsca efektorowe, wigzace Fru2,6-P,, znajduja sie¢ na przeciwleglej stronie dimeru.
Tymczasem we wcze$niej proponowanym modelu (Rys.53) N-terminalna poléwka oddzialuje
z C-terminalng nalezaca do sasiedniej podjednostki, a pomigdzy tymi poléwkami znajduje si¢
jedno miejsce katalityczne i jedno efektorowe.

Gdyby dimer Pfk z mig$nia szkieletowego krolika wygladal podobnie do dimeru
w strukturze yeast-12S-Pfk, mozna by przypuszczaé, ze rowniez tetramer RmPfk bylby
podobny do tetrameru z S. cerevisiae. Jesli z podjednostek RmPfk wymodelowa¢ tetramer
poprzez nalozenie czterech ich kopi na cztery podjednostki enzymu drozdzowego tworzace
tetramer, wowczas mozna obserwowac, ktére fragmenty fancuchéw oddzialywatyby ze soba
gdyby taki tetramer powstal. Na rysunku 54-a) przedstawiono taki wymodelowany tetramer
z podjednostek RmPfk. Na zblizeniu wida¢, ze za kontakty pomigdzy dimerami tworzacymi
tetramer odpowiadalyby fragmenty helikalne zlozone z reszt aminokwasowych od 601 do 605
oraz 632-645. Co ciekawe, oddzialywania tych fragmentow lancucha sa obecne w strukturze
krystalograficznej RmPfk pomiedzy podjednostkami zwigzanymi symetria, a ich wzajemne

ulozone jest bardzo podobne do tego w wymodelowanym tetramerze (Rys.54).

Rys. 54. a) tetramer wymodelowany z podjednostek Pfk z miesnia szkieletowego krolika oraz
zblizenie na miejsce kontaktu pomiedzy podjednostkami z sgsiednich dimerow; b) dwie podjednostki
zwigzane symetria w strukturze krystalicznej RmPfk oraz zblizenie na miejsce kontaktu pomiedzy

nimi.
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Funkcje miejsc wigzacych ligandy

Pfk z S. cerevisiae

W strukturze yeast-12S-Pfk znaleziono 8 czasteczek Fru6-P i 8 czasteczek Fru2,6-P,,
w kazdej podjednostce zwigzala si¢ jedna czasteczka Fru6-P i jedna Fru2,6-P,. Kieszen
wiazaca Fru6-P zlokalizowana jest w zaglebieniu pomiedzy subdomenami N-terminalnej
domeny, a zwigzany ligand tworzy jednocze$nie oddzialywania z resztami aminokwasowymi
N-terminalnej domeny sasiedniej podjednostki w dimerze. Kieszen wigzaca Fru6-P stanowi
polowe centrum aktywnego, ktorego pozostala czes¢ tworzy wneke zdolng do wigzania
drugiego substratu - ATP, ktory nie byl obecny w procesie krystalizacji. Miejsce zdolne do
wigzania substratu nukleotydowego lezy w glebi N-terminalnej domeny nie tworzac
oddzialywan z sasiedniag podjednostka. Porownanie struktury enzymu drozdzowego ze
strukturg enzymu bakteryjnego wykazuje identyczno$¢ wiekszosci reszt aminokwasowych
tworzacych centrum aktywne co sugeruje, iz mechanizm przebiegu katalizowanej reakcji jest
taki sam w obu organizmach.

