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1. Wykaz stosowanych skrétow

1. Wykaz stosowanych skrotow

(wythuszczong czcionkg zaznaczytam biatka badane w niniejszej pracy)

AGA - aspartyloglukozaminidaza
AnsA - asparaginaza Il z Rhizobium etli
At3g16150 - asparaginaza potasowo-zalezna z Arabidopsis thaliana
At5g08100 - asparaginaza potasowo-niezalezna z Arabidopsis thaliana
BVM - metoda weryfikacji tozsamosci jonu (ang. Bond Valence Method)
CAPS - kwas N-cykloheksylo-3-aminopropanosulfonowy
CCP4 - pakiet programéw (ang. Collaborative Computing Project Number 4)
CMM - serwer weryfikujacy tozsamos¢ jonu metalu (ang. CheckMyMetal)
CSsD - baza krystalograficznych struktur organicznych

(ang. Cambridge Structural Database)
CTAB - surfaktant, bromek trimetylo-cetyloamoniowy
DDT - DL-ditiotreitol, 2,3-dihydroksybutan-1,4-ditiol
DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)
DSSP - program do analizy struktury drugorzedowej biatek,

(ang. Definition of Secondary Structure of Proteins)
EcAlll - asparaginaza typu roslinnego z Escherichia coli
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy
FPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa

(ang. Fast Performance Liquid Chromatography)

Gly/NaOH - roztwor buforowy utrzymujacy wysokie pH mieszanin

gpASNase3 - asparaginaza typu roslinnego z Cavia porcellus (ang. Guinea pig)

hASNase3 - asparaginaza typu roslinnego z Homo sapiens (ang. Human)

HEPES - kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy

IPTG - izopropylo-p-D-tiogalaktopiranozyd

LB - pozywka Luria-Bretani

LjNSE1 - asparaginaza potasowo-zalezna z Lotus japonicus

LjNSE2 - asparaginaza potasowo-niezalezna z Lotus japonicus

LIA - asparaginaza potasowo-niezalezna z Lupinus luteus

MBP - biatko wigzace maltoze (ang. Maltose Binding Protein)

mcs - polilinker (ang. multiple cloning site)

MES - kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

MPD - 2-metylopentano-2,4-diol

NCBI - centrum informacji biotechnologicznej, ktorego czescia jest GenBank,
(ang. National Center for Biotechnology Information)

NDSB - czynnik zwigkszajacy rozpuszczalnose,

kwas 3-(1-pirydyno)-1-propanosulfonowy
(ang. non detergent sulfobetaine)
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1. Wykaz stosowanych skrotow

NF
NodA
NodB
NodU
Noel
NolO
Ntn
PBM
PCR

PDB
PEG
PIPE

PMF

PMSF
PvAspGl
PVAsSpGT2
p.z.

r.m.s.d.
rpm

SAD

SDS
SDS-PAGE
Se-Met
SOC

SSM
Tasl
B
TCA
TCEP
TEVHis
TLS

TMAO

Tris

Triton X-100
YMB
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czynnik Nod (ang. Nod Factor)

N-acylotransferaza

deacetylaza

O-karbamoilotransferaza

metylotransferaza

O-karbamoilotransferaza

N-koncowy nukleofil (ang. N-terminal nucleophile)
blona peribakteroidalna (ang. peribacteroid membrane)
fancuchowa reakcja polimeryzacji nukleotydéw

(ang. Polymerase Chain Reaction)

bank struktur biatkowych (ang. Protein Data Bank)
glikol polietylenowy

metoda klonowania i mutagenezy

(ang. Polymerase Incomplete Primer Extension)
peptydowy odcisk palca, technika analityczna,

(ang. Peptide Mass Fingerprinting),

fluorek a-toluenosulfonylu

asparaginaza potasowo-zalezna z Phaseolus vulgaris
asparaginaza potasowo-niezalezna z Phaseolus vulgaris

par zasad, jednostka okreslajaca dtugos¢ dwuniciowego tancucha DNA

$rednie kwadratowe odchylenie (ang. root-mean-square deviation)
obroty na minut¢ (ang. revolutions per minute)

dyfrakcja anomalna przy jednej dlugosci fali

(ang. Single-wavelength Anomalus Diffraction)
dodecylosiarczan sodu

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS
selenometionina

pozywka zawierajaca:

ekstrakt drozdzowy, trypton, glukoze, NaCl, KCl, MgCl,, MgSQO4
narzedzie z programu COOT poréwnujace rozne modele biatek
taspaza

pozywka Terrific Broth

kwas trichlorooctowy

tris(2-karboksyetylo)fosfina

proteaza TEV zawierajaca znacznik histydynowy

model drgan anizotropowych bryly sztywne;j

(ang. translation, libration, screw motions)

N-tlenek trimetyloaminy
2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol

eter izooktylofenylowy polioksoetylenu (10)

pozywka Yeast Mannitol Broth



2. Cel pracy

2. Cel pracy

,Otrzymywanie 1 analiza krystalograficzna wybranych biatek uktadu ro$lina
motylkowata — rizobium” jest praca doktorska, ktora tematycznie i metodycznie taczy
trzy zadania sktadowe, ktore zostaly wyrdznione w uktadzie rozprawy. Kazde z zadan
stanowi fragment oddzielnego projektu.

Dalekosi¢znym celem wszystkich trzech projektow jest/byto poznanie struktur
biatek z uktadu symbiotycznego roslina - bakteria. Wszystkie trzy projekty taczy takze
zastosowana metoda badawcza, czyli rentgenowska analiza strukturalna. Caty proces
okreslania struktury przestrzennej bialek sklada si¢ jednak z wielu etapow
obejmujacych: projektowanie 1 tworzenie systemow ekspresyjnych, produkcje bialek w
komoérkach gospodarza, oczyszczanie bialek metodami chromatografii, krystalizacje,
pomiary dyfrakcji rentgenowskiej, rozwigzywanie, udoktadnianie oraz interpretacje
struktur. Gdy wiaczatam si¢ do kolejnych projektow, postep prac nad nimi byt w
ré6znym stopniu zaawansowany, stad zadania jakie otrzymatam dotycza r6znych etapow
catego procesu okreslania struktur.

W pierwszym z projektow, ktory mozna okresli¢ jako ,,genomika strukturalna
biosyntezy czynnika Nod”, obiektem badan byta grupa kilkunastu tzw. biatek nodulacji,
pochodzacych z symbiotycznych bakterii brodawkowych. Do tej pory zidentyfikowano
okolo szesc¢dziesigt roznych bakteryjnych genow nodulacyjnych, natomiast struktury
biatek z tej grupy znane sg tylko trzy: NodZ (Brzezinski et al., 2007), NodS (Cakici et
al., 2010) i NolR (Lee et al., 2014). Moim zadaniem w tym projekcie byto
przetestowanie pigciu wybranych biatek nodulacji pod katem ich przydatnosci do badan
krystalograficznych, ktore w dalszej perspektywie pozwolilyby na poszerzenie wiedzy
strukturalnej na temat ukladow symbiotycznych roslina motylkowata - bakterie
rizobium. Zajmowatam si¢ biatkami nodulacji: NodA, NodB, NodU, NolO i Noel.
Szczegdlowy zakres prac obejmowal (1) wuzyskanie plazmidowych wektorow
ekspresyjnych, (2) produkcje biatek w komodrkach E. coli, (3) oczyszczanie i (4)
krystalizacje biatek.

W projektach drugim i trzecim, do ktoérych dotaczytam rownoczesnie, obiektami
badan byly/sg asparaginazy pochodzace z organizméw symbiotycznych, konkretnie z
pary symbiontow Phaseolus vulgaris i Rhizobium etli.
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2. Cel pracy

Asparaginaza z Rhizobium etli (biatko nazwane AnsA) jest przedstawicielem stabo
poznanej, nie posiadajacej zdefiniowanego modelu struktury, rodziny enzymow typu R.
etli, ktora cechuje znaczna odmienno$¢ sekwencyjna w poroéwnaniu do innych
asparaginaz. Moim zadaniem byto umozliwienie podjecia proby rozwigzania pierwszej
struktury tego typu enzymu, a konkretnie, przeprowadzenie obiektu badan przez te
wszystkie etapy projektu, ktore dotycza pracy z preparatem biatkowym. Prace
rozpoczetam W Oparciu o przygotowany wczesniej W haszej pracowni wektor
ekspresyjny (Kazmierczyk, praca magisterska) i miatam zakonczy¢ rejestrujac zbiory
danych pozwalajacych wykorzysta¢ rézne strategie rozwigzywania struktury.
Szczegotowy zakres moich prac obejmowatl (1) produkcje¢ rozpuszczalnych biatek, (2)
opracowanie protokotu oczyszczania, (3) znalezienie warunkow Krystalizacyjnych oraz
(4) uzyskanie danych dyfrakcyjnych. Projekt dotyczacy asparaginazy z Rhizobium etli
jeszcze si¢ nie zakonczyt i obecnie uczestnicza w nim kolejne osoby pracujace nad
rozwigzaniem struktury tego wyjatkowego enzymu.

Prac¢ nad drugg asparaginaza - potasowo-zaleznym enzymem typu roslinnego z
Phaseolus vulgaris (PvAsSpG1l) - rozpoczetam z kolei od etapu, na ktérym zakonczytam
zadanie dotyczace AnsA, wychodzac z zarejestrowanych w naszej pracowni danych
dyfrakcyjnych. Zadaniem moim w tym projekcie byto (1) rozwiazaé, (2) udoktadnic, a
nastepnie (3) szczegdlowo przeanalizowaé strukture biatka. Celem zadania byto
wyjasnienie  podstaw  molekularnych  zaleznosci  aktywno$ci  enzymatycznej

asparaginazy z Phaseolus vulgaris od jonow potasu.
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3. Wstep literaturowy

3. Wstep literaturowy

3.1. Uklad symbiotyczny

Prawidtowe funkcjonowanie 1 rozwo¢j organizmow zywych jest uzaleznione od
dostepnosci przyswajalnych form azotu. Rosliny przystosowane sa do pobierania azotu
z gleby w postaci jonéw azotanowych (NOz) i amonowych (NH;"). W warunkach
niedoboru azotu w podlozu niektoére rosliny moga wejs¢ w symbiozg z
mikroorganizmami  zdolnymi do wigzania, niedostepnego dla roslin azotu
atmosferycznego (Santi et al., 2013). W ten sposob pozyskujg nowe zrodlo brakujacego
makroelementu, w zamian oferujac produkty fotosyntezy, ktore dostarczaja
bakteryjnemu symbiontowi. Taka symbiotyczna wspoétpraca jest mozliwa pomiedzy
ro$linami motylkowatymi / bobowatymi (rodzina Fabaceae), a bakteriami glebowymi z
rodzajow Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium i
Allorhizobium (potocznie nazywanymi rizobiami).

Ustanowienie symbiozy pomigdzy roslinami motylkowatymi, a bakteriami
glebowymi jest jednoznaczne z wytworzeniem nowego organu roslinnego — brodawki
korzeniowej, ktora zostaje skolonizowana przez bakterie. Wewnatrz roslinnego
gospodarza rizobia (po przeksztalceniu w bakteroidy) asymiluja azot atmosferyczny
dzigki aktywnosci bakteryjnego kompleksu nitrogenazy. Rozwdj funkcjonalnej
brodawki korzeniowej wymaga jednak aktywacji i regulacji licznych genow
symbiotycznych, zaré6wno lokalnie jak 1 w skali calej roSliny oraz wigze si¢ z
dostawami ogromnych ilosci energii 1 materiatdw budulcowych. Nawigzanie symbiozy
rozpoczyna si¢ od wymiany miedzy symbiontami precyzyjnych sygnalow
molekularnych, ktére umozliwiaja odpowiednie dobranie 1 wzajemne rozpoznanie
partnerow. Najwazniejszym zwigzkiem uczestniczagcym w tym porozumiewawczym
dialogu symbiontow jest produkowany przez bakterie czynnik Nod (ang. Nod Factor,
NF). Zaroéwno iniCjacja jak i rozwdj symbiozy jest procesem bardzo ztozonym.
Wymaga odpowiedniej sygnalizacji, synchronizacji licznych proceséw biochemicznych
oraz ekspresji informacji genetycznej obu symbiontéw w odpowiednim czasie i

miejscu.
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3.1.1. Zwigzek rosliny motylkowatej i bakterii brodawkowej

W uklad symbiotyczny z rizobiami moze wej$¢ ok 12 000 réznych gatunkow
ro$lin motylkowatych (Maroti i Kondorosi, 2014), przy czym oddziatywania pomiedzy
symbiontami sg w réznym stopniu specyficzne. Wigkszo$¢ rizobiow wchodzi w
symbioz¢ tylko z nielicznymi ro$linami, cho¢ niektdre gatunki bakterii wykazuja bardzo
szeroki zakres gospodarzy, jak na przyktad szczep Sinorhizobium sp. NGR234, ktory
tworzy brodawki na ok 112 gatunkach ro$lin motylkowatych (Pueppke i Broughton,
1999; lantcheva et al., 2013). Podobnie rézne gatunki ro§lin mogg by¢ gospodarzem
dla zrdéznicowanego, aczkolwiek precyzyjnie dobranego wachlarza bakteryjnych
symbiontow. Fasola zwyczajna (Phaseolus vulgaris) dla przyktadu moze by¢
gospodarzem dla szeregu rizobiow (Rhizobium leguminosarum, Rhizobium etli,
Rhizobium gallicum, Rhizobium tropici, Rhizobium giardinii) (Sessitsch et al., 1997).

Dzigki symbiozie roslin motylkowatych z bakteriami brodawkowymi mozliwa
jest asymilacja azotu atmosferycznego w catkowitej ilosci ok. 200 mln ton N, rocznie
(Graham i Vance, 2003). Wiele gatunkéw roslin motylkowatych ma ogromne i
niepodwazalne znaczenie gospodarcze. Rosliny te uprawiane sg na ok. 180 min ha, a
plony stanowig 27% s$wiatowej produkcji (Graham i Vance, 2003). Dostarczajg ok.
35% przetwarzanego na §wiecie oleju roslinnego, sa zywnos$cia dla czlowieka i pasza
dla zwierzat. Szacuje si¢, ze co trzeci atom azotu w ludzkim organizmie zostat
wychwycony z powietrza przez symbiozg (Gresshoff et al., 2014). Dla rolnictwa
uprawa roslin takich jak soja, orzeszek ziemny, fasola, lucerna, koniczyna, tubin czy
groch oznacza rowniez mniejsze zuzycie nawozoéw Sztucznych oraz poprawe fizycznych
1 chemicznych parametréw gleb. Rosliny motylkowate wykorzystywane sa w przemysle

spozywczym i chemicznym, medycynie, le$nictwie i jako rosliny ozdobne.

3.1.2. Inicjacja i rozwéj symbiozy

Skomplikowany proces ustanawiania symbiozy pomigdzy  ro$linami
motylkowatymi i bakteriami glebowymi zostal szczegotowo opisany w  wielu
znakomitych publikacjach przegladowych (Hamel i Beaudoin, 2010; Kouchi et al.,
2010; Murray, 2011; Popp i Ott, 2011; Oldroyd, 2013). Proces ten rozpoczyna si¢
wymiang pomig¢dzy symbiontami sygnatéw o charakterze chemicznym w celu

zidentyfikowania odpowiedniego partnera. Roslinnymi zwigzkami sygnalowymi sg
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flawonoidy, ktére wydzielone do gleby oddziatuja na bakterie, zyjace w $cistym
zwigzku z korzeniami ro$lin w strefie zwanej ryzosfera. Flawonoidy powoduja
aktywacje bakteryjnych gendéw symbiotycznych (Moscatiello et al., 2010; Abdel-
Lateif et al., 2012), dzieki ktorym rizobia rozpoczynajg produkcje wiasnego zwigzku
sygnatowego - czynnika Nod (Rozdziat 3.2). Wydzielony poza komoérke bakteryjng NF
jest z kolei specyficznie rozpoznawany przez rosling i powoduje aktywacje wielu
réznorodnych mechanizméw prowadzacych do ustanowienia symbiozy (Rozdziat 3.1.3)
Chemiczny dialog pomiedzy symbiontami angazuje takze inne czasteczKi sygnatowe
(np. biatka wydzielane poza komorki, polisacharydy wystepujace na powierzchni
bakteryjnych symbiontéw) i1 jest kontynuowany w trakcie calego procesu rozwoju
symbiozy (Fraysse et al., 2003; Cooper, 2007; Downie, 2010).

Rozpoznanie bakteryjnych symbiontow aktywuje réwnoczesnie dwa roslinne
programy: jeden prowadzacy do rozwoju brodawki korzeniowej, drugi umozliwiajacy
zainfekowanie nowego organu bakteriami symbiotycznymi. W procesie formowania si¢
brodawki pierwszym etapem jest wyksztatcenie si¢ zawigzka. U roslin strefy
umiarkowanej zawigzek tworzg dzielagce si¢ komodrki wewnetrznej warstwy kory
pierwotnej korzenia doprowadzajgc do powstania brodawki typu niezdeterminowanego.
Z kolei u roslin tropikalnych zawiazki zlokalizowane s3 w zewnetrznej warstwie kory i
przeksztatcaja sie¢ w brodawki zdeterminowane (Kondorosi et al. 2013).

Wnhiknigcie bakterii do organizmu roslinnego rozpoczyna si¢, gdy mlode wlosniki
skrgcajac si¢ obrastajg przyczepione do ich powierzchni rizobia. W miejscu styku
powstaje wglebienie roslinnej btony komorkowej i tworzy si¢ ni¢ infekcyjna, ktorej
zadaniem jest przetransportowanie zamknigtych w jej wnetrzu rizobidw do tworzacego
si¢ wewnatrz korzenia zawigzka brodawki. Znacznie rzadziej nastgpuje infekcja poprzez
pekniecia i przerwy w epidermie korzenia (Maroti i Kondorosi, 2014). Ni¢ infekcyjna
uwalnia bakterie do cytoplazmy komorek zawigzka, gdzie zostaja otoczone przez blong
cytoplazmatyczng rosliny, nazywang blong peribakteroidalng (ang. peribacteroid
membrang, PBM), tworzac wewnatrz komorki gospodarza tzw. symbiosomy. Zadaniem
btony PBM jest ochrona bakterii przed reakcjami obronnymi ro$liny, umozliwienie
wymiany czgsteczek sygnatlowych oraz przeptyw metabolitow (np. zwigzkow wegla 1
azotu).

W dojrzatych brodawkach symbiosomy zawierajg rizobia przeksztalcone w
bakteroidy, ktore przystosowane sa do endosymbiotycznego trybu zycia. Obecny w
bakteroidach kompleks nitrogenazy katalizuje redukcje N, do NH;. Wyprodukowany
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amoniak jest nast¢pnie eksportowany z symbiosomu do cytoplazmy roslinnej, gdzie jest
przeksztalcany przez enzymy gospodarza do takiej formy, w ktérej moze by¢
transportowany poprzez wigzki przewodzace, z brodawki do nadziemnych organdow
ro$linnych (Udvardi i Poole, 2013).

W roélinach gltéwnym zwigzkiem transportujacym i magazynujagcym azot jest
asparagina (Azevedo et al., 2006). Za jej produkcje odpowiada syntetaza asparaginy
(ang. asparagine synthetase), natomiast asparaginaza (ang. asparaginase)
przeprowadza katabolizm uwalniajgc amoniak (Rozdziat 3.3), ktory jest re-

asymilowany poprzez rozmaite szlaki metaboliczne.

3.1.3. Budowa, percepcja i znaczenie czynnikéw Nod

Pomijajac nieliczne wyjatki (Giraud et al., 2007) czynniki Nod sg niezbgdne dla
ustanowienia symbiotycznego zwigzku. Umozliwiaja wzajemne rozpoznawanie si¢
partnerdw, co daje pewnos¢ efektywnej symbiozy 1 wyklucza mozliwo$¢ wniknigcia do
ro$liny bakteryjnych intruzow obficie wystepujacych w glebie. Co wigcej, wykazano, ze
wyizolowane i oczyszczone czynniki Nod sa zdolne bez udzialu bakterii rozpoczaé
proces symbiozy (m.in. wywotuja deformacje wlosnikéw inicjujgc infekcje, aktywuja
ro§linne geny zaangazowane w rozwo] brodawki, indukuja podzialy komoérkowe
prowadzace do formowania si¢ zawigzka brodawki) (D’Haeze i Holsters, 2002).
Czynniki Nod produkowane sg rowniez przez bakterie podrozujace juz wsrdd tkanek
roslinnych do zawigzka brodawki, poniewaz sg one niezbedne dla utrzymania wzrostu
nici infekcyjnej (Downie, 2010).

Rizobia potrafia syntetyzowa¢ czynniki Nod o wielu roéznorodnych
modyfikacjach. Jeden rodzaj bakterii symbiotycznej moze syntetyzowac¢ od 2 do okoto
60 rodzajow tej czasteczki, w rdéznych proporcjach ilosciowych. Dzigki tej
roznorodnosci NF decydujg o specyficznosci zakazania konkretnych odmian roslin
motylkowatych.

Ogo6lny schemat budowy chemicznej wszystkich poznanych dotad czynnikéw Nod
jest podobny (Rysunek 3.1) (D’Haeze i Holsters, 2002). Sg one lipochitooligo-
sacharydami. Szkielet glowny czynnika sktada si¢ z dwdch do sze$ciu jednostek N-
acetylo-D-glukozoaminy potaczonych wigzaniami [-1,4-glikozydowymi. Koniec
nieredukujacy oligosacharydu chitynowego jest N-acylowany w pozycji C-2 reszta

kwasu tluszczowego, zroéznicowang pod wzgledem dlugosci tancucha weglowego

20



3. Wstep literaturowy

(najczesciej Cip, Cig, Cyp) 1 liczby wigzan nienasyconych (od zera do czterech). Na
koncu nieredukujacym czgsto wystepuja dodatkowo grupy N-metylowe, O-acetylowe
lub/i O-karbamoilowe. Na przeciwnym, redukujgcym koncu czasteczki pojawiajg si¢
najczesciej takie podstawniki jak grupa acetylowa, sulfonowa, lub/i takie reszty
cukrowe jak L-fukoza. Szkielet cukrowy moze zawieraé rowniez inne rzadziej
wystepujace podstawniki. Wszystkie mozliwe podstawniki oraz ich rozmieszczenie w
strukturze czasteczki Nod przedstawia Rysunek 3.1.

Rysunek 3.1. Ogélny schemat struktury czynnika Nod z uwzglednieniem modyfikacji (w nawiasach);
uzyte skroty: S- reszta sulfonowa, Ch- reszta karbamoilowa, Ac- reszta acetylowa, Me- reszta metylowa,

Fuc- reszta fukozylowa, Ara- reszta arabinozylowa, Gro- reszta glicerolowa, Man- reszta mannozylowa
(D’Haeze i Holsters, 2002).

H
5
Ara
Ac
Fue
3-0-5-2-0-MeFuc
H 2-0-MeFue
Ch — — [3#4-0-Ac-2-0-MeFuc
Ac 4-0-AcFue
\ \
o OH oH o
H / / / /
Ch H,C H,C HC HC
LN o o o o
o o o o
g ° o
% : NH /NH NH A
o] s OH 0 Vi
P \ \ o=C o=( Y o=C éfn
reszia kwasu thuszczowegzo H Y e H N Man
w réinych kombinacjach: |:m:| B CH, CH, v H
C14,15,16,17,18,19,20,22,24,26:0,1,2,3,4 Ac - Ara Me
rowniet zawierajaca dod. grupy - OH L n=-10,123 CH,0H

Czynniki Nod rozpoznawane sg przez roslinge za pomocg dwoch
transmembranowych receptorow LysM-RLK (ang. LysM receptor like kinases), ktore
znajduja si¢ w epidermie korzenia. Biatka te posiadaja zewnatrzkomérkowe domeny
typu LysM i wewnatrzkomérkowe domeny kinazowe (Gough i Jacquet, 2013),
prawdopodobnie funkcjonujag jako hetero-kompleks 1 razem odpowiadaja za
przekazywanie sygnalu NF (Oldroyd, 2013). Receptory te to LYK3 i NFP
zidentyfikowane w Medicago truncatula (Amor et al., 2003; Arrighi et al., 2006;
Limpens et al., 2003; Smit et al., 2007), NFR1 i NFR5 w Lotus japonicus (Madsen et
al., 2003; Radutoiu et al., 2003) lub ich odpowiedniki w innych gatunkach roslin
(Zhukov et al., 2008; Indrasumunar et al., 2010, 2011). Co ciekawe, tego typu
receptory stuzg roslinie prawdopodobnie réwniez do rozpoznawania symbiontow
mikorytycznych oraz patogenow (Oldroyd, 2013).

Percepcja czynnikow Nod wywotuje w komorkach roslinnych oscylacyjne zmiany
W poziomie st¢zenia jondw wapnia (ang. calcium spiking), po czym nastepuje ekspresja

ros$linnych bialek symbiotycznych. Szlak transdukcji sygnalu NF nie jest w pelni
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poznany, zidentyfikowano jednak szereg protein zaangazowanych w ten proces. Sg to
miedzy innymi homologiczne biatka SYMRK (ang. symbiosis receptor kinase) z L.
japonicus i NORK z M. truncatula (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002) oraz
biatkko CCaMK (ang. calcium- and calmodulin- dependent serine/treonine protein
kinase) (Levy et al., 2004) i biatka NSP1 i NSP2 (ang. nodulation signaling pathways)
tworzace hetero-kompleks czynnikdéw transkrypcyjnych i taczace si¢ z promotorami

gendéw indukowanych czynnikiem Nod (Smit et al., 2005; Kalo et al., 2005).

3.2. Bakteryjne bialka nodulacji

Rizobia maja wzglednie duze genomy co prawdopodobnie zwigzane jest z ich
zdolno$cia do zycia W dwoch zupehlie réznych niszach, zar6wno w narazeniu na
zroznicowane czynniki stresowe srodowiska gleby, jak i w symbiozie z roslinami
motylkowatymi (Downie, 2010). Genom Sinorhizobium meliloti, dla przyktadu, jest
ztozony z chromosomu (3.65 Mbp), dwoch mega-plazmidow pSymA i pSymB (1.35 i
1.68 Mbp), ktore zawieraja wigkszo$¢ genow symbiotycznych, oraz dodatkowo $redniej
wielkosci plazmidow pomocniczych, stad moze on zawiera¢ nawet do 9 000 genow
(Maroti i Kondorosi, 2014).

Bakteryjne geny uczestniczagce w symbiozie posiadajg zréznicowane funkcje,
odpowiadajg migdzy innymi za proces wigzania azotu atmosferycznego (fix, nif), czy
synteze powierzchniowych egzopolisacharydow (exo, ndv) (Spaink et al., 1998). Grupa
genow nod zawiera najwazniejsze dla symbiozy geny nodulacji (ang. nodulation
genes). Do tej pory odkryto i zidentyfikowano ponad pigédziesiat réznych gendéw
nodulacji, ktérym przypisywano czteroliterowe nazwy sktadajace si¢ z cztonu nod, nol
lub noe oraz kolejnych liter alfabetu. Grupe te tworza gltéwnie geny uczestniczace w
biosyntezie czynnika Nod. Trzy z nich oznaczone jako nodA, nodB i nodC wystepuja u
wszystkich rizobiow, skutkiem czego okreslane sg jako geny com-nod, tj. wspdlne geny
nod (ang. common nod genes), natomiast geny hsn-nod (ang. host specificity of
nodulation), np. nodU, nodS, nodZ, nolO, obecne sa3 w odmiennych aranzacjach u
réznych gatunkéw bakterii i powodujg powstawanie réznorakich wersji czynnika Nod
(Perret et al., 2000). Pozostate geny z tej grupy odpowiadaja za sekrecje NF (nodl,
nodJ), koduja biatka regulacyjne (np. nodD, nodV, nodW, nolR) lub posiadaja inne

zdefiniowane lub nieokreslone funkcje.
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3.2.1. Synteza czynnika Nod

Ekspresja bakteryjnych genéw nod indukowana jest roslinnymi czasteczkami
sygnatowymi — flawonoidami. Powodujg one aktywacje bakteryjnego biatka NodD
nalezacego do rodziny regulatorow transkrypcyjnych typu LysR. Biatko NodD wigze
si¢ do wysoce zachowawczych motywow DNA (ang. nod boxes) wystepujacych w
regionach promotorowych obszaréw nodulacyjnych (Schlaman et al., 1992). Produkty
biatkowe gendéw nodulacyjnych uczestnicza w syntezie bakteryjnego zwigzku
sygnatowego - czynnika Nod.

Synteza czynnika Nod polega na nastepujacych po sobie reakcjach
enzymatycznych. W réznych organizmach schemat powstawania jest oczywiscie nieco
odmienny 1 zalezny od biatek, jakimi dysponuje dany organizm. Trzy podstawowe
enzymy u wszystkich rizobiéw dziataja zawsze w tej samej kolejnosci (choé
niekoniecznie bezposrednio po sobie): NodC > NodB > NodA (Rysunek 3.2). Pozostate
enzymy, odpowiadajace za $cisSle okre$lone modyfikacje czynnika oraz produkcje
substratow do tych modyfikacji, aktywne sg na réznych etapach syntezy. Procesem
rzadzi prawdopodobnie sam czynnik Nod — jako substrat i produkt kolejnych reakcji.

Szkielet oligosacharydowy czasteczki Nod powstaje z D-acetyloglukozamino-1-
UDP. Odpowiedzialna za ten proces jest N-acetyloglukozaminotransferaza (syntaza
chitynowa) NodC, ktoéra prawdopodobnie jest biatkiem blonowym. NodC wydhuza
chitynowy tancuch od konca nieredukujacego determinujac dtugos¢ szkieletu czynnika
Nod (Kamst et al., 1997). Deacetylaza NodB usuwa reszt¢ N-acetylowg z
nieredukujacego konca czasteczki (John et al., 1993; Spaink et al., 1994)
przygotowujac tancuch chitynowy do kolejnych modyfikacji. N-acylotransferaza NodA
przytacza reszt¢ kwasu thuszczowego (acylowa) do nieredukujacego konca C-2
czasteczki (Rohrig et al., 1994). Do szkicletu chitynowego przylaczane sg dwa
podstawowe typy kwasoéw ttuszczowych: powszechnie wystepujace w czynniku Nod
nasycone lub jednonienasycone reszty kwasow tluszczowych oraz rzadziej, zwiazki
nienasycone (zawierajace od 2 do 4 wigzan podwdjnych), ktére znaleziono w szczepach
zawierajacych biatka NodE i NodF (Denarie et al., 1992).

O-acetylotransferaza NodL katalizuje z kolei acetylacje nieredukujacej reszty
szkieletu chinowego w pozycji C-6 (Ardourel et al., 1994). Grupy karbamoilowe sa
przytaczane do nieredukujacej reszty cukrowej przy udziale O-karbamoilotransferaz

NodU (amidacja zachodzi w pozycji C-6 glukozaminy) i/lub NolO (amidacja w pozycji
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Rysunek 3.2. Fragment szlaku biosyntezy czynnika Nod w Rhizobium sp. NGR234. Schemat

przygotowatam na podstawie (Broughton et al., 2000).
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C-3 lub C-4 glukozaminy) (D’Haeze et al., 1999; Jabbouri et al., 1998). N-
metylotransferaza NodS zalezna od S-adenzylo-L-metioniny przeprowadza reakcje N-
metylacji szkieletu oligosacharydowego po deacetylacji nieredukujacego konca chityny
przez NodB (Geelen et al., 1995). Fukozylotransferaza NodZ przeprowadza
fukozylacje w pozycji C-6 konca redukujacego szkieletu chitynowego jeszcze przed
przytaczeniem kwasu tluszczowego (Quesada-Vincens et al., 1997). Taka modyfikacja
spotykana jest przewaznie u rizobiow o szerokim zakresie gospodarza. Reszta
fukozylowa moze by¢ dodatkowo metylowana w pozycji C-2, sulfonowana przy C-3
lub acetylowana na weglu C-4. Wszystkie te modyfikacje dokonywane sa przez
specyficzne dla fukozy transferazy: metylowg (Noel), sulfonowa (NoeE) (Quesada-
Vincens et al., 1998), lub acetylowa (NolL). NodX przeprowadza acetylacj¢ w pozycji
C-6 konca redukujacego. Obecnos$¢ grup sulfonowych zwigzana jest z aktywnoS$cia
sulfotransferazy NodH, ktora dokonuje sulfonowania w pozycji C-6 konca
redukujacego czasteczki. Donorem grupy sulfonowej dla tej reakcji jest 3'-

fosfoadenozyno-5'-fosfosulfonian, ktory syntetyzowany jest przez biatka NodP i NodQ.

3.2.2. Charakterystyki wybranych bialek nodulacji

3.2.2.1. N-acylotransferaza NodA

W przypadku biatka NodA (ok. 24 kDa) stwierdzono, ze wyst¢puje Ono w
cytozolu (Schmidt et al., 1986), jak rowniez we frakcjach zawierajacych blony
komorkowe (Egelhoff i Long, 1985). Prawdopodobnie nie jest biatkiem trans-
membranowym, gdyz jego sekwencja jest relatywnie hydrofilowa. Mozliwe, ze
powierzchnia NodA zawiera pewne obszary hydrofobowe, ktérymi biatko mogloby
»przykleja¢ sie” do bton. Struktura NodA nie jest znana, a funkcja zostata okreslona za
pomocg badan biochemicznych (Atkinson et al., 1994). Biatko jest N-acylotransferaza,
ktérej zadaniem jest ,,udekorowanie” wegla C-2 konca nieredukujacego czynnika Nod
(Rohrig et al., 1994). Dwa podstawowe typy kwasow tluszczowych dodawane sg przez
NodA do czgsteczki oligosacharydu chitynowego: (I) nasycone lub jednonienasycone
reszty kwasow thuszczowych oraz (II) zwigzki nienasycone (zawierajgce od 2 do 4
wigzan podwojnych) (Denarie et al., 1992).