Zwiazanie czasteczek Fru2,6-P, w strukturze yeast-12S-Pfk potwierdzilo miejsce
wigzania najsilniejszego aktywatora enzymu eukariotycznego, ktore bylo wczesdniej
wnioskowane na podstawie wynikow mutagenezy (Chang, 2002). Fru2,6-P, wiagze si¢
pomiedzy subdomenami C-terminalnej domeny w obu typach podjednostek, tworzac
jednoczes$nie oddzialywania z resztami aminokwasowymi sasiedniej podjednostki w dimerze.
Kieszen wigzaca aktywator ewoluowala z miejsca wigzania Fru6-P w centrum aktywnym
enzymu bakteryjnego, a nalozenie prokariotycznego tetrameru na dimer yeast-12S-Pfk
powoduje pokrycie si¢ pary bakteryjnych centrow aktywnych z miejscami wigzania
eukariotycznego aktywatora. Z tego samego nalozenia wynika, ze kieszen wigzaca ATP
w centrum Kkatalitycznym podjednostki enzymu bakteryjnego ulegla zanikowi podczas
formowania si¢ miejsca efektorowego Fru2,6-P, w enzymie eukariotycznym. To wyklucza
wczesniejsze przypuszczenia niektorych badaczy mowiace o tym, iz z kieszeni tej
ewoluowalo miejsce wigzania ATP jako inhibitora (Li, 1999) lub tez ADP/AMP jako
aktywatora (Kemp, 2002).

Struktura yeast-12S-Ptk pozwolila na okreSlenie sposobu wigzania Fru2,6-P,
w kieszeni aktywatora. Posiadanie szczegolowego modelu kieszeni wigzacej Fru2,6-P,
stanowi¢ moze matryce¢ umozliwiajaca projektowanie zwigzkow innych niz natywny ligand
lecz posiadajacych z nim cechy wspolne, a wywotujacych efekt silniejszej aktywacji lub

inhibicji. Dzi¢ki analizie oddzialywan w miejscu efektorowym okre$lono ta cze$¢ czasteczki
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aktywatora, ktora moze tworzy¢ najwieksza liczbe wigzan wodorowych z tancuchami biatka,
a tym samym mie¢ najwigkszy wplyw na funkcjonowanie enzymu (Rys.55-a). Modyfikacje
szczegOlnie w tej czeSci liganda z uwzglednieniem charakteru tworzonych oddzialywan
i uwarunkowan sterycznych moga da¢ poczatek nowej grupie efektorow eukariotycznego
enzymu (Tabela 18, Rys.55-b). Najwazniejsza dla nowego aktywatora jest obecno$¢ grupy
,C” odpowiadajacej grupie fosforanowej 6 w naturalnym aktywatorze Fru2,6-P,. Grupa ,,C”
wiaze sasiednia podjednostke i stabilizuje czwartorzedowa strukture w formie aktywne;j.
Natomiast brak podstawnika w miejscu ,,C” (obecno$¢ atomu wodoru) moglyby prowadzi¢ do
otrzymania inhibitora. Taki zwigzek blokowalby miejsce efektorowe stabilizujac enzym
w jego nieaktywnej konformacji. Poszukiwanie sposobow aktywacji Pfk moze miec
zastosowanie w aspektach medycznych zwigzanych np. z zaburzeniami metabolizmu takimi
jak choroba Taruiego dotyczaca bezposrednio fosfofruktokinazy i polegajaca na jej
niewydolno$ci. Natomiast aktywacja metabolizmu drozdzy moze mie¢ zastosowanie
np. w przemysle browarniczym, gorzelniczym lub w przypadku przemyslowej syntezy
chemicznej. Poniewaz prezentowana struktura jako pierwsza ukazuje model miejsca wigzania
eukariotycznego aktywatora, wspotrzedne atomowe kieszeni efektorowej oraz zwigzanej z nig
czasteczki Fru2,6-P, zostaly zastrzezone prawem patentowym (numery zgloszen
patentowych: P383866, P383868).

D
R1 R2

a) b)
Rys. 55. a) czasteczka aktywatora, Fru2,6-P,, kolorem zielonym zaznaczono ta cze$¢ czasteczki, ktora
tworzy najwiecej oddzialywan z bialkiem; b) schemat potencjalnego efektora enzymy ssaczego,

ktorego poszczegoblne reszty moga zmieniaé sie zgodnie z Tabelg 18.
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Tabela 18. Przyklady modyfikacji aktywatora w kierunku nowych zwiazkow o potencjalnym

charakterze aktywacyjnym.