Proponuje si¢, ze donorami substratow acylowych dla NodA sg biatka ACP (ang.
acyl carrier proteins) (Ritsema et al., 1997). Rizobia produkujgce czynniki Nod
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zawierajgce wielonienasycone kwasy tluszczowe (np. R. leguminosarum, S. meliloti)
posiadajg geny nodE i nodF (Spaink et al., 1998). Biatko NodF jest homologiczne z
biatkami ACP, a NodE z syntazami kwasow ttuszczowych (ang. S-keto acyl synthases /
S-aceto acetyl synthase) (Ritsema et al., 1998; Shearman et al. 1986; Bloemberg et
al., 1995). Zatem w szczepach tych NodA najprawdopodobniej wspotpracuje z acylo-
NodF jako donorem substratu. W rizobiach produkujacych czynniki Nod udekorowane
nasyconymi grupami acylowymi (np. Bradyrhizobium) bialek NodE i NodF nie
odnaleziono i w tych przypadkach donorami substratow dla NodA sg prawdopodobnie
enzymy metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping enzymes).

Roézne biatka NodA (z réznych gatunkéw rizobidw) sa specyficzne wobec
konkretnych kwasow ttuszczowych stanowigcych ich substraty. Przyktadowo, zamiana
genu nodA wystepujacego w S. meliloti na gen pochodzacy z R. tropici powoduje, ze
produkowane sa czynniki Nod acylowane kwasem wakcenowym (ang. vaccenic acid)
zamiast charakterystycznymi dla S. meliloti kwasami nienasyconymi C16 (ang. C16
unsaturated) lub hydroksylowanymi (ang. hydroxylated fatty acid) (Debelle et al.
1996). Podobnie biatko NodA z Bradyrhizobium sp. ANU289 ulegajace ekspresji w R.
leguminosarum biovar viciae nadal uczestniczy w produkcji czynnikow Nod, jednak nie
moze przenies¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych na czasteczke chitynowego
oligosacharydu (Ritsema et al., 1996). Moze to by¢ spowodowane tym, Ze ten
konkretny enzym NodA nie jest zdolny do rozpoznania (I) wielonienasyconych kwasow
thuszczowych lub/i (I) wyspecjalizowanego biatka transportowego (ACP) NodF, ktore
obecne jest w R. leguminosarum biovar viciae. Co ciekawe, transfer genow nodE i/lub
nodF z jednego szczepu do innego, rowniez ma wptyw na typ podstawianej grupy
acylowej (Demond et al., 1993). Tak wigc Ritsema et al. (1996) proponuja, ze
obecno$¢ wielonienasyconych kwasoéw tlhuszczowych w  czynnikach Nod jest
determinowana na dwoch poziomach, obejmujacych udzial transferazy NodA 1 biatek
pomocniczych NodE i NodF. Badania pokazujg jednak, ze réwniez inne biatka moga

by¢ na zaangazowane w acylacje czynnikow Nod (Schlaman et al., 2006).

3.2.2.2. Deacetylaza NodB

NodB jest biatkiem 0 masie ok. 24 kDa, zlokalizowanym w cytozolu S. meliloti
(Schmidt et al., 1988). Jego sekwencja jest homologiczna z sekwencja deacetylazy
chitynowej wystepujacej u grzyba Mucor rouxii (Kafetzopoulos et al., 1993). Funkcja
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NodB zostata potwierdzona rowniez za pomoca badan biochemicznych (John et al.,
1993; Spaink et al.,, 1994). Biatko NodB potrafi usuna¢ grup¢ N-acetylowa z
oligosacharydu posiadajacego od dwoch do szesciu podjednostek, przy czym reakcja
nastepuje tylko na jednej, koncowej reszcie chitynowego tancucha. NodB jest
nieaktywny wobec monomerycznej czasteczki N-acetylo-D-glukozaminy (John et al.,
1993).

3.2.2.3. Metylotransferaza Noel

Biatko Noel (ok. 24 kDa) jest odpowiedzialne za 2-O-metylacj¢ przytaczonej do
szkieletu czynnika Nod reszty fukozylowej (Jabbouri et al., 1998). Potwierdzono
obecnos¢ tego biatka w szczepach Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997) oraz
Bradyrhizobium japonicum (Gottfert et al., 2001).

3.2.2.4. Karbamoilotransferazy NodU i NolO

Koniec nieredukujacy czynnika Nod dekorowany jest grupami karbamoilowymi.
O-karbamoilotransferaza NodU (ok. 60 kDa) przeprowadza amidacje W pozycji C-6
glukozaminy, natomiast O-karbamoilotransferaza NolO (ok. 75 kDa) w pozycji C-3 lub
C-4 (Jabbouri et al., 1995, 1998; D’Haeze et al., 1999; Treilhou et al., 2000).

3.3. Asparaginazy

Asparaginazy (EC 3.5.1.1) s3 amidohydrolazami, ktore katalizuja hydrolize
wigzania amidowego tancucha bocznego asparaginy wytwarzajac asparaginian i
amoniak. Enzymy te sa obecne prawie we wszystkich organizmach zywych, zarbwno w
komorkach eukariotycznych jak 1 prokariotycznych. Nie jest to jednak grupa jednolita
pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym. Analiza sekwencji aminokwasowej
enzymow posiadajacych aktywno$¢ asparaginazowa pozwolita wyr6zni¢ trzy grupy
tych biatek: asparaginazy typu bakteryjnego, asparaginazy typu roslinnego i
asparaginazy typu Rhizobium etli (Borek i Jaskolski, 2001). Tradycyjne nazewnictwo
tych grup nie pokrywa si¢ jednak z wystgpowaniem biatek danego rodzaju, np.
organizm ludzki posiada sekwencje asparaginaz zaliczane do typu bakteryjnego jak i

ro$linnego. Okazuje si¢ takze, ze czasem enzymy zdefiniowane pierwotnie jako
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asparaginazy posiadaja inng dominujaca aktywno$¢ in vitro 1 powinny by¢
sklasyfikowane inaczej (Borek et al. 2004). Mechanizm dziatania asparaginaz jest w
kazdej z grup nieco odmienny, jednak zawsze podobny do mechanizmu proteaz

serynowych (Dodson i Wlodawer, 1998).

3.3.1. Asparaginazy typu bakteryjnego

Badania nad enzymami pochodzacymi z Escherichia coli pozwolity wyrdznié
dwie klasy asparaginaz typu bakteryjnego (Campbell et al., 1967). Oba izoenzymy sa
obecnie dobrze scharakteryzowane (Srikhanta et al., 2013). Asparaginaza typu | (EcAI,
kodowana przez gen ansA) ulega ekspresji konstytutywnej, jest enzymem
cytoplazmatycznym zaangazowanym w wykorzystywanie zgromadzonej w komorce
asparaginy jako zrodla azotu i charakteryzuje si¢ niskim powinowactwem do L-Asn
(mM Kw). Ekspresja asparaginazy typu Il (EcAll, kodowana przez gen ansB) wymaga
wspotzaleznej aktywacji przez warunki beztlenowe (poprzez aktywator transkrypcji
Fnr) i Crp (ang. cyclic-AMP receptor protein), a sam enzym wystepuje W periplazmie i
ma wyzsze powinowactwo wzgledem L-Asn (uM Kyy).

Struktura krystalograficzna EcAIl zostala okre$lona z rozdzielczoscia 2.3 A
(Swain et al., 1993; kod PDB: 3eca). Enzym ten jest homotetramerem, ktory nalezy
traktowac jako dimer dimerow $cistych tworzonych przez tancuchy biatkowe A/B i
C/D. Cztery podjednostki tetrameru sg zwigzane symetrig 222. Protomery (35.6 kDa)
zbudowane s3 z dwoch domen aff (wickszej N-terminalnej i mniejszej C-terminalnej)
potaczonych dwudziestodwu-aminokwasowym tacznikiem. Pomiedzy podjednostkami
dimeru scistego na granicy styku domen C- i N-terminalnej nalezacych do réznych
protomerow znajduja si¢ dwa miejsca aktywne, zatem w calej strukturze sg cztery
miejsca aktywne.

Cytoplazmatyczna asparaginaza z E. coli (EcAl) réwniez sklada si¢ z czterech
identycznych podjednostek tworzacych dimer dimerow $cistych. Jej protomery maja
budowe¢ podobng do protomerow ECAIl (Yun et al., 2007; kody PDB: 2him, 2p2d,
2p2n), jednak organizacja tetrameru jest odmienna, ksztaltem przypominajac
obwarzanek. Enzym ten jest regulowany allosterycznie. W strukturze krystalicznej ECAI
stwierdzono obecno$¢ czterech czasteczek L-Asn w czterech réwnowaznych centrach
allosterycznych i jednoczesng reorganizacje czwartorzgdowej struktury enzymu. Fakt

ten sugeruje, ze L-Asn jest nie tylko substratem ECcAI, ale takze efektorem
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allosterycznym aktywujacym enzym.

Asparaginazy typu bakteryjnego sa do$¢ zréznicowang grupa enzymoéw. W
obrebie obu klas (I i 1) mieszcza si¢ zarbwno enzymy pochodzenia eukariotycznego jak
i prokariotycznego (Borek i Jaskoélski, 2001), cho¢ w jednym gatunku nie zawsze
wystepuja oba izoenzymy. Badania na drozdzach (Saccharomyces cerevisiae) wykazaty
obecno$¢ dwoch odrebnych asparaginaz (Dunlop et al., 1978), jednak przeprowadzona
analiza filogenetyczna sugeruje ze wewnatrz- i zewnatrz-komérkowe enzymy u
prokariotow i eukariotow wyewoluowaty niezaleznie (Bonthon i Jaskolski, 1997). Co
wigcej, asparaginazy nalezace do danej klasy moga znacznie r6zni¢ si¢ pod wzgledem
strukturalnym, jak np. EcAIl i cytoplazmatyczna asparaginaza typu | z Pyrococcus
horikoshii (Yao et al., 2005). Z drugiej strony, na podstawie podobienstwa sekwen-
cyjnego, do grupy asparaginaz typu bakteryjnego mozna rowniez zaliczy¢ inne enzymy,
jak np. ludzka lizofosfolipaze, ktorej N-terminalna domena jest homologiczna do EcAl
(Karamitros i Konrad, 2014). Nalezy réwniez nadmieni¢, ze oprocz aktwnoSci
asparaginazowej enzymy te mogg posiada¢ aktywno$¢ glutaminazowg i zroznicowany
stopien powinowactwa do obu substratow (Michalska i Jaskolski, 2006).

Asparaginazy typu bakteryjnego sa do dzi$ intensywnie badane (Verma et al.,
2014; Karamitros i Konrad, 2014; Sudhir et al., 2014; Pourhossein i Korbekandi,
2014; Tong et al., 2014; Schalk et al., 2014; Zuo et al., 2015). W bazie PDB (ang.
Protein Data Bank) znajduje si¢ kilkadziesigt struktur tych enzymoéow, w tym takie
przyklady jak asparaginaza z Erwinia chrysanthemi okreslona z rozdzielczoécig 1A
(Lubkowski et al.,, 2003). Olbrzymie zainteresowanie asparaginazami typu
bakteryjnego, a szczegdlnie klasg II, jest spowodowane ich przeciwnowotworowymi
wilasciwosciami, ktore zostaly odkryte w latach 60-tych. Obecnie istnieja trzy preparaty
stosowane w ostrej biataczce limfoblastycznej (ang. acute lymphoblastic leukemia,
ALL). Dwa z nich oparte sa na enzymie EcAII (formy: natywna i PEG-asparaginaza),
trzeci na enzymie z Erwinia chrysanthemi (Andrade et al., 2014). Uwaza sie, ze leki
oparte na asparaginazach zatrzymuja rozwdj zmutowanych komorek bialaczkowych,
poniewaz podane pacjentom usuwajg wolng L-asparaging z krwioobiegu. Komorki
biataczkowe, w przeciwienstwie do komorek zdrowych, ktore samodzielnie wytwarzaja
niezb¢dng do rozwoju L-asparagine, uzaleznione sg od dostaw tego aminokwasu, wigc
po zastosowaniu leku "gloduja". Niewykluczone jednak, Ze mechanizm dzialania lekow
jest bardziej skomplikowany (Andrade et al., 2014; Fine et al., 2005; liboshi et al.,

1999; Suto et al., 2010). Poza potwierdzong skutecznoscig przeciwnowotworows,
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stosowane leki wywotujg wiele efektow ubocznych, ktore sa powodowane m.in. przez
aktywno$¢ glutaminazowa stosowanych enzymoéw oraz ich bakteryjne pochodzenie
wywotujgce reakcje immunologiczng. W zwigzku z tym nadal doskonali si¢ forme
stosowanych lekow i sposoby ich uzycia (Verma et al., 2014; Fine et al., 2005; Tong et
al., 2014) oraz poszukuje si¢ nowych asparaginaz mogacych stanowi¢ alternatywe dla
obecnie uzywanych lekow (Sudhir et. al. 2014; Pourhossein i Korbekandi, 2014;
Schalk et al., 2014).

3.3.2. Asparaginazy typu roslinnego

Druga grupa enzymdw posiadajacych aktywno$¢ asparaginazowg to asparaginazy
typu roslinnego, nazywane réwniez asparaginazami typu Ill. W grupie tej wyrdézniamy
enzymy potasowo-zalezne i potasowo-niezalezne. Asparaginazy typu roslinnego, ze
wzgledu na cechy strukturalne, zaliczane sa rownoczesnie do rodziny Ntn-hydrolaz.

Zdolnos$¢ hydrolizy L-Ans przez asparaginazy typu ro$linnego jest znacznie nizsza
w pordéwnaniu do asparaginaz typu bakteryjnego klasy II (wartosci Ky mieszczg si¢ w
zakresie 1-30 mM, w zalezno$ci od organizmu zrodtowego, zaleznos$ci/niezaleznosci od
jonow K i obecnosci jonow w testach kinetycznych). Z tego wzgledu, jak dotad,
enzymy te nie zostaty wykorzystane jako leki przeciwbiataczkowe. Z drugiej strony, w
ostatnich latach dostrzega si¢ potencjat ludzkiego biatka hASNase3 (jednego z
przedstawicieli asparaginaz typu roslinnego), ktore jako lek nie powodowatoby reakcji

immunologicznej.

3.3.2.1. Rodzina Ntn-hydrolaz

U wszystkich enzymow nalezacych do rodziny Ntn-hydrolaz (ang. N-terminal
nucleophile) role nukleofila petni N-terminalna reszta aminokwasowa. Wszystkie Ntn-
hydrolazy podlegaja procesowi dojrzewania, ktory polega na uwolnieniu reszty
nukleofila (treoniny, seryny lub cysteiny) w wyniku autoproteolitycznego przecigcia
niefunkcjonalnego tancucha polipeptydowego (Branningan et al., 1995). Do rodziny
tej nalezy wiele zréznicowanych funkcjonalnie enzymoéw, dlatego jako przyklady
podam (i scharakteryzuje) tylko te istotne dla wprowadzenia do niniejszej rozprawy:
taspaze (Tasl) (Khan et al., 2005), aspartyloglukozaminidazy (AGA) (Oinonen et al.,
1995) i asparaginazy typu roslinnego (Michalska et al., 2005, 2006, 2008-A; 2008-B).
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We wszystkich wymienionych biatkach katalitycznym nukleofilem jest treonina,
wszystkie sg amidohydrolazami, ich substratami sg pochodne L-asparaginianu.
Asparaginazy typu ro$linnego hydrolizuja wigzanie amidowe tancucha bocznego L-
asparaginy oraz wigzanie B-peptydowe w peptydach izoaspartylowych (Borek et al.,
2004), AGA rozpoznaje L-asparaging podstawiong w tancuchu bocznym pierScieniem
cukrowym, a taspaza jest proteaza katalizujacg rozcinanie/potranslacyjne dojrzewanie

biatek jadrowych MLL (ang. mixed-lineage leukaemia).

Rysunek 3.3. Porownanie
struktur  trzech Ntn-
hydrolaz. Natozytam atomy
C, pojedynczych  of3-
heterodimerow modeli:
asparaginazy z Lupinus
luteus (kod PDB: 2gez -
niebieskie fancuchy
biatkowe z rézowa kulg
reprezentujaca jon sodu w
petli  sodowej), ludzkiej
AGA (kod PDB: 1lapz -
zielone fancuchy z
produktem reakcji - L-Asp
w  miejscu  aktywnym
przedstawionym na czarno
z atomami O-czerwonymi,
N-niebieskimi) i taspazy
(kod PDB: 2a8 -
pomaranczowe  lancuchy
biatkowe).

Znaczne podobienstwo sekwencyjne tych enzyméw (ok. 60%) idzie w parze z
podobiefistwem strukturalnym (r.m.s.d. pozycji C, ok. 1.9 A) (Rysunek 3.3). W
dojrzatej formie sa heterotetramerami, lub raczej dimerami of-heterodimerow
powstajacych podczas procesu autokatalitycznego rozcigcia prekursorowego tancucha
na podjednostki a i . Heterodimery af (taspazy, aspartyloglukozaminidaz i asparaginaz
typu roslinnego) posiadajag wspolny typ pofatdowania, a dokladniej zbudowane sg z
dwoch arkuszy B oflankowanych z obu stron helisami a, tworzac tzw. "kanapke afpfa'.
Cechg szczegolng asparaginaz typu roSlinnego jest obecno$¢ petli sodowej
(koordynujacej jon sodu), ktéra za pomoca wigzania wodorowego oddzialuje z
katalityczng treoning. Pg¢tla ta wystepuje réwniez w taspazie, jednak zawiera ona

czgsteczke wody zamiast jonu metalu, prawdopodobnie bt¢dnie wymodelowang
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(Michalska i Jaskolski, 2006). W AGA analogiczna petla nie koordynuje jonow metalu
lecz jest stabilizowana przez mostek dwusiarczkowy (Oinonen et al., 1995).

3.3.2.2. Enzymy potasowo-zalezne i potasowo-niezalezne

W grupie asparaginaz typu ro$linnego wyr6znia Si¢ dwie podgrupy: enzymy
potasowo-niezalezne i potasowo-zalezne (Sodek et al., 1980). Znajdujace sie w
srodowisku Kkationy metali jednowartosciowych nie majag wptywu na aktywno$¢ L-
asparaginazowa enzyméw K'-niezaleznych, natomiast reguluja ta aktywno$¢ u
enzyméw K'-zaleznych. Badania biochemiczne enzyméw z Arabidopsis thaliana
(Bruneau et al., 2006) oraz Lotus japonicus (Credali et al., 2011) wykazaty, ze
aktywnos$¢ L-asparaginazowa potasowo-zaleznych biatek jest najwigksza w obecnosci
jonu K* i zmniejsza si¢ wraz z zastosowaniem innych jonéw wedlug uogolnionego
schematu: K* > Na" = Rb" > Li* = Cs’. Do czasu podjetych przeze mnie badan
molekularne podstawy tego zjawiska nie byty znane oraz nie okre$lono zadnej struktury
krystalograficznej enzymu potasowo-zaleznego. Dla K*-zaleznej asparaginazy z Lotus
japonicus zaproponowano jedynie model struktury przestrzennej uzyskany przy
pomocy modelowania molekularnego i na jego podstawie wytypowano trzy reszty
(Glu248, Asp285 i Glu286), ktore miatyby koordynowa¢ jon potasu i odpowiadaé za
aktywnos$¢ enzymu (Credali et al., 2011).

Asparaginazy potasowo-niezalezne to podgrupa bardzo dobrze poznana i
reprezentowana w bazie PDB przez kilkanascie struktur rentgenowskich. Zalicza si¢ do
niej nie tylko enzymy pochodzenia ro$linnego (klasyfikowane na podstawie badan
biochemicznych i podobienstwa sekwencyjnego), ale takze (na podstawie podobienstwa
strukturalnego) homologi tych biatek z innych organizméw. Okreslono dotad struktury
nastepujacych enzymow: LIA - ro$linnej asparaginazy z Lupinus luteus (kod PDB:
2gez, Michalska et al., 2006), bakteryjnego EcAIlll z Escherichia coli (kody PDB:
1t3m, 2zal, 1jn9, 1k2x, 2zak, 3c17; Prahl et al., 2004; Michalska et al., 2005, 2008-A;
2008-B), ludzkiego hASNase3 (kody PDB: 4gdt, 4gdu, 4gdv, 4gdw, 4hlo, 4hlp, 400c,
400d, 400e, 400f, 4009, 400h; Nomme et al., 2012, 2014; Su et al., 2013) i pochodzaca
ze $winki morskiej gpASNase3 (kody PDB: 4047, 4048; Schalk i Lavie, 2014).
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3.3.2.3. Aktywnos$¢ L-asparaginazowa i izoaspartylopeptydazowa

Asparaginazy typu ros$linnego katalizuja dwa rodzaje reakcji (Rysunek 3.4).
Aktywnos$¢ L-asparaginazowa umozliwia hydrolize L-asparaginy z uwolnieniem
amoniaku, ktory wykorzystywany jest jako zrodlo azotu w trakcie biosyntezy bialek.
Aktywno$¢ ta jest szczegdlnie wazna w szybko rozwijajacych si¢ tkankach i podczas
syntezy biatek zapasowych w dojrzewajacych nasionach. Aktywno$¢ izoaspartylo-
peptydazowa pozwala eliminowaé nieprawidlowe 1 szkodliwe peptydy izoaspartylowe

powstajace spontanicznie i akumulujace si¢ w biatkach zapasowych nasion.

Rysunek 3.4. Aktywnosci enzymatyczne asparaginaz typu roslinnego.
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Rézne asparaginazy typu roslinnego maja zroznicowane preferencje substratowe,
ktore nie maja zwigzku z podziatem tej grupy na enzymy potasowo-niezalezne i
potasowo-zalezne. Badania biochemiczne in vitro wykazaly dominujgca aktywno$é
wobec B-peptydéw i tylko drugorzedng aktywno$é wobec L-Asn u K*-niezaleznych
asparaginaz z L. luteus (LIA), E. coli (EcAIlIl) i L. japonicus (LjNSE2) (Borek et al.,
2004; Credali et al., 2011). Z kolei K*-zalezny enzym z L. japonicus (LjNSE1)
przejawia modulowang aktywnos$¢ L-asparaginazowg i brak aktywnos$ci izoaspartylo-
peptydazowej (Credali et al., 2011). W przypadku A. thaliana dostgpne dane
literaturowe sg niespdjne. Wczesniejsze badania, §wiadcza o niewielkiej przewadze
aktywnos$ci  L-asparaginazowej enzymu potasowo-niezaleznego 1 absolutnej
specyficznosci wobecC L-asparaginy enzymu potasowo-zaleznego, ktory B-peptydow nie
hydrolizuje w ogole (Bruneau et al., 2006). P6zniejsze wyniki sugerowaty z Kkolei, ze
oba enzymy (K'-niezalezny i K'-zalezny) hydrolizuja oba rodzaje substratow, ale K*-
zalezne biatko zdecydowanie preferuje L-Asn (Gabriel et al., 2012). W przypadku
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ssaczych homologoéw asparaginazy typu roslinnego (hASNase3 i gpASNase3) badania
dowodza, ze enzymy te katalizujg obie reakcje, przy czym hASNase3 sposrod
wszystkich testowanych substratow wykazuje najwyzszg aktywnos$¢ wobec czgsteczki

estru B-metylowego L-Asp (Cantor et al., 2009).

3.3.3. Asparaginazy typu Rhizobium etli

Do grupy asparaginaz typu Rhizobium etli poczatkowo zaklasyfikowano zaledwie
osiem enzymow (Borek i Jaskolski, 2001), jednak dzisiaj do przedstawicieli tej grupy
zalicza si¢ ok. 350 biatek, w wigkszosci pochodzacych z prokariontow (konkretnie z
mikroorganizméw glebowych i morskich) z zaledwie kilkoma przyktadami z
eukariontow (grzybéw i mchoéw). Analiza sekwencji enzymow tej grupy wykazata
obecno$¢ czterech wysoce zachowawczych motywow: RSx(2)KPxQA, ALXCASH,
NCSGKHxGxL, AMX(3)Px(2)VAGXGRx(2)TXxLM, oraz jednoczesng znaczng
odmienno$¢ sekwencyjng tej grupy w odniesieniu do asparaginaz typu bakteryjnego i
roslinnego (Moreno-Enriquez et al., 2012).

Rhizobium etli, od ktorego grupa asparaginaz otrzymala swg nazwe, to gatunek
bakterii brodawkowych wchodzacych w symbioz¢ z fasolg zwyczajng (Phaseolus
vulgaris) wyrézniony w 1993 roku (Segovia et al., 1993). W R. etli zidentyfikowane
zostaly dwie asparaginazy, ktorych obecnos¢ potwierdzono w ekstraktach
komorkowych szczepu dzikiego, nie okreslajac precyzyjnie poziomu aktywnosci tych
enzymoéw (Huerta-Zepeda et al., 1997). Asparaginaza | jest enzymem termostabilnym
0 ekspresji konstytutywnej. Asparaginaza Il to enzym termolabilny, ktorego ekspresja
jest indukowana przez L-asparagine. Sekwencja asparaginazy | nie jest znana, natomiast
0 genie asparaginazy Il (ansA) wiadomo, Ze znajduje si¢ w operonic ansRPAB
(Ortuno-Olea i Duran-Vargas, 2000), ktory zlokalizowano na niezwykle stabilnym
plazmidzie p42e, uznanym za chromosom poboczny (ang. secondary chromosome)
(Landeta et al., 2011). Dzi¢ki aktywacji dwoch enzymow z tego operonu: asparaginazy
Il i aspartazy, R. etli moze wykorzystywac egzogenng L-asparaging jako zrodto wegla i
azotu. Co wigcej Wysoki poziom obu enzyméw W bakteroidach R. etli (a takze
Rhizobium lupini) moze $wiadczy¢ o ich znaczeniu dla symbiozy (Kretovich et al.,
1981; Huerta-Zepeda et al., 1996).

Asparaginaza Il zostalta niedawno scharakteryzowana pod wzgledem

biochemicznym (Moreno-Enriquez et al., 2012). Enzym, otrzymany i oczyszczony
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metodami biotechnologicznymi, zawierajacy N-terminalny peptyd fuzyjny, jest
homodimerem o masie 102 kDa. Asparaginaza Il z R. etli jest specyficzna wobec L-
asparaginy, a poziom efektywnos$ci hydrolizy tego substratu jest zblizony do poziomu
wykazanego dla enzymu z Erwinia chrysantemi (Kotzia i Labrou, 2007). Aktywnos$¢
glutaminazowa nie zostata wykryta. Optymalne warunki dziatania enzymu wynosza pH
9.0 i 37°C. W sérodowisku zasadowym zmiany temperatury nie maja znaczacego
wplywu na aktywno$¢ enzymu. W $rodowisku obojetnym (pH 7.5) w 37°C aktywno$¢
enzymu jest trzy razy mniejsza i ro$nie wraz ze wzrostem temperatury w zakresie 25 —
50°C, osiagajac maksymalng warto$¢ réwng potowie poziomu zarejestrowanego w
warunkach zasadowych.

Jak dotad w bazie PDB nie ma zadnego przedstawiciela aspaginaz typu R. etli.
Stworzony in silico model asparaginazy Il z Rhizobium etli sugeruje pofatdowanie
zupelnie inne niz to znane z asparaginaz typu bakteryjnego (Huerta-Saquero et al.,
2013). Co wigcej, odmienno$¢ sekwencyjna i strukturalna wskazuje na istnienie
odrebnego profilu immunogenetycznego enzymoéw tego typu. Podsumowujac, dostepne
informacje na temat asparaginazy Il z Rhizobium etli jednoznacznie wskazuja, ze enzym
ten mogltby stanowi¢ podstawe nowoczesnego leku na biataczke (Huerta-Saquero et
al., 2013).
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4. Materialy i metody

4.1. Systemy ekspresyjne

W procesie okreslania struktury przestrzennej biatek metoda rentgenografii,
niezbg¢dne jest uzyskanie krysztatu biatka, co z kolei wymaga znacznych ilo$ci biatka o
wysokiej czysto$ci. Stad w biokrystalografii wysoce uzytecznym narz¢dziem sa
systemy ekspresyjne, ktore pozwalaja na stosunkowo szybka, tanig i wydajng produkcje
biatek rekombinowanych. Wykorzystywane w niniejszej pracy systemy ekspresyjne
sktadajg si¢ z plazmidowych wektorow ekspresyjnych zawierajacych informacje
genetyczng dotyczaca badanego biatka (tj. sekwencje kodujaca w postaci tzw. insertu
DNA) i bakteryjnego gospodarza (Escherichia coli), w ktorym nastepuje ekspresja
biatka. Przygotowanie systemu ekspresyjnego dla danego biatka wymaga zastosowania

réznorodnych metod i materiatow.
4.1.1. Amplifikacja i analiza DNA

Dowolny fragment DNA mozna powieli¢ in vitro przeprowadzajac reakcje PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) (Mullis et al., 1986). Standardowa reakcja PCR
zawiera cyklicznie powtarzane trzy etapy: (I) rozplecenie matrycowego DNA w
temperaturze 95°C, (II) hybrydyzacja starter6w do matrycy w temperaturze ich
topnienia, (III) elongacja starterow zgodna z sekwencja matrycowej nici DNA
przeprowadzana przez polimeraz¢ DNA w temperaturze ok. 72°C oraz (IV) etap
koncowy: dodatkowej elongacji niedokonczonych jednoniciowych fragmentoéw
powielonych czasteczek DNA.

W pracy do$wiadczalnej reakcje ta wykorzystywatam, aby wylowi¢ pozadany gen
z genomowego DNA (tworzac insert laczony nastepnie z wektorem ekspresyjnym),
zweryfikowa¢ poprawnos¢ konstrukcji tworzonych wektoréw ekspresyjnych oraz do
wytworzenia wektoréw metoda PIPE. Uzywatam trzech réznych polimeraz
syntetyzujacych jednoniciowy DNA w kierunku od 5° do 3’: polimerazy Taq
(Fermentas) oraz polimeraz PWO (Roche) i Pfu (Thermo Scientific), ktore posiadaja
dodatkowg aktywnos¢ 3° — 5’ egzonukleazy. Produkty reakcji PCR analizowalam

przeprowadzajac elektroforeze w zelach agarozowych (Sambrook i Russell, 2001).
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4.1.2. Plazmidowe wektory ekspresyjne

Plazmidy to koliste czasteczki dwuniciowego DNA, naturalnie wyst¢pujace w
cytoplazmie komorek bakteryjnych, ktore dzieki obecnosci sekwencji ori wykazujg
zdolno$¢ do samodzielnej replikacji niezaleznie od chromosomu bakteryjnego. Na
podstawie plazmidow stworzone zostaly komercyjne wektory wykorzystywane jako
nos$niki heterologicznej informacji genetycznej, ktora za ich pomoca wprowadzona
zostaje do komorek bakteryjnych. Odpowiednia konstrukcja wektorow umozliwia
transkrypcje 1 translacje tej informacji przy wykorzystaniu aparatu enzymatycznego
komorki gospodarza. Wszystkie wektory posiadajag takze markery selekcyjne,
umozliwiajac wzrost jedynie tym bakteriom, ktore posiadaja dany wektor.

Obecnie istnieje wiele rodzajow wektordw, ktore oprocz transportowanego genu
niosg caty wachlarz przer6znych cech dodatkowych (Sorensen i Mortensen, 2005). W
swojej pracy badawczej korzystalam z dwoch komercyjnych wektorow: pET151/D-topo
(Invitrogen) oraz pMALc5x (NEB), na podstawie ktorych stworzytam trzy rodzaje
plazmidowych wektorow ekspresyjnych, trzema roéznymi sposobami klonowania.
Wszystkie uzywane przeze mnie wektory posiadaly gen kodujacy P-laktamaze (bla)
warunkujacy opornos¢ na antybiotyk ampicyling, ktory dodawalam do pozywki

hodowlane;.

4.1.2.1. Wektor pMALc5x i klasyczna metoda klonowania

Do wektora pMALc5x (Rysunek 4.1) obcy gen wprowadzany jest w rejonie tzw.
miejsca  wielokrotnego  klonowania  (ang.  multiple  cloning  site, mcs)
najpowszechniejsza, klasyczna trzyetapowa metoda. Pierwszy etap to reakcja PCR
podczas ktorej przygotowywany jest insert. Drugi etap obejmuje reakcje enzymatyczne
polegajace na cieciu (tymi samymi) endonukleazami restrykcyjnymi wektora oraz
insertu, dzigki czemu powstale w ten sposob fragmenty DNA maja komplementarne
lepkie konce. Podczas prowadzenia do$wiadczen korzystalam z dwoch enzymow
restrykcyjnych: Sbfl (Fermentas) 1 Xmnl (Promega). Trzeci etap to reakcja taczenia
tych fragmentéw, podczas ktorej pomiedzy zasadami azotowymi komplementarnych
nukleotydéw spontanicznie tworza si¢ wigzania wodorowe. Natomiast wigzania
fosfodiestrowe, pomigdzy koncem 3’ hydroksylowym, a koficem 5’ fosforanowym

powstaja dzigki zastosowaniu ligazy. Podczas doswiadczen wykorzystywatam T4 DNA
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ligaze (Fermentas), ktora katalizuje reakcj¢ zaleznie od adenozynotrdjfosforanu (ATP).

Wprowadzona do pMALc5x w obszarze mcs heterologiczna sekwencja kodujaca
znajduje si¢ pod kontrolg silnego promotora transkrypcji fac, hybrydy promotoréw #rp i
lacUV5, ktory zawiera sekwencj¢ operatora laktozowego. Wektor pMALc5x posiada
gen kodujacy biatko represorowe operonu laktozowego, tj. represor Lac (lacl). Gdy
represor Lac wigze si¢ do promotora tac, a konkretnie do operatora laktozowego,
uniemozliwia pochodzacej z bakteryjnego gospodarza polimerazie RNA synteze
mRNA. Ekspresje obcego genu, a wlasciwie jego transkrypcje, indukuje si¢ za pomocg
IPTG (analog laktozy), ktory wiaze biatko represorowe Lac i odblokowuje promotor tac
umozliwiajac polimerazie RNA syntez¢ mRNA.