A C B D E H R1S R2S
- P4 -O - P4 -H |atomC o -CH OH -CH OH
grupa hybrydyzacj i | |
et er owa sp3 X X
-S4 -S- -S4 -C=0 -C=0
grupa | I
tioeterowa X X
-C-SX20 -OH -H -H
-G s20

$ X w kolumnach R1 i R2 oznacza atom wodoru lub wigzanie do sasiedniego R lub tez wiazanie do

sasiedniego R poprzez grupe -CH»-.

Pfk z O. cuniculus

Fosfofruktokinaza eukariotyczna jest skomplikowanym enzymem ze wzgledu na
mozliwo$¢ wiazania sie¢ z duza liczba ligandéw. W strukturach RmPfk znaleziono w kazdej
podjednostce trzy czasteczki nukleotydu oraz trzy czasteczki jonow fosforanowych.
Ze wzgledu na staba rozdzielczo$¢ oraz brak tworzenia stabilnego tetrameru, jednoznaczna
definicja miejsc w ktorych zwigzaly sie ligandy nie jest mozliwa. W podjednostce struktury
RmPfk-lig zwiazaly sie trzy czasteczki ADP, natomiast w strukturze RmPfk dwie z nich
zostaly zastapione przez czasteczki ATP pochodzace z roztworu krioprotekcyjnego (Rys.56).

W miejscu aktywnym podjednostek zwigzala sig, zaleznie od struktury, czasteczka
ADP lub ATP. Reszty aminokwasowe tworzace kieszen katalityczng sa silnie zachowane
z stosunku do enzymu drozdzowego i bakteryjnego. Wneka wiazaca substrat cukrowy
w strukturach z O. cuniculus jest pusta mimo obecno$ci Fru6-P w kropli krystalizacyjnej,
prawdopodobnie ze wzgledu na brak prawidtowej struktury czwartorzedowej i oddzialywan
ze strony sasiedniego tancucha, ktéry najprawdopodobniej na wzoér struktury yeast-12S-Pfk
powinien tworzy¢ wigzania wodorowe z ligandem.

W centralnej cze$ci podjednostki w obu strukturach zwigzala si¢ czasteczka ADP.
Miejsce to zarowno w enzymie bakteryjnym jak i drozdzowym nie bylo obserwowane jako
miejsce wigzace ligand. Wigzanie liganda w tym miejscu wydaje si¢ by¢ nieprzypadkowe
z dwoch powodow, po pierwsze: czasteczka ADP nie zostala tu zastgpiona przez czasteczke
ATP podczas przygotowywania drugiego krysztalu, po drugie: reszta adeniny ADP ulokowana
jest pomiedzy dwoma pierscieniami fenyloalaniny tworzac z nimi oddzialywania warstwowe.

Mozna przypuszczac, iz jest to miejsce wigzania ADP jako aktywatora.
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Rys. 56. a) podjednostka enzymu w strukturze RmPfk-lig; b) podjednostka enzymu w strukturze
RmPfk-ATP; kolorami oznaczono poszczegdlne ligandy: ADP — zielony, ATP — czerwony,
PO4 - fioletowy.

W subdomenie mniejszej N-terminalnej polowy zwigzala sie trzecia czasteczka
nukleotydu, ktérg zaleznie od struktury jest ADP lub ATP. W tej lokalizacji rowniez wcze$niej
nie obserwowano miejsca wigzania. Czasteczka nukleotydu grupa adeninowa skierowana jest
do wnetrza bialka tworzac oddzialywania warstwowe z grupa boczng tryptofanu. Grupy
fosforanowe nukleotydu sa natomiast wystawione na dzialanie Srodowiska. Zidentyfikowana
kieszen potencjalnie moze by¢ miejscem wiazania inhibitora ATP, jak réwniez jedynie
efektem procesu krystalizacji. Fakt, iZ w miejscu tym wigze si¢ réwniez ADP, a cze$¢
fosforanowa jest mocno wystawiona na dzialanie S$rodowiska nie przemawia za

zdefiniowaniem tego miejsca jako miejsca wigzania allosterycznego inhibitora ATP.