Wektor pMALc5x posiada rowniez gen kodujacy biatko wigzace maltozg (MBP,
ang. Maltose Binding Protein) (malE). Gen ten, razem z wprowadzonym podczas
klonowania obcym genem, znajduje si¢ pod kontrola promotora fac i wraz z nim ulega
transkrypcji oraz translacji. Po ekspresji oba biatka mozna rozdzieli¢ dzigki istniejace;j
pomiedzy nimi sekwencji rozpoznawanej przez czynnik Xa.

Rysunek 4.1. Schemat przedstawiajacy cechy wektora pMALc5x. Rysunek zapozyczony z instrukcji:
PMAL protein fusion and purification system (NEB).

mcs
B T1T2
—
malE
bla

pMAL-c5X
Ptac A pMAL-p5X
\ /pBR )
lac!

pMAL-c5X, -p5X MCS
Xonnl Nelel Neol — Noll EeoRV  Sall  Bamfll — FeoRl syt

\ | || I | | I | | | |
malE..ATC GAG GGA AGG ATT TCA CAT ATG TCC ATG GGC GGC CGC GAT ATC GTC GAC GGA TCC GAA TTC CCT GCA GGT AAT TAA ATAA
I E G R I s H M S M G G R D I v D G S E F P A G N *

Factor Xa
cleavage site

4.1.2.2. Wektor pET151/D-topo i system TOPO
Wprowadzenie pozadanej sekwencji kodujacej biatko do wektora pET151/D-topo

odbywa si¢ dwuetapowo. Pierwszym etapem jest przygotowanie insertu DNA, ktory

powstaje w wyniku reakcji PCR, podczas ktorej odpowiednio zaprojektowany starter
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dotacza do 5’-konca genu dodatkowa sekwencje CACC. Drugim etapem jest ligacja
insertu i wektora (Rysunek 4.2). Komercyjny wektor pET151/D-topo dostepny jest jako
ni¢ DNA (a nie typowa kolista zamkni¢ta czasteczka), ktorej jeden koniec jest tgpy a
drugi lepki, zawierajacy sekwencje GTGG, komplementarng do sekwencji CACC
insertu. Dzigki takiej konstrukcji koncow obu czasteczek moga one potaczy¢ si¢ w
odpowiedniej orientacji spontanicznie dzigki parowaniu si¢ komplementarnych
nukleotydow. Natomiast wytworzenie wigzania fosfodiestrowego pomigdzy
czasteczkami deoksyryboz, nastgpuje dzigki obecnosci enzymu, topoizomerazy, a
doktadniej dzigki obecno$ci wigzania pomi¢dzy topoizomeraza i wektorem (wigzanie
kowalencyjne pomigdzy grupa 3’-fosforanowg nici DNA i resztg tyrozyny enzymu).
Wigzanie to zostaje zaatakowane przez grup¢ 5’hydroksylowa nici insertu, a energia z
przerwanego wigzania wektor - enzym (uwolnienie topoizomerazy) jest zachowana w
postaci nowo utworzonego wigzania kowalencyjnego pomiedzy czasteczkami DNA
(ztaczenie inseru i wektora) (Shuman, 1994).

Rysunek 4.2. Ligacja insertu i wektora pET151/D-topo. Rysunek zapozyczony z instrukcji Champion
pET Directional TOPO Expression Kits (Invitrogen).

Topoisomerase

e
-—-——-CCCTT CACC ATG NNN --- —--- —--—- NNN AAG GG———-
-———GGGAAGTGG —""GTGG TAC NNN --- -—- —-- NNN TTC CC———-

PCR product I

Overhang B

Overhang invades double-stranded 0]
DNA, displacing the bottom strand.

Topoisomerase

—-——-—-CCCTTCACC ATG NNN --- —--- ——--— NNN AAG GG- —-—-
———-—-GGGAAGTGG C:)IAC NNN --- -—-- —--—- NNN TTC CC- —-—-
&C’
]

Wprowadzony do pET151/D-topo heterologiczny gen znajduje si¢ pod kontrolg
promotora T7, zawierajacego sekwencj¢ operatora laktozowego (lac O) wlasciwego dla
polimerazy RNA z faga T7 (Rysunek 4.3). Wektor pET151/D-topo posiada réwniez gen

kodujacy biatko represorowe operonu laktozowego (lacl). Represor Lac w wektorach
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typu pET zapewnia podwdjna kontrolg ekspresji. Po pierwsze blokujac transkrypcje
wklonowanego obcego genu z promotora T7. Po drugie zapobiegajac ekspresji samej
polimerazy T7, ktorej gen znajduje si¢ pod kontrolg promotora lacUV5 w genomie
bakteryjnym komorek ekspresyjnych posiadajgcych tzw. fragment ADE3 pochodzacy z
genomu faga A. Ekspresja polimerazy T7 jak i genu docelowego nastepuje w obecnosci
induktora IPTG.

Rysunek 4.3. Uktad ekspresyjny wektorow typu pET wykorzystujacych T7 polimeraze RNA. Schemat
zapozyczony z instrukcji: pET system manual (Novagen).
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| Target gene

E. coli genome

Wektor pET151/D-topo wprowadza na N-koncu biatka docelowego fragment
fancucha polipeptydowego (4 kDa), ktéry zawiera znacznik histydynowy (sekwencje

szesciu reszt histydyn) oraz miejsce rozpoznawane przez proteaz¢ TEV.

4.1.3. Metoda PIPE

Metoda PIPE (ang. Polymerase Incomplete Primer Extension) jest sposobem
manipulacji fragmentami DNA przy uzyciu reakcji PCR. Moze ona stuzy¢ zaréwno do
klonowania jak 1 mutagenezy (Klock i Lesley, 2009). W swojej pracy badawczej
wykorzystalam ja do modyfikacji wektorow ekspresyjnych, polegajacej na usunigciu
fragmentu sekwencji nukleotydowej kodujacej jeden z elementow tandemowe;j

konstrukcji eksprymowanego biatka (Rozdziat 5.2.2.3).
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Metoda opiera si¢ na kilku prostych zatozeniach. (I) Podczas reakcji PCR
powstaje mieszanina fragmentow DNA posiadajacych 5’ jednoniciowe konce réznej
dtugosci, szczegolnie gdy pominie si¢ ostatni etap reakcji, tj. dodatkowa, wypehiajaca
te konce elongacje (Rozdziat 4.1.1). (II) Odpowiednio skonstruowane startery do PCR
spowoduja, ze te koncowe jednoniciowe fragmenty DNA be¢da mialy precyzyjnie
okreslong sekwencje 1 beda spontanicznie laczy¢ si¢ z komplementarnymi
jednoniciowymi fragmentami DNA w wyniku parowania si¢ nukleotydow. (III) Tak
potaczone w kolista czagsteczke DNA produkty PCR (bez wytwarzania wigzania
fosfodiestrowego) mozna potraktowaé jak wektor 1 przeprowadzi¢ nim transformacje
komorek, w ktorych, podczas replikacji, enzymy bakteryjnego gospodarza dokoncza
dzieta klonowania. Sam proces namnazania §wiezo przygotowanych wektorow w
nieekspresyjnych komoérkach (jak réwniez nastepujaca po tym weryfikacja 1 izolacja
wektorow) jest standardowym etapem tworzenia wektoréow ekspresyjnych

posiadajacych poprawng konstrukcje i sekwencje (Rozdziat 5.2.2.4)

4.1.4. Ekspresja bialek

Aby umozliwi¢ ekspresje rekombinowanych biatek z przygotowanych wektorow
ekspresyjnych, wykonuje si¢ transformacj¢ chemiczng kompetentnych komorek
ekspresyjnych, poddajac je np. szokowi termicznemu (ang. heat shock). Nastepnie
komorki te hoduje si¢ na pozywkach z antybiotykiem, az do osiggniecia logarytmicznej
fazy wzrostu (ODgoo = 0.8) 1 indukuje si¢ ekspresje dodajac IPTG.

Do ekspresji uzywalam pigciu roznych rodzajow komorek ekspresyjnych (Tabela
4.1) oraz trzech réznych pozywek. Pozywki LB 1 TB przygotowywatam wedlug
standardowych przepisow (Sambrook i Russell, 2001). Pozywka minimalna sktadata
si¢ z syntetycznej pozywki M9 (Sambrook i Russell, 2001) uzupeinionej glukoza,
witaminami 1 aminokwasami. Pozywke tg przygotowywatam w oparciu o komercyjny
zestaw SelenoMethionine Medium Base & Nutrient Mix (MDL), ktory zasadniczo
stworzony zostal do ekspresji bialek znakowanych selenomietioning (Se-Met).
Produkujac biatka znakowane do pozywki dodawatam roztwor Se-Met, natomiast gdy
prowadzitam ekspresje biatek nieznakowanych zwyczajnie uzywatam pozywki
minimalnej bez tego aminokwasu.

Ponadto w trakcie ekspresji stosowatam rézne temperatury i1 rézne stgzenia IPTG.

Ekspresje bialek rekombinowanych w fuzji z MBP prowadzitam zawsze w pozywce z
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dodatkiem glukozy. Dodatek ten blokowal ekspresj¢ amylazy (gen obecny na
chromosomie E. coli), ktéra podczas oczyszczania moglaby roztozy¢ amylozowe ztoze

stosowane w chromatografii powinowactwa.

Tabela 4.1. Wybrane cechy komorek stosowanych podczas ekspresji biatek rekombinowanych.

nazwa komorek najwazniejsze wybrane cechy komorek ekspresyjnych

(producent)

- obecny fragment ADE3 umozliwiajacy ekspresje T7 polimerazy RNA,
BL21 star znajdujacej si¢ pod kontrolg lacUVS, za pomoca IPTG
(Invitrogen) - nieaktywne proteazy (lon i OmpT),

co obniza poziom degradacji eksprymowanych heterologicznych biatek
- nieaktywny gen RNazy E (rnel31), co powoduje wzrost stabilno§ci mRNA

NEB express - nieaktywne proteazy (lon i OmpT)

(NEB)

- obecny fragment ADE3 umozliwiajacy ekspresje T7 polimerazy RNA
OverExpress - nieaktywne proteazy (lon i OmpT)
C41 1 C43 - szczepy te posiadaja nieokreslone mutacje, ktore powoduja efektywna ekspresje
(Lucigen) biatek toksycznych (Miroux i Walker, 1996); prawdopodobnie zawieraja

wewngtrzne blony dzielace wnetrze komorki na dodatkowe przedziaty

- obecny fragment ADE3 umozliwiajacy ekspresje T7 polimerazy RNA
BL21 magic - plazmid ,,magic” kodujacy rzadko wykorzystywane przez bakterie tRNA
(MCSG) argininowe (rozpoznajace kodony: AGG i AGA) oraz izoleucynowe (ATA),

zawierajacy rowniez gen opornosci na kanamycyne

4.2. Oczyszczanie biatek

Wyprodukowane w E. coli rekombinowane biatka uwalnia si¢ (liza komérkowa),
a nastgpnie poddaje procesowi oczyszczania, ktory pozwala pozby¢ sie wszelkich
niepozadanych elementéw komoérkowych (jak blony komorkowe, kwasy nukleinowe,
weglowodany, naturalne biatka E. coli, itp.) 1 uzyska¢ homogenny, nadajacy si¢ do
krystalizacji preparat docelowego biatka. Najcze$ciej oczyszcza si¢ biatka
rozpuszczalne, jednak czasem korzysta si¢ réwniez z niepoprawnie pofaldowanych
agregatow, pochodzacych z ciatek inkluzyjnych, doprowadzajac do ich rozplecenia (za
pomoca czynnikoéw chaotropowych), a nastgpnie renaturacji (Rozdziat 5.2.4.1).

Istnieje wiele metod stosowanych podczas oczyszczania, ktore opieraja si¢ na
przerdznych wlasciwos$ciach fizykochemicznych biatek, stad wymieniam tylko te, ktore
stosowalam w trakcie swoich prac badawczych. Chromatografia jonowymienna
wykorzystuje réznice w tadunkach czasteczek biatek, a filtracja zelowa rdznice w
promieniach hydrodynamicznych separowanych biatek. Chromatografia powinowactwa
opiera si¢ na specyficznym oddziatywaniu pomiedzy ztozem a rekombinowanym

biatkiem, ktore jest efektem modyfikacji wprowadzonej do biatka metodami inzynierii
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genetycznej na etapie klonowania. Wykonywatam np. chromatografi¢ na zlozu
amylozowym, ktore wigze biatko MBP (biatko wigzace maltoze, ang. Maltose Binding
Protein) oraz chromatografi¢ na ztozu niklowym (chelatujacym jony Ni*"), ktére wiaze
znacznik histydynowy. Krotkie peptydowe znaczniki oraz biatka fuzyjne usuwane sg za
pomocg proteaz (np. TEV Iub Xa). Rozdzialy chromatograficzne moga by¢
wykonywane tradycyjng metoda grawitacyjng (niekiedy przyspieszana przy uzyciu
podci$nienia) lub w systemie FPLC (wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ang.
Fast Performance Liquid Chromatography) z zastosowaniem nadciscienia.

Podczas oczyszczania biatek oprocz metod chromatograficznych stosowalam
takze techniki wykorzystujace zjawisko wysalania biatek (wytracania ich z roztworu)
oraz osmozy (dializa). Uzywane przeze mnie roztwory poza skladnikami
podstawowymi (bufor i1 so6l) czesto zawieraly skladniki dodatkowe (czynniki
redukcyjne, detergenty, itp.), za pomocg ktorych probowatam wpltynaé na wlasciwosci

fizyko-chemiczne oczyszczanych obiektow (Bondos i Bicknell, 2003; Prive, 2007).

4.3. Weryfikacja jakoSci preparatu bialka

Podstawowa stosowang przeze mnie metodg weryfikacji jako$ci preparatow
bialka byla elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE). W metodzie tej, SDS rozwija tancuch polipeptydowy i nadaje mu
jednolity tadunek ujemny proporcjonalny do wielkosci danej czasteczki. Rozdzial
zdenaturowanych natadowanych czasteczek odbywa si¢ w polu elektrycznym, a
szybko$¢ migracji przez pory zelu uzalezniona zostaje od ich masy. Dzigki uzyciu
odpowiedniego markera mas rozdzial biatek wzgledem wielkos$ci, a doktadniej rozdziat
podjednostek biatkowych (sktadajacych sie¢ z pojedynczych lancuchow), umozliwia
oszacowanie wielko$ci biatek/podjednostek znajdujacych si¢ w badanej probee i1
dokonanie na tej podstawie ich wstepnej identyfikacji, z jednoczesnym okresleniem
czystosci preparatu.

Do oszacowania st¢zenia biatka w uzyskanych probkach wykorzystywatam
metode spektrofotometryczng 1 spektrofotometr Nano Drop (Thermo Scientific).
Metoda ta polega na pomiarze absorpcji $wiatta o dtugosci fali A = 280 nm przez reszty
aromatyczne tyrozyny i tryptofanu dla biatka o znanej sekwencji. Do obliczenia
stezenia biatka stosuje si¢ prawo Lamberta-Beera.

Kolejng metoda, z ktérej wynikow korzystatam jest spektrometria mas, przy czym
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wykonanie do$wiadczen zlecitam Pracowni Spektrometrii Mas IChB PAN. Metoda ta
pozwala z duza dokladnoscig okresli¢ masg¢ czasteczkowa bialka zawartego w
preparacie. Umozliwia to migdzy innymi: (I) potwierdzenie tozsamosci biatka, (II)
wykrycie uszkodzen czasteczki spowodowanych przez proteazy oraz (III) weryfikacje
obecnos$ci atomow cigzkich w biatku (np. selenu). Ponadto spektrometria mas
umozliwia identyfikacje biatek na podstawie wzoru peptydow, uzyskanych podczas
kontrolowanej proteolizy.

Biatka poddawatlam roéwniez testom na analizatorze Zetasizer Nano (Malvern
Instruments Ltd.)) za pomocg ktorego okreslatam  warto$ci  promienia
hydrodynamicznego czastek zawartych w roztworze oraz stopien ich dyspers;ji.
Instrument ten wykorzystuje zjawisko dynamicznego rozpraszania $wiatla (ang.
Dynamic Light Scattering, DLS) do $ledzenia ruchéw Browna czastek w roztworze. W
metodzie tej wielko$¢ czastek jest obliczana z réwnania Stokes’a- Einstein’a, ktore
okresla zalezno$¢ miedzy wielkoscia czastki 1 jej predkoscia na skutek ruchow Browna.
Jednak (wedlug mnie), podawane przez analizator promienie czastek sa tylko
warto$ciami przyblizonymi, gdyz zalozenie o idealnej sferyczno$ci badanych biatek
jest rzadko spetlione. Ponadto pomiary analizatora DLS obarczone sg sporym btedem
ze wzgledu na wptyw lepkos$ci roztworow na ruchy znajdujacych si¢ w nim czastek (nie
wykonuje si¢ kalibracji instrumentu, a do obliczen podaje si¢ chemiczny sktad
roztworéw nie uwzgledniajacy stezenia biatka). Instrument prowadzi obliczenia dwoma
réznymi algorytmami (Malvern Instruments Ltd., 2013) podajac dwa czgsto znacznie
roznigce si¢ wyniki. Pierwszy z nich, podajacy usredniong warto$¢ promienia
hydrodynamicznego jest wiarygodny tylko i wylacznie wtedy gdy w roztworze obecne
s czastki jednego rodzaju (Hydrodynamic Radius). Drugi (Distribution Results) podje

ten sam parametr dla poszczeg6lnych grup obiektow o rdznej wielkosci.

4.4. Krystalizacja bialek

Do krystalizacji bialek zastosowatam metode dyfuzji par, w ktorej sita napedowa
krystalizacji jest dazenie zamknigtego uktadu do osiggnigcia stanu roéwnowagi. Taki
uktad krystalizacyjny tworzg rezerwuar oraz kropla bedgca mieszaning preparatu biatka
1 roztworu rezerwuarowego. Dyfuzja skladnikéw lotnych pomiedzy kropla a
rezerwuarem, prowadzaca do wyrOwnania stezen czynnika stracajacego w obu

roztworach, powoduje zageszczenie biatka w kropli 1 wzrost krysztatow.
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Tworzenie si¢ krysztatbw danego biatka uwarunkowane jest szeregiem
indywidualnych czynnikoéw stanowigcych warunki krystalizacji (Bergfors, 1999). Aby
takie warunki wyznaczy¢ prowadzitam krystalizacje przesiewowe, gtdéwnie przy uzyciu
robota krystalizacyjnego Gryphon (Art Robbins Instruments) i komercyjnych zestawow
do krystalizacji (Tabela 4.2). Uzycie robota pozwalato przetestowac jednoczesnie, na
jednej ptytce krystalizacyjnej, 96 roztwordw/warunkéw krystalizacyjnych, przy
minimalnym zuzyciu preparatu biatka, poniewaz nastawiane krople siedzace mialy

catkowite objetosci w zakresie 0.2 - 0.6 pL.

Tabela 4.2. Zestawienie uzywanych komercyjnych zestawow roztworéw do krystalizacji.

producent numer katalogowy nazwa liczba roztworow
MDL MD1-01 Structure Screen 1 50
MDL MD1-02 Structure Screen 2 50
MDL MD1-14 Clear Strategy Screen | 24
MDL MD1-15 Clear Strategy Screen 1 24
MDL MD1-29 PACT premier Screen 96
MDL MD1-37 JCSG plus Screen 96
MDL MD1-46 Morpheus Screen 96
MDL MD1-50 PGA Screen 96
MDL MD1-59 MIDAS Screen 96
Hampton Research HR2-110 Crystal Screen 50
Hampton Research HR2-112 Crystal Screen 2 48
Hampton Research HR2-114 MembFac Screen 48
Hampton Research HR2-126 PEG/Ion Screen 48
Hampton Research HR2-098 PEG/Ion 2 Screen 48
Hampton Research HR2-211 Grid Screen Ammonium Sulfate 24
Hampton Research HR2-213 Grid Screen PEG 6000 24
Hampton Research HR2-247 Grid Screen Sodium Malonate 24
Hampton Research HR2-215 Grid Screen MPD 24
Hampton Research HR2-138 Additive Screen HT 96
Hampton Research HR2-134 Index HT Screen 96
Hampton Research HR2-137 MembFac HT 96
Hampton Research HR2-086 PEGRx HT 96

Znalezione warunki krystalizacyjne optymalizowalam w uktadzie kropli wiszacej
nastawiajac recznie znacznie wigksze krople krystalizacyjne (rzedu 1 - 8 pL).
Optymalizacje polegaty na nieznacznych zmianach warunkow i dotyczyly temperatury
krystalizacji, proporcji  sktadnikow  kropli  (preparatu biatka 1 roztworu
rezerwuarowego), stezen skladnikow kropli (biatka, pojedynczych odczynnikow lub

jednoczesnie catego roztworu) oraz pH.
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Wykonywatam takze szczepienia, przenoszac mikrokrysztaly, lub niewidoczne
gotym okiem zarodki krystalizacji, do kropli tak przygotowanych, aby zamiast
pojawiania si¢ nowych krysztaldéw (czyli nukleacji) nastgpowal jedynie wzrost
przeniesionych obiektow. W trakcie szczepienia stosowatam rozne techniki wykonania
tego zabiegu. Przenoszac zarodki postugiwatam si¢ wlosem lub kocim wasem.
Szczepitam krople ustabilizowane w uktadzie zamknigtym jak i Swiezo przygotowane.

Optymalizacje krystalizacji miaty na celu poprawi¢ jakos¢ uzyskiwanych
krysztatow, zmieni¢ ich pokrdj lub/i spowodowaé wzrost wigkszych, tatwiejszych do

wylowienia, pojedynczych krysztalow zamiast wysypu mikrokrysztatow.

4.5. Pomiary dyfrakcyjne

Wykorzystywanym przeze mnie zroédlem promieniowania rentgenowskiego bylo
promieniowanie synchrotronowe, ktore w biokrystalografii jest obecnie powszechnie
stosowane. Charakteryzuje si¢ ono wysoka intensywnos$cia, ktora jest niezbedna w
badaniach krysztatow biatek, poniewaz osiagaja one niewielkie rozmiary przy
jednoczesnie stosunkowo duzych rozmiarach komorki elementarnej. Ponadto wielka
zaleta promieniowania synchrotronowego jest mozliwo$¢ dobrania odpowiedniej
dlugosci fali, co ma ogromne znaczenie przy pomiarach metoda dostrojonej dyfrakcji
anomalnej (MAD lub SAD).

Podczas pomiaréw krysztaly byly witryfikowane w strumieniu par azotu, co
redukuje drgania termiczne atomdéw 1 ogranicza uszkodzenia radiacyjne wywolane
dyfuzja wolnych rodnikow w sieci krystalicznej (Garman, 1999). Aby unikng¢
powstawania lodu, przed zamrozeniem krysztal najczeSciej nasacza si¢ roztworem
krioprotektanta, ktory dzigki duzej lepkos$ci zapobiega krystalizacji wody.

W trakcie pomiaru, podczas gdy krysztat obracany jest wokot osi prostopadtej do
wigzki rentgenowskiej, rejestruje si¢ zwykle kilkaset obrazow dyfrakcyjnych.
Rejestracja kazdego pojedynczego obrazu wiaze si¢ z niewielkim obrotem (0.2 - 2.0 °) i
naswietlaniem krysztatu przez okreslony czas (od utamka do kilkudziesigciu sekund) w
zaleznosci od intensywnosci wigzki 1 zdolnosci dyfrakcyjnych krysztatu. Aby
zarejestrowa¢ kompletny zbidér danych, nalezy zmierzy¢ refleksy z odpowiedniego
zakresu kata, ktory zalezy od symetrii grupy przestrzennej i orientacji krysztatu. W celu
zminimalizowania btgdow pomiarowych zaleca si¢ zarejestrowanie kazdego refleksu

wiegcej niz jeden raz poprzez zmierzenie intensywnosci refleksow symetrycznych.
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4.6. Strategie rozwiazywania struktur krystalograficznych

Dyfrakcja promieni rentgena na krysztatach jest efektem oddziatywania fali
elektromagnetycznej z elektronami obecnymi w, wysoko uporzadkowanym w sieci
krystalicznej, zbiorze czasteczek biatka. Z rownania Bragga wiadomo, zZe
odbicie/ugigcie promieni o ustalonej dtugosci fali (1), przez rodziny plaszczyzn
sieciowych (hkl) charakteryzowane przez odstepy miedzyptaszczyznowe (du),

zachodzi tyko dla $cisle okreslonego kata odbtysku 6:
ni=2 dhkl sin 8

Obrazy otrzymane w wyniku eksperymentu dyfrakcyjnego zawieraja refleksy,
ktérych geometryczny rozklad wynika z symetrii sieci krystalicznej, natomiast
intensywno$ci koduja informacje¢ o polozeniu atomow biatka w krysztale. Z
matematycznego punktu widzenia, rozktad gestosci elektronowej p(xyz) w komorce
elementarnej (o objetosci V) krysztatu jest transformata Fouriera czynnikéw struktury
F(hkl), tj. wielkosci zespolonych, okreslonych przez dwie sktadowe: amplitudy |F(hkl)| 1
fazy (hkl) fali rozproszonej:

1
playz) = - le(hkl)l exp [—2mi(hx + ky + 1z) + ip(hkD)]
hkl
Czynnik struktury mozna wyznaczy¢ jako sume Fouriera czynnikdw rozpraszania
atomowego (fj) wszystkich N atomow (j) o wspotrzednych x;, y;, z, w komorce
elementarnej. Czynnik rozpraszania atomowego f; zalezy przede wszystkim od liczby

elektrond6w atomu oraz od kata rozpraszania 6.

N

F(hkD) = )" fj exp [2mi(hx; + ky; + 12;)]
j=1

Intensywnos¢ refleksu /(hkl) w obrazie dyfrakcyjnym stanowi odzwierciedlenie

nat¢zenia wigzki ugietej 1 jest proporcjonalna do kwadratu amplitudy fali ugietej. Zatem

aby uzyska¢ informacje o amplitudach czynnikow struktury nalezy w odpowiednich

programach komputerowych przeliczy¢ zgromadzone dane (przetworzy¢ obrazy

dyfrakcji, Rozdziat 4.6.1) wg. schematu:

I(hkl) - |F(hkD)|
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Niestety pomiar dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na krysztatach biatek
nie pozwala na wyznaczenie eksperymentalnie kata fazowego ¢(hkl). Jest to tak zwany
problem fazowy, ktérego rozwigzanie wymaga zastosowania jednej z trzech metod
podstawowych (Rozdziaty 4.6.2, 4.6.3 1 4.6.4) lub ich kombinacji.

Kazda z tych metod w mniejszym lub wigkszym stopniu bazuje na tzw. mapie
Pattersona, ktora oblicza si¢ wylacznie na podstawie kwadratow amplitud czynnikow
struktury, z pomini¢ciem faz. Mapa Pattersona zawiera maksima/piki reprezentujace
wektory miedzyatomowe, a wysokosci tych pikdéw sa proporcjonalne do iloczynu liczby

elektrondw wchodzacych w sktad atomow tworzacych wektor migdzyatomowy.

4.6.1. Przetwarzanie danych dyfrakcyjnych

Podczas przetwarzania obrazéow dyfrakcyjnych, ustala si¢ parametry komorki
elementarnej 1 grupe przestrzenng, oraz tworzy liste refleksow niezaleznych
okreslonych przez wskazniki h, k, / 1 intensywno$ci (/) wraz z ich odchyleniami
standardowymi (of). W tym celu stosuje si¢ programy takie jak Mosflm (Leslie i
Powell, 2007) oraz HKL (Otwinowski i Minor, 1997), a takze wykorzystywany przeze
mnie XDS (Kabsch, 2010). Najwazniejsze etapy procesu przetwarzania danych
dyfrakcyjnych to:

- wskaznikowanie, czyli nadanie refleksom wskaznikow 4, k, /, ktore okreslaja ,,skad”
pochodzi informacja niesiona przez refleks;

- integracja, czyli odczytanie intensywnosci kazdego refleksu, z uwzglednieniem
intensywnosci pochodzacej od tla;

- skalowanie 1 usrednianie, czyli sprowadzenie intensywnosci refleksow ze wszystkich
obrazéw dyfrakcyjnych do tej samej skali, dzigki czemu niweluje si¢ wptyw np. wahan
intensywnos$ci wigzki pierwotnej podczas pomiaru, czy uszkodzen radiacyjnych.

Nastepnie zbidr intensywnosci reflekséw (/) postuzyl mi do stworzenia zbioru
amplitud czynnikéw struktury (|F]). Obliczenia wykonywatam w programie
XDSCONV. Na tym etapie tworzytam réwniez zbior refleksoéw wylaczonych z procesu
udoktadniania struktury stuzacy do obliczania wskaznika Rge., (Kleywegt i Jones,
1997) (Rozdziat 4.7).

Parametry statystyczne uzyskiwane podczas przetwarzania danych (zebrane w

Tabeli 4.3) dostarczaja cennych informacji na temat jako$ci zbioru danych.
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Tabela 4.3. Parametry statystyczne stuzace weryfikacji jakosci zbioru danych dyfrakcyjnych

Rinerge - to parametr obliczany za pomoca wzorw: X,y Z; [[(hkD) - <I(hkD)>| | Zpy Z; I{hk])

- mowi o tym, jaka jest roznica pomig¢dzy intensywnosciami symetrycznych
reflekséw, ktore powinny by¢ identyczne

- warto$¢ tego parametru powinna by¢ jak najnizsza

<llol> - to $rednia warto$¢ sygnatu do szumu
- refleksy z obszaru rozdzielczosci, w ktorym <I/ol> spada ponizej 2
uznawane sg za niewiarygodne

mozaikowos¢ (°) | - $rednie odchylenie od idealnego utozenia krystalitow w krysztale

kompletnos¢ (%) | - liczba refleksow zarejestrowanych w stosunku do
teoretycznej/spodziewanej liczby refleksow przy danej rozdzielczo$ci
- sumaryczna kompletno$¢ danych powinna wynosi¢ co najmniej 85%

krotnos¢ = - liczba refleksow zarejestrowanych w stosunku do liczby refleksow niezaleznych,
redundancja - liczba obserwacji danego refleksu niezaleznego

4.6.2. Metoda podstawienia czasteczkowego (MR)

Najprostszym 1 jedynym stosowanym przeze mnie sposobem rozwigzania
problemu fazowego jest metoda podstawienia czasteczkowego (MR, ang. Molecular
Replacement). W metodzie tej strukture biatka badanego rozwigzuje si¢ positkujac si¢
modelem tj. znang strukturg biatka podobnego do biatka badanego. Identycznosé
sekwencji biatek wynoszaca minimum 25% daje realng nadziej¢ na rozwiazanie, ale go
nie gwarantuje. Glowna wada metody MR jest to, Ze nie moze ona zosta¢ wykorzystana
podczas badan nowych, nieznanych rodzin biatek oraz to, ze wprowadza trudne do
wyeliminowania ,,skazenie” modelu.

Przykladowy algorytm metody MR obejmuje cztery etapy: (I) policzenie mapy
Pattersona dla nieznanej struktury, (II) wygenerowanie mapy Pattersona dla znanej
struktury modelowej, (III) wykonanie ich superpozycji, zmieniajac orientacje (rotacje) 1
potozenie (translacje¢) modelu wzgledem poczatku uktadu w nieznanej strukturze, (IV)
przypisanie fazy odpowiednim refleksom. Umozliwia to obliczenie mapy gestosci
elektronowej, na podstawie ktorej buduje si¢ model nieznanego biatka.

Podstawienie czgsteczkowe wykonywalam korzystajac z programu PHASER
(McCoy et al., 2007), ktory uzywa algorytmow opartych na metodzie najwiekszej

wiarogodno$ci (ang. Maximum Likelihood).

4.6.3. Metoda podstawienia izomorficznego (SIR i MIR)

Gdy brakuje odpowiedniej struktury modelowej, problem fazowy rozwiagzuje si¢

metodami opartymi na efektach rozpraszania przez atomy specjalne. Pierwsza z nich
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jest metoda podstawienia izomorficznego (SIR, ang. Single Isomorphus Replacement).

W metodzie SIR niezbgdnym elementem jest pochodna izomorficzna, czyli
krysztat, w ktorym poza czasteczkami biatka obecne sg specyficznie przytaczone atomy
ciezkie (np. Pt, Au lub Hg), zastepujace czasteczki wody w otoczce hydratacyjne;.
Krysztal ten musi jednocze$nie posiada¢ identyczng posta¢ jak krysztal natywny
(identyczna grupa przestrzenna, upakowanie czasteczek biatka, bardzo podobne
parametry komorki elementarnej). Pochodng izomorficzng mozna otrzymac poprzez
wspotkrystalizacje biatka 1 jondw metalu cigzkiego lub tez poprzez nasaczanie krysztatu
natywnego odpowiednim roztworem. Nastgpnie krysztal ten stuzy do rejestracji
obrazéw dyfrakcyjnych (Fpy) analogicznych do obrazéow dyfrakcyjnych dla krysztatu
natywnego (Fp) prowadzonej w oparciu o t¢ sama teori¢ odbicia braggowskiego.

Pierwszym etapem w metodzie MIR jest wyznaczenie potozen atomoéw cigzkich
na podstawie zbioru danych dla pochodnej izomorficznej. Przy wyznaczaniu tych
potozen wykorzystuje si¢ mape Pattersona. Powstaje podstruktura sktadajaca si¢
wylacznie z atomoOw specjalnych. Nastgpnie znajomo$¢ potozen atoméw cigzkich
pozwala na wykorzystanie transformacji Fouriera do wyliczenia czynnikéw struktury
(Fp) dla tej podstruktury, a wiec poznane zostajg zaréwno amplitudy jak i fazy dla
podstruktury.