Jeden ze zwigzanych jonow fosforanowych znajduje si¢ w kieszeni wigzania
aktywatora Fru2,6-P,, w polozeniu w ktérym wiaze si¢ grupa fosforanowa aktywatora
w pozycji 2. Czasteczka Fru2,6-P, nie zwigzala si¢ w tym miejscu najprawdopodobniej
ze wzgledu na brak prawidlowych oddzialywan ze strony sasiedniego tancucha.

Dwa pozostale jony fosforanowe zostaly zlokalizowane w miejscach odpowiadajacych
bakteryjnym miejscom efektorowym wigzacym zarowno ADP jak i PEP. Wynika stad,
iz miejsca te zostaly zachowane w enzymie eukariotycznym, ale na temat ich roli mozna
jedynie spekulowac. Zblizony charakter aminokwasowy kieszeni w enzymie eukariotycznym
w stosunku do enzymu bakteryjnego pozwala przypuszczac, iz méglby sie tu rowniez wigzac
nukleotyd (by¢ moze ATP jako inhibitor), z drugiej jednak strony nie ulegl on zwigzaniu

mimo obecno$ci w roztworze. Nie mozna wykluczy¢, iz drugi inhibitor, cytrynian,
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ze wzgledu na swoj charakter chemiczny méglby tworzy¢ oddzialywania wodorowe
z resztami argininy obecnymi w kieszeni, poniewaz nie zastosowano cytrynianu podczas
krystalizacji nie mozna potwierdzi¢ tej tezy.

W literaturze na podstawie wynikow mutagenezy kieszen zlokalizowana
w sasiedztwie N- i C-koncow okreslono jako wigzaca cytrynian (Li, 1999; Chang, 2002), a ta
znajdujaca sie w poblizu petli taczacej dwie domeny jako wiazaca inhibitorowy ATP (Chang,
2002) badz aktywator AMP (Li, 1999). Dane krystalograficzne nie pozwalaja na

rozstrzygnigcie tej kwestii.

Mutacje sekwencji aminokwasowej Pfk zwigzane z choroba Taruiego

Mozliwo$¢ analizy modelu struktury Pfk z mie$nia szkieletowego krolika, ktorego
sekwencja wykazuje 96% podobienstwo z sekwencja Pfk z miesnia cztowieka (HmPfk)
pozwala rozwaza¢, w ktérym miejscu w strukturze zlokalizowane sa mutacje reszt
aminokwasowych wywotlujace symptomy choroby Taruiego.

Mutacje wykryte u chorych dotknietych choroba dotycza: Arg38Pro/Leu, Arg94X,
Arg99GIn, Gly208Asp, Asp542Ala, Trp685Cys, Arg695His (Nakajima, 2002). Te same reszty
wystepuja w Pfk z mie$nia szkieletowego krélika. Ich lokalizacje przedstawia rysunek 57,
z ktoérego wynika, iz Arg38 tworzy wigzania wodorowe z jonem fosforanowym zwigzanym
w poblizu odcinkéw terminalnych, reszta Gly208 znajduje si¢ w miejscu wigzania Fru6-P
w centrum aktywnym, natomiast reszta Asp542 oddzialuje z adening czasteczki ADP
zwigzanej w centrum podjednostki. Pozostale cztery reszty aminokwasowe (Arg94, Arg99,
Trp685, Arg695) zlokalizowane s3 w zewnetrznych partiach podjednostki. Powyzsze
obserwacje, wskazuja na znaczenie oraz nieprzypadkowos$¢ miejsca, w ktérym zwigzala sie
czasteczka ADP w centralnej cze$ci podjednostki oraz miejsca wigzacego jon fosforanowy.
Pozostalych mutacji nie mozna wytlumaczy¢ w oparciu o niniejszy model krystalograficzny.
By¢ moze ich miejsca odpowiadaja oddzialywaniom z innymi czasteczkami w zywej