Nastepnie zdobyte informacje wykorzystuje si¢ do wyznaczenia faz dla struktury
bialka. Ten etap najtatwiej zilustrowa¢ za pomoca konstrukcji Harkera (Rysunek 4.4), w
ktorej dyfrakcje od krysztatu natywnego (|Fp|) 1 od pochodnej izomorficznej (|Fpgl)
przedstawia si¢ za pomocg przecinajacych si¢ okregdw, ktorych srodki sg przesuniete
wzgledem siebie o wektor |Fp| reprezentujacy rdznice w rozpraszaniu pochodnej i
krysztatu natywnego. W konstrukcji tej chodzi o znalezienie nieznanego kata fazowego
dla czynnikow struktury z krysztalu natywnego (ap), pod ktérym nalezy wykresli¢
wektor (Fp). Rozwigzania réwnania wektorowego Fp + Fy = Fpy s3 dwa, dlatego
konieczne jest zastosowanie roznych pochodnych izomorficznych (metoda MIR, ang.
Multiple Isomorphus Replacement). Kolejna podstruktura zbudowana z atomoéw
cigzkich innej pochodnej oznacza mozliwo$¢ dorysowania do konstrukcji Harkera
kolejnego wektora (F;) niosgcego informacje o jej atomach ciezkich i1 kolejnego
okrggu ponownie przecinajagcego wczesniejsze okregi w dwoch miejscach. Jednak
wszystkie trzy okregi beda si¢ przecinaly tylko w jednym miejscu, wyznaczajac

jednoznacznie kat fazowy (ap).
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Rysunek 4.4. Konstrukcja Harkera obrazujaca dwa rozwigzania w metodzie SIR i jedno w metodzie
MIR. Rysunki pochodza z publikacji w Acta Crystallographica (Taylor, 2010).

4.6.4. Metoda dostrojonej dyfrakcji anomalnej (SAD i MAD)

Innym sposobem rozwigzania problemu fazowego za pomocg atomoéw
specjalnych jest wykorzystanie rozpraszania anomalnego (metoda SAD, ang. Single-
wavelength Anomalous Diffraction).

Rozpraszanie anomalne ma miejsce wtedy, gdy dochodzi do rezonansu pomiedzy
promieniowaniem rentgenowskim a naswietlanym obiektem. Promieniowanie jest
wtedy silnie absorbowane przez jeden ze sktadnikow krysztatu, czyli jednego rodzaju
atomy specjalne, ktére zostaja wzbudzone. Wzbudzenie to powoduje, ze przestaje
obowigzywaé¢ prawo Friedla, mowiace o jednakowych intensywnos$ciach reflekséw
I(hkl) 1 I(-h-k-I), czyli tzw. par Friedla. Zatem analiza r6znic intensywnosci I(hkl) 1 I(-h-
k-I) na obrazach dyfrakcyjnych pozwala wyliczy¢ potozenia atomoéw specjalnych
rozpraszajacych anomalnie. Powstata podstruktura sktadajaca si¢ wytacznie z ,,atomow
anomalnych”, podobnie jak w metodzie SIR, wykorzystywana jest do obliczen, ktore
ostatecznie prowadza do wyznaczenia faz dla struktury biatka (Hendrickson i Ogata,
1997; Dauter et al., 2002).

W sytuacji anomalnej, réznice pomiedzy parami Friedla [(Fpy)™ i (Fpp)] sa
wynikiem sumarycznego efektu normalnego rozpraszania zwyktych atomow (Fp) i
rozpraszania wzbudzonych ,atoméw anomalnych” (Fy) (Rysunek 4.5), ktérych
czynniki rozpraszania atomowego sktadajg si¢ z trzech elementow:

- fo - czesci rzeczywiste] rozpraszania atomowego, ktora jest zalezna tylko od kata

odbtysku (6), lecz nie od dlugosci fali,
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- [ - czgsci rzeczywistej poprawki anomalnej, ktora

jest zalezna od dlugosci fali (4) i ktdrej przesuniecie
w fazie o 180 ° wzgledem f, na wykresie Arganda sy &f
powoduje skrocenie wektora f,, stad wspominane |Fo(H)]

czesci rozpraszania (f, - f”) prezentowane s3 jako Fen()

jeden wektor,

- /7 - czesci urojonej poprawki anomalnej, ktora jest
zalezna od dlugosci fali (1) 1 ktoérej przesunigcie Frul

fazowe wzgledem f, wynosi 90 °.

Rysunek 4.5. Konstrukcja Arganda dla refleksow pary [FuC)I
friedelowskiej uwzgledniajagca  rozpraszanie  anomalne.
Rysunek pochodzi z publikacji w Acta Crystallographica
(Taylor, 2010).

Zaobserwowanie zjawiska anomalnego jest najlatwiejsze podczas naswietlania
krysztatu promieniowaniem o dtugosci fali (1) odpowiadajacej maksimum absorpcji
atomu anomalnego wystepujacego w krysztalee. W wyborze 1 pomagaja wykresy
progdw absorpcji wyznaczone dla rdznych pierwiastkdw, na ktorych konkretnej
dlugosci fali odpowiadajg zestawy poprawek (f° + f”) (Rysunek 4.6). Wartosci
poprawek anomalnych sg znikome dla typowych dlugosci fali 1 dla najczesciej
wystepujacych w biatkach atoméw pierwiastkow lekkich (C, N, O), jednak juz od
atomoéw siarki sa one wystarczajaco wyrazne aby mozliwe bylo ich uzycie do
rozwigzania problemu fazowego.

W metodzie SAD wykorzystuje si¢ rézne ,,anomalne atomy specjalne”, ktore
wprowadzane sa do krysztalow réznymi metodami. Kompleks bromku tantalu
[TacBr;]Br, umieszcza si¢ w krysztale, podobnie jak w metodzie SIR, nasgczajac go
odpowiednim roztworem. Selen wprowadzany jest do struktury metodami
biotechnologicznymi, juz na etapie ekspresji biatka, podczas ktoérej istniejace w
sekwencji reszty metioniny sg zastgpowane przez Se-Met. Wykorzystuje si¢ rdwniez
natywne krysztaty biatka, w ktorych wzbudza si¢ atomy siarki, naturalnie wystepujace
w resztach Cys 1 Met. Prog absorpcji atomow siarki odpowiada energii promieniowania
rentgenowskiego o dhugosci fali 4 = 5.02 A (Rysunek 4.6), niedostepnej w ramach
pomiaréw dyfrakcyjnych, z tego wzgledu wykorzystuje sie efekty anomalne przy A z
zakresu 1.9 - 2.1 A. Sygnal anomalny atoméw siarki jest stosunkowo staby i wymaga

pomiaru danych dyfrakcyjnych o najwyzszej jakosci, mierzonych z duza redundancja.
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Rysunek 4.6. Krzywe absorpcji dla atomoéw siarki, potasu, selenu i tantalu, wygenerowane przez

Edgeplots web tool http://skuld.bmsc.washington.edu/scatter/.
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W metodzie SAD, tak jak w metodzie SIR, otrzymuje si¢ dwuznaczne
rozwigzanie problemu fazowego. Tradycyjnym sposobem uzyskania jednoznaczno$ci
faz jest metoda MAD (ang. Multi-wavelength Anomalous Diffraction), dla ktorej
rejestruje  si¢ kilka zbioréw danych anomalnych naswietlajac jeden krysztat
promieniowaniem rentgenowskim o réznych dtugosciach fali. Z kolei metoda SIRAS
(ang. Single Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering) taczy
wykorzystanie efektow anomalnych z izomorficznym rozpraszaniem atomu ci¢zkiego.
Obecnie, bardzo dokladne pomiary roznic anomalnych oraz coraz lepsze narzgdzia
obliczeniowe pozwalaja wyjasni¢ niejednoznacznos¢ rozwigzania z metody SAD dzigki
zastosowaniu procedury modyfikacji mapy gestosci elektronowej (Taylor, 2010).

Efekty anomalne mozna wykorzysta¢ nie tylko do rozwigzywana problemu
fazowego, ale takze do weryfikacji polozen atomoéw specjalnych w udoktadnionym juz
modelu struktury biatka. W tym celu jako wspolczynniki mapy gestosci elektronowe;j
stosuje si¢ roznice anomalne. Do uzyskania ,,anomalnych gestosci elektronowych” wys-
tarcza nawet bardzo staby sygnat anomalny. W swoich doswiadczeniach do lokalizacji

atomow specjalnych zastosowalam program ANODE (Thorn i Sheldrick, 2011).

4.7. Udokladnianie modelu struktury

Rozwigzanie problemu fazowego umozliwia wyliczenie rozkladu gestosci
elektronowej w krysztale 1 stworzenie wstepnego modelu atomowego struktury biatka,
ktory nastepnie podlega procesowi udoktadniania. Celem udokltadniania jest takie
zmodyfikowanie parametréw modelu biatka, aby jak najwierniej odzwierciedlat on dane
eksperymentalne. Procedura obejmuje dwa cyklicznie powtarzane etapy. Pierwszym jest
rgczna przebudowa modelu w oparciu o mapy gestosci elektronowej o wspotczynnikach
2F,- F.1F, - F,, ktéra wykonywalam w programie COOT (Emsley i Cowtan, 2004).
Drugim etapem s3 automatyczne obliczenia minimalizujagce rozbiezno$¢ miedzy
obliczonymi i zmierzonymi amplitudami czynnikow struktury. Obliczenia te wykony-
watam w programach PHENIX (Adams et al., 2010) oraz REFMACS5 (Murshudov et
al., 2011) z pakietu CCP4 (Winn et al., 2011). W opcji ,,najwigkszej wiarogodnosci”
programy te poszukuja takiego modelu, ktory maksymalizuje prawdopodobienstwo
zarejestrowania takiego zestawu danych, jaki wtasnie zostal zarejestrowany.

Wprowadzane w udokladnianym modelu zmiany dotyczylty gléwnie reszt

aminokwasowych. Poza tym dobudowywalam rowniez zwigzki niskoczasteczkowe

55



4. Materialy i metody

(czasteczki wody, kationy, aniony, ligandy, itp.) w oparciu o wielko§¢ 1 ksztalt
zapelianych gestos$ci elektronowych, geometri¢ potencjalnych oddziatywan oraz
wiedze o uzytych podczas oczyszczania i krystalizacji odczynnikach.

Sprawdzajac tozsamos¢ wprowadzanych do struktury jondw metali korzystatam
mig¢dzy innymi z dostgpnego przez Internet serwera CMM (ang. CheckMyMetal, Zheng
et al., 2014). Identyfikacje jonow ulatwiata mi takze metoda BVM (ang. Bond Valence
Method, Brese i O’Keeffe, 1991) polegajaca na weryfikacji dwoch parametrow.
Parametry te obliczatam na podstawie dlugosci poszczegolnych wigzan
koordynacyjnych, a wyniki pordwnywatam ze znanymi warto$ciami idealnymi dla tych
parametrow. Pierwszym parametrem jest walencyjnos¢ wiazan (R;), zalezna od
tozsamosci jonu metalu (7) 1 tozsamosci (jednego) rodzaju atoméw z ktérymi oddziatuje
(/). Rekomendowane wartoSci R;; zostaly okreSlone 1 stabelaryzowane (Brese i
O’Keeffe, 1991). Drugi parametr to walencyjnos$¢ kationu metalu (V;), ktéra powinna

by¢ tozsama z jego tadunkiem.

V. Rip —d;;
Rij =bIn lR—dl'j Vl = Z'EXP [%]
ED f

Rjir - rekomendowana warto$¢ walencyjnosci wigzan pomigdzy atomami i i

Vir - rekomendowana walencyjno$¢ atomu i
d;; - obserwowana dlugo$¢ wigzania migdzy atomami i 1

b - stata uniwersalna wynoszaca 0.37 A.

Ze wzgledu na duza liczbe atoméw w strukturze biatka, liczba udoktadnianych
parametréw réwniez jest duza. Dlatego do procesu udoktadniania wiacza si¢ dodatkowe
informacje. Prawie zawsze konieczne jest zastosowanie wiezdw, uwzgledniajacych
wczesniej zdefiniowane powszechnie dostepne informacje dotyczace stereochemii
sktadnikéw biatek (dtugosci wigzan, wartosci katdow walencyjnych, itp.). O tym, jak
silne wigzy nalezy zastosowa¢ decyduje rozdzielczo$¢ zbioru danych. Oprocz wiezow
podczas badan korzystatam takze z parametréw TLS (ang. translation, libration, screw
motion), ktore zaktadaja, ze grupa atoméw moze poruszac si¢ jak bryla sztywna.
Osobne grupy TLS moga stanowi¢ zaréwno cate podjednostki bialek, domeny lub ich
fragmenty. Parametry TLS czeSciowo odzwierciedlaja anizotropi¢ skorelowanych drgan

catych grup atoméw.
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4.8. Walidacja i ocena jakoSci modelu

Podstawowym kryterium okres§lajacym zgodno$¢ pomiedzy obliczonymi (na
podstawie modelu) i obserwowanymi czynnikami struktury sg krystalograficzne

wskazniki rozbieznosci R 1 Rj.. (Briinger, 1992):

_ X(hk) W(hkl)“Fo(hkl)l — k|F.(hkD||

R
2 hiey | Fo (hkD) |
R Y hknyer Wenien |1 Fo (RkD| — k| F.(hkD)||
free Ynkpyer | Fo (hkD)|

R - krystalograficzny liniowy wskaznik rozbiezno$ci
Rjiee - testowy wskaznik rozbiezno$ci

Wiy - Waga przypisana obserwacji hkl

|F,(hkl)| - modut obserwowanego czynnika struktury
|Fo(hkl)| - modut obliczonego czynnika struktury

k - czynnik skali

hkl - wskazniki hkl refleksu

T - zbior wskaznikow refleksow testowych

Obserwacja wskaznikéw rozbieznosci pozwala oceni¢, czy przebudowa modelu
zmierza w dobrym kierunku. Wskazuje réwniez czy wprowadzenie dodatkowych
parametréw optymalizowanych w udokladnianiu jest usprawiedliwione dostateczng
liczba obserwacji 1 czy nie dochodzi do nadinterpretacji, o ktdrej $wiadczy wzrost
wartosci Rj.. towarzyszacy obnizeniu R. Przyjmuje si¢, ze pod koniec udoktadniania
wskazniki te powinny by¢ jak najnizsze, cho¢ ich wielkos¢ jest mocno uzalezniona od
rozdzielczosci 1 jakosci danych eksperymentalnych, natomiast réznica pomigdzy nimi
nie powinna przekracza¢ 8%. Podczas obliczania wskaznika Rj.. korzysta si¢ z pewnej
puli reflekséw testowych wykluczonych z procesu udoktadniania, ktére zostaly
wybrane losowo z calego zbioru danych dyfrakcyjnych juz na etapie procesowania.

Kolejnym kryterium okre$lajacym jako§¢ modelu jest $rednie kwadratowe
odchylenie (r.m.s.d.) poszczegélnych parametrow, takich jak dlugo$¢ wigzan i1 katy
walencyjne, od wartosci idealnych. Ponadto analiza wykresu Ramachandrana, ktory jest

graficzng reprezentacjg katow torsyjnych ¢/y tancucha gléwnego, pozwala na szybka
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identyfikacj¢ reszt o nieprawidlowej konformacji.
Do weryfikacji stereochemicznej jako$ci modelu zastosowalam programy
Procheck (Laskowski et al., 1993) i MolProbity (Chen et al., 2010), ktére s3 dostepne

na serwerze ADIT.

4.9. Analiza struktur i prezentacja wynikow

Przeprowadzajac analize struktur oraz przygotowujac rysunki i schematy
opisujace wyciggnigte z tej analizy wnioski, postugiwalam si¢ rozmaitymi programami

podanymi w Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Programy i serwery, ktére wykorzystywatam do analizy i opisu struktur.

program / serwer przeznaczenie

SSM (Krissinel i Henrick, 2004) poréwnywanie struktur (w programie COOT)

BLAST (Altschul et al., 1997) wyszukiwanie i porownywanie sekwencji aminokwasowych
ClustalO (McWilliam et al., 2013 poréownywanie sekwencji aminokwasowych

ALIGN (Satow et al., 1986) naktadanie struktur metoda najmniejszych kwadratow
DSSP (Kabsh i Sander, 1983) analiza struktury drugorzgdowej

PDBsum (Laskowski, 2009) analiza struktury czwartorzedowe;j

PyMOL (DeLano, 2002) przygotowanie ilustracji
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5. Bakteryjne bialka nodulacji

5.1. Pie¢ obiektéw badan w kilkunastu wersjach

Celem projektu, ktory dotyczyt bakteryjnych biatlek nodulacji, byto
przetestowanie tych biatek pod katem ich przydatnosci do badan krystalograficznych.
Nad projektem pracowato w sumie kilka osob, ktore zajmowaly si¢ lacznie
kilkunastoma biatkami nodulacji. Moim zadaniem bylo przetestowanie pigciu
enzymoéw: NodA, NodB, NodU, NolO i Noel.

Zakres moich dziatan obejmowal prace od etapu pozyskania materiatu
genetycznego dla wybranego enzymu, az do etapu krystalizacji. Do badan
wykorzystatam kilka szczepow symbiotycznych bakterii brodawkowych, w ktorych
homologi interesujagcych mnie biatek mialy nieco odmienne sekwencje. Ponadto
stosowane wektory pozwalaly na uzyskanie tych samych bialek z réznymi cechami
dodatkowymi, np. ze znacznikiem powinowactwa lub biatkiem fuzyjnym. Zatem kazdy
z docelowych pieciu enzymow zostal przeze mnie przetestowany w kilku réznych
wersjach.