komorce, takimi jak struktury cytoszkieletu, z ktérymi oddziatuje Ptk (Beitner, 1993).
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Tabela 19. Poroéwnanie sekwencji fosfofruktokinazy z migénia krolika i czlowieka. Kolorem

czerwonym zaznaczono miejsca mutacji wykrytych w enzymie czlowieka w zwiazku z chorobg

Taruiego.

HPf k THEEHHAAKTLG GKAI AVLTSGGEDAQGINAAVRA G FTGARVFFVHEGYQGLVDG 60

RrPf k THEEHHAARTL GVGKAI AVLTSGGEDAQGINAAVRA G FTGARVFFVHEGYQGLVDG 60
********: ***: R R I S S S O SR R S I I R R S S S S

HPf k GDHI KEATVESVSMVL QL GGTVI GSARCKDFR GRL YNLVKRG TNLCVI GGDGS 120

RPf k GDHI REATVESVSMVL QL GGTVI GSARCKDFR GRL HNLVKRG TNLCVI GEDGS 120
****: ************************************: EIE SRR R I Ik I S I O

HmPf k LTGADTFRSEWSDL L SDL QKAGKI TDEEATKSSYLNI VGLVGSI DNDFCGTDMIT GTDSA 180

RPf k LTGADTFRSEWSDL L SDL QKAGKI TAEEATRSSYLNI VGLVGSI DNDFCGTDMIT GTDSA 180
R I I I S S I ****: R I S S kS R S O O

HPf k LHRI MEI VDAI TTTAQSHOQRTFVLEVI HCGYLALVTSLSCGADW/FI PECPPDDDVEE 240

RnPf k LHRI TEI VDAl TTTAQSHOQRTFVLEVI HCGYLALVTSLSCGADW/FI PECPPDDNVWED 240
*k k% ***************************************************: **:

HPf k HLCRRLSETRTRGSRLNI | | VAEGAI DKNGKPI TSEDI KNLVWKRLGYDTRVTVLGHVQR 300

RrPf k HLCRRLSETRTRGSRLNI | | VAEGAI DRNGKPI TSEGVKDLVWRRLGYDTRVTVLGHVQR 300
***************************: ********. *: ***: EE SRR I S I S S O

HPf k GGTPSAFDRI LGSRMGVEAVVAL L EGTPDTPACVVSL SGNQAVRLPLMECVQVTKDVTKA 360

RPf k GGTPSAFDRI LGSRMGVEAVVAL L EGTPDTPACVVSL SGNQAVRLPLMECVQVTKDVTKA 360
EE IR R R I I I I R S R I S I S R I R R R I R S S R R I I R S I

HmPf k MDEKKFDEAL KL RGRSFMNNVEVYKL L AHVRPPVSKSGSHTVAVM\VGAPAAGVNAAVRS 420

RPf k VDEKRFDEANKL RGRSFMNNVEVYKLLAHI RPPAPKSGSYTVAVM\VGAPAAGVNAAVRS 420
****: ****: *******************: ***- A ****: R I I I kb S I I

HPf k TVRI GLI QGNRVLVVHDGFEGLAKGQ EEAGASYVGOW GQGGSKLGTKRTLPKKSFEQ 480

RnPf k TVRI GLI QGNRVLVVHDGFEGPAKGQ EEAGNSYVGOW GQGGSKLGSKRTLPKKSFEQ 480
kkkkkkkhkhkhkhkkikkkkkkikikhkhkk *************************: kkkkkkkikikhkhk*k