Prace z réznymi wersjami danego biatka rozpoczynatam w réznym czasie, a
postep tych prac mial rozne tempo. Nowe warianty tworzytam dopiero wtedy, gdy
poprzednie zostaly juz przetestowane. Stad wykonywane przeze mnie prace byty
prowadzone na wielu etapach jednoczesnie przez caty okres trwania projektu. Opisane
w czesci doswiadczalnej zadania sg jednak przedstawione w sposob zbiorczy, etapami.

Zebrane sa tematycznie i niekoniecznie odzwierciedlaja chronologie prac.
5.2. Cze¢s¢ doswiadczalna
5.2.1. Pozyskanie materialu genetycznego rizobiow

Cztery szczepy symbiotycznych bakterii glebowych, z ktoérych pozyskiwatam
geny dla wybranych biatek nodulacji (Sinorhizobium meliloti 1021, Bradyrhizobium sp.
WM9, Rhizobium sp. NGR234 i Bradyrhizobium japonicum USDA110), otrzymatam od

prof. Tomasza St¢pkowskiego. Bakterie byly w postaci probek ptynnych hodowli

komoérkowych zamrozonych w -80°C z 15% dodatkiem glicerolu. Wszystkie cztery
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szczepy byly przeze mnie hodowane w temperaturze 27°C, na pozywce YMB,
poczatkowo statej (z agarem), a nast¢pnie plynnej (z wytrzasaniem 300 rpm), przy
czym czas hodowli wynosil, w zaleznosci od szczepu, od dwoéch do siedmiu dni.
Komoérki z hodowli ptynnych postuzyly mi do izolacji catkowitego DNA bakteryjnego
(Tabela 5.1) oraz posiewu testowego na pozywce statej, dzigki ktoremu wykluczytam
zakazenia.

Materiat  genetyczny  wyizolowany z  czterech  szczepow  rizobidw
wykorzystywatam jako matryc¢ w reakcjach PCR, za pomoca ktorych tworzytam
inserty DNA z genami wybranych biatek nodulacji, przeznaczone do wklonowania do

wektorow plazmidowych.

Tabela 5.1. Protokoét izolacji catkowitego DNA bakteryjnego.

do probowki eppendorf (2 mL) przenies¢ 1 mL ptynnej hodowli bakteryjnej,
zwirowa¢ hodowle (5 min., 4°C, 13 000 rpm) i usuna¢ supernatant

osad komorkowy zawiesi¢ w 1 mL buforu STE (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, 0.5 mM NaCl, pH 7),
zwirowaé zawiesing (5 min., 4°C, 13 000 rpm) i usung¢ supernatant

osad ponownie zawiesi¢ w 1 mL buforu STE, inkubowa¢ 10 min na lodzie,
zwirowaé zawiesing (5 min., 4°C, 13 000 rpm) i usung¢ supernatant

osad zawiesi¢ w 450 pL buforu TE (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 8),
dodac¢ 50 pL preparatu lizozymu w buforze TE (o stezeniu 4 mg/mL, czyli 0.2 mg enzymu) i
inkubowac 1 godzing w 37°C wytrzasajac 300 rpm

dodaé 10 pL preparatu proteinazy K i 110 uL 10% roztworu SDS
inkubowa¢ 1-3 godzin w 37°C wytrzasajac 300 rpm, do czasu az mieszanina stanie si¢ lepka i klarowna

dodac¢ 110 pL 5 M NaCl i intensywnie wytrzasac (vortex),
doda¢ 90 uL CTAB/NaCl i intensywnie wytrzasa¢ (vortex),
inkubowac przez 10 min. w 65°C

doda¢ 820 uL chloroformu, intensywnie wytrzasa¢ (vortex) i zwirowac (5 min., 4°C, 13 000 rpm),
zebra¢ faze wodna do nowych proboéwek eppendorf (2 mL)

doda¢ 800 uL chloroformu, intensywnie wytrzgsa¢ (vortex) i zwirowac (5 min., 4°C, 13 000 rpm),
zebra¢ faze wodng do nowych proboéwek eppendorf (1 mL)

doda¢ 570 uL izopropanolu, zmiesza¢, inkubowac 10-20 min. na lodzie,
zwirowaé (10 min., 15°C, 13 000 rpm) i bardzo delikatnie usuna¢ supernatant

przemy¢ osad z DNA 1 mL 80% etanolu,
zwirowac (5 min., 4°C, 13 000 rpm) i bardzo delikatnie usung¢ supernatant

doktadnie osuszy¢ osad z DNA

zawiesi¢ osad z DNA w 50 uL wody i pozostawi¢ preparat w 4°C przez noc celem rozpuszczenia

5.2.2. Tworzenie wektorow ekspresyjnych

Wszystkie przygotowane przeze mnie plazmidowe wektory ekspresyjne
umozliwiajace ekspresje rekombinowanych bialek nodulacji (Tabela 5.2) mozna
zaklasyfikowa¢ do jednego z trzech typow wektorow: pET, pMAL, pMB, ktore réznia

si¢ cechami, jakie nadajg eksprymowanym dzieki nim bialkom. Poszczegdlne typy
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wektorow przygotowywatam w nieco odmienny sposdb, po czym stosowatam ten sam

schemat dzialania umozliwiajacy wybor i weryfikacje wektora o poprawnej konstrukcji.

Tabela 5.2. Zestawienie wektorow ekspresyjnych przygotowanych dla biatek nodulacji.

masa

masa

organizm . . nazwa wektora
nazwa srddlowy | numer biatka | wykorzystany biatka ekspresyjnego
biatka ident fiIZac i natyw- | wektor plazmidowy rekombi- Jawieraiaceeo gen
nodulacji | .. y* yiny nego (cecha dodana do biatka) | nowanego . Jaceeo &
biatka biatka nodulacji
(kDa) (kDa)
Sinorhizobium
I PET151/D-topo - al.
meliloti 1021 21.8 (znacznik histydynowy) 25.8 pET-mel-NodA
NP_435721.1
pET151/D-topo 3 i
NodA Bradvrhizobium (znacznik histydynowy) 274 PET-wm3-NodA
<p. WM 234 | PMALCX 65.9 MAL-wm9-NodA
ApAK00155 ) ' (biatko fuzyjne MBP) : P
' pMB -Wmo-
(biatko fuzyjne MBP) 63.4 pMB-wm9-NodA
?phlﬁebgg]m 60.5 E’;Zifjfhf‘s’f% nony) | 645 PET-ngr-NodU
AAB91782.1 ydynowy
NodU N pET151/D-topo 3 i
Epra\(/j\ymézoblum 620 (znacznik histydynowy) 66.0 pET-wm9-NodU
) ' pPMALCc5x i i
AAKO00159.1 (biatko fuzyjne MBP) 104.5 pMAL-wm9-NodU
?phlﬁjebggnm 755 E’;Zifjfhf‘s’f% wony) | 795 PET-ngr-NolO
AAB91692.1 ydynowy
NolO N pET151/D-topo 3 i
Epra\(/j\mwézoblum Jas (znacznik histydynowy) 78.8 pET-wm9-NolO
) ' pPMALCc5x i i
AAKO00162.1 (biatko fuzyjne MBP) 117.3 pMAL-wm9-NolO
PET151/D-topo 275 PET-wm9-NodB
Bradyrhizobium (znacznik histydynowy)
pPMALCc5x ) )
NodB sp. WM9 23.5 (biatko fuzyjne MBP) 66.0 pMAL-wm9-NodB
AAKO00156.1 oMB
(biafko fuzyjne MBP) 63.5 pMB-wm9-NodB
pET151/D-topo o
Bradyrhizobium (znacznik histydynowy) 28.4 PET-jap-Noel
japonicum pPMALc5x o
Noel USDAL10 244 | (bialko fuzyjne MBP) | 002 PMAL-jap-Noel
BAC47327.1 pMB 64.4 pMB-jap-Noel

(biatko fuzyjne MBP)

* numer z internetowej bazy: centrum informacji biotechnologicznej NCBI (ang.

Biotechnology Information)

5.2.2.1. Przygotowywanie wektoréw ekspresyjnych typu pET

National Center for

Wektory typu pET umozliwiajg ekspresje docelowego biatka z N-terminalnym

znacznikiem histydynowym, ktory powieksza mas¢ rekombinowanego biatka o ok. 4

kDa. Znacznik ten moze zosta¢ usuniety za pomocg proteazy TEV, przy czym po cigciu

61




5. Bakteryjne biatka nodulacji

na aminowym koncu biatka pozostaje szes¢ dodatkowych reszt aminokwasowych
(GIDPFT-).

Tworzac wektory pET, w pierwszej kolejnosci przygotowywatam inserty DNA.
Za pomocg reakcji PCR z materialu genetycznego rizobiow (np. Bradyrhizobium sp.
WM9) wyodrebniatam fragment DNA stanowigcy gen interesujacego mnie biatka
nodulacji (np. biatka NodA). Podczas tych reakcji wykorzystywatam polimeraz¢ PWO
(Roche) oraz startery (F- forward i R- reverse) zaprojektowane tak, aby pasowaty do
poczatku i konca sekwencji wyodrebnianych genow, przy czym starter F wprowadzat
dodatkowe cztery nukleotydy CACC na 5’ koncu nici kodujacej insertow.

Probki produktow reakcji PCR (insertow) poddawatam elektroforezie na 1% zelu
agarozowym celem potwierdzenia otrzymania zamplifikowanych fragmentow DNA.
Jesli uzyskiwalam kilka produktow, calo$¢ mieszaniny poreakcyjnej rozdzielatam
elektroforetycznie, a nastepnie izolowatam z zelu jedynie te fragmenty DNA, ktore
miaty odpowiednig dtugos¢. Inserty izolowane byly za pomoca komercyjnego zestawu
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Quiagen oraz wirowki Eppendorf.

Ligacja insertu DNA i plazmidowego wektora pET151/D-topo (Invitrogen)
nastegpowata na skutek obecnos$ci topoizomerazy (Rozdziat 4.1.2.2), a wprowadzone do
insertu dodatkowe nukleotydy (5° CACC-) zapewnialy poprawnosé¢ kierunku ligacji
dzigki komplementarnosci tylko do jednego z koncéw wektora. Reakcje ligacji, ktore
przeprowadzilam zgodnie z protokotem dostarczonym wraz z wektorem pET151/D-
topo przez firme Invitrogen, zasadniczo polegaty na zmieszaniu insertu z wektorem i

trwaly zaledwie 5 minut.

5.2.2.2. Przygotowywanie wektorow ekspresyjnych typu pMAL

Wektory typu pMAL umozliwiajg ekspresje docelowego biatka z N-terminalnym
biatkiem fuzyjnym MBP, przy czym oba bialtka oddzielone sg dwudziesto-
aminokwasowym lacznikiem, a masa calej konstrukcji jest wigksza od masy
docelowego biatka o ok. 42.5 kDa. Biatko fuzyjne mozna odcia¢ uzywajac czynnik Xa,
nie pozostawiajgc zadnego dodatkowego aminokwasu w produkcie docelowym.

Podobnie jak poprzednio, przygotowywanie wektorow pMAL rozpoczg¢tam od
reakcji PCR, w ktorej matryca byl materiat genetyczny rizobiow, uzywanym enzymem
polimeraza PWO (Roche), a startery (F i R) umozliwialy wylowienie konkretnych

genow. Zamplifikowane inserty posiadaly, bezposrednio po sekwencji genu, 12
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dodatkowych par zasad, stanowigcych miejsce cigcia enzymem Sbfl, wprowadzone za
pomocy startera R. Tak jak poprzednio, dlugos$¢ insertow weryfikowatam za pomoca
elektroforezy (Rysunek 5.1).

Rysunek. 5.1. Przykladowe zele
agarozowe weryfikujace postep prac 1 2 3 4 5 6 7
zwigzanych z przygotowywaniem
wektora ekspresyjnego typu pMAL.
Zele dotycza tworzenia pMAL-

wm9-NodA, czyli wektora ]

ekspresyjnego dla biatka NodA z

Bradyrhizobium sp. WM9. Sciezki "

na zelu agarozowym: 1 i 7— marker — -

DNA, dla .najlstotnlejszych prqzkov&_/ (—) & 3000
podatam liczbe par zasad (p.z.), 2 i 1000

3—- NodA (gen ma 633 p.z.), 2- 900 ._,- —-— 2000
produkt reakcji PCR (645 p.z.), 3- 800 Wn

insert po cieciu Sbfl, 4, 5 i 6- 700 w— w— 1500
wektor pMAL, 4- kolisty zamkniety 600 w1 — 1200
plazmid (5677 p.z.) migrujacy w 500 — = 1000
postaci rozluznione;j (wyzszy —
prazek) 1 superskreconej (nizszy —_— s
prazek) , 5- wektor po pierwszym — 500
cigciu enzymem Xmnl (5677 p.z.) i —

6- wektor po drugim cigciu

enzymem Sbfl (5622 p.z.). Wektor w —

postaci liniowej migruje inaczej niz

zamknigty — prazek pojawia si¢ na —

zelu pomigdzy prazkami dwoch
form postaci kolistej.

Tabela 5.3. Oczyszczanie fragmentéw DNA po reakcjach enzymatycznych. Procedura wykonywana w
temperaturze pokojowej, chyba ze zaznaczytam inacze;.

do probowki eppendorf (1.5 mL) przenie$¢ mieszaning reakcyjna,
dodaé¢ wode do objetosci koncowej 100 uL

doda¢ 100 uL fenolu (pH 8.0), intensywnie wytrzasa¢ 2 min. (vortex), zwirowa¢ (1 min., 10 000 rpm),
zebra¢ faze wodng do nowych proboéwek eppendorf (1.5 mL)

doda¢ 100 puL chloroformu, intensywnie wytrzasa¢ 2 min. (vortex), zwirowa¢ (1 min., 10 000 rpm),
zebra¢ fazg wodng do nowych probowek eppendorff (1.5 mL)

doda¢ 100 pL chloroformu, intensywnie wytrzasa¢ 2 min. (vortex), zwirowa¢ (1 min., 10 000 rpm),
zebra¢ faze wodng do nowych probowek eppendorff (1.5 mL)

doda¢ 10 uL 3 M octanu sodu (pH 5.2) i 300 puL 96% lodowatego etanolu,
intensywnie wytrzgsa¢ 3 godz. w temperaturze 4°C (vortex), zwirowac (2 godz., 4°C, 14 000 rpm)
i bardzo delikatnie usunaé supernatant

doktadnie osuszy¢ osad z DNA

zawiesi¢ osad z DNA w 10 pL wody wytrzasajac 10 min., 4°C (vortex)

Inserty DNA zawarte w mieszaninach reakcyjnych po reakcjach PCR
oczyszczatam (Tabela 5.3), a nastgpnie poddawalam cigciu enzymem restrykcyjnym
Sbfl (Fermentas) i ponownie oczyszczatam (Tabela 5.3). W ten sposob otrzymywatam
fragmenty DNA posiadajace jeden lepki koniec. Wektor pMALcS5x (NEB) poddawatam
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cigciu dwoma enzymami restrykcyjnymi: Xmnl (Promega), ktéry tworzyl tepy koniec
wektora oraz Sbfl (Fermentas), ktory tworzyt lepki koniec wektora, skracajac
jednoczesnie wektor o 55 p.z., czyli o dlugo$¢ wycigtego fragmentu mcs (ang. multiple
cloning site). Po reakcjach przeprowadzonych zgodnie z protokotami producentéw
enzymow, wektor oczyszczatam (Tabela 5.3), a nastepnie od razu przechodzitam do
reakcji ligacji. Ligacja insertu DNA i wektora pMALc5x nastgpowata w wyniku
dziatania T4 DNA ligazy (Fermentas) i byta przeprowadzona zgodnie z protokotem
dostarczonym wraz z enzymem. Dwa rdzne konce (tepy i1 lepki) w insercie 1 wektorze

zapewniaty poprawnos$¢ kierunku potaczenia tych fragmentow DNA.

5.2.2.3. Przygotowywanie wektorow ekspresyjnych typu pMB

Wektory typu pMB umozliwiaja ekspresj¢ docelowego biatka z N-terminalnym
bialkiem fuzyjnym MBP, przy czym oba bialka oddzielone sg fragmentem tancucha
polipeptydowego sktadajacego si¢ z zaledwie pigciu reszt alaniny, co powoduje
usztywnienie i stabilizacj¢ catej konstrukcji. Brak jest miejsca cigcia proteazg, ktore
pozwoliloby odseparowaé oba biatka. Masa produktu fuzyjnego powickszona jest o ok.
40 kDa, w stosunku do masy biatka docelowego.

Podczas opracowywania sposobu przygotowania wektoréw typu pMB opieratam
si¢ na regutach metody PIPE (Rozdziat 4.1.3). Opracowany plan dziatania sktadat si¢
zaledwie z jednego etapu — jednej reakcji PCR (Rysunek 5.2). Podczas tej reakcji
matrycg dla polimerazy Pfu