HPf k SANI TKFNI QGLVI | GGFEAYTGGLELMECRKQFDELCl PFVWI PATVSNNVPGSDFSVG 540

RrPf k SANI TKFNI QGLVI | GGFEAYTGGLELMECRKQFDELCl PFWI PATVSNNVPGSDFSVG 540
R R I S S S S S SR R I SR R R S S R Ik S S R R I S S

HPf k TALNTI CTTCDRI KQSAAGTKRRVFI | ETMGGYCGYL ATMAGL AAGADAAYI FEEPFT 600

RPf k TALNTI CTTCDRI KQSAAGTKRRVFI | ETMGGYCGYL ATMAGL AAGADAAYI FEEPFT 600
EE IR R R I I I I R S R I S I S R I R R R I R S S R R I I R S I

HPf k | RDL QANVEHL VQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFI FNLYSEEGKG FDSRKNVLGH 660

RrPf k | RDL QANVEHL VOQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFI FNLYSEEGKG FDSRKNVLGH 660
R S S kR R S I I kR R I

HPf k MQQGGSPTPFDRNFATKMGAKA GKI KESYRNGRI FANTPDSGCVL GVRKRALVFQ 720

RPf k MQQGGSPTPFDRNFATKMGAKA GKI KESYRNGRI FANTPDSGCVL GVRKRALVFQ 720
**************************: kkkkkkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkikhkhkkkhkkkikikikhkikkkk*k

HPf k PVAEL KDQTDFEHRI PKEQANLKLRPI LKI LAKYE! DLDTSDHAHLEHI TRKRSGEAAV 779

RTPf k PVTELQNQTDFEHRI PKEQWALKLRP! LKI LAKYE! DLDTSEHAHLEH SRKRSGEATV 779

R SRR Ik SRR S S R Sk S S I R R S Sk S S I SR SRR S SRR S S I U
* jdentyczne reszty aminokwasowe; : reszty o tym samym charakterze chemicznym; . reszty o zblizonym charakterze

chemicznym
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Rys. 57. Podjednostka RmPfk-ATP z zaznaczonymi resztami (kolor czerwony), ktérych mutacje
wykryto u oséb cierpigcych na chorobe Taruiego, ligandami zwigzane ze struktura zaznaczono

w kolorze niebieskim.
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Podsumowanie

Celem niniejszej pracy byla szeroko pojeta analiza struktur rentgenograficznych
fosfofruktokinazy — pochodzacej 2z jednokomorkowego organizmu eukariotycznego
S. cerevisiae oraz z migsnia szkieletowego O. cuniculus jako przedstawiciela zwierzat
wyzszych.

Analiza poré6wnawcza struktur enzyméw eukariotycznych i prokariotycznych ujawnita
istniejace miedzy nimi podobiefistwa i roznice. Istniejace roznice w sposobie kontroli
enzymow, w sekwencjach aminokwasowych, w wielkosci podjednostek i stopniu
oligomeryzacji oraz w miejscach wigzania ligandéw stanowia unikalne cechy poszczegélnych
bialek bedace obiecujacym celem podczas poszukiwania lub projektowania specyficznie
dzialajacych reagentow w badaniach farmakologicznych i biotechnologicznych. Elementy
zmienne pozwalaja nie tylko wyodrebni¢ potencjalne cele terapeutyczne, ale takze glebiej
zrozumie¢ ewolucje metabolizmu i jego kontroli w tych organizmach. Natomiast
zachowawczo$¢ tak sekwencyjna jak i strukturalna w czasteczkach bialek zwraca uwage na
najistotniejsze cechy struktury czasteczki lub mechanizmu reakcji w obliczu ewolucji.
Wyrdznienie elementéw wspolnych w strukturach enzymow o tej samej funkcji, cho¢
pochodzacych z roznych organizméw, wskazuje na fragmenty czasteczki, ktorych zachowanie

ma istotne znaczenie mig¢dzy innymi dla utrzymania funkcji enzymu.
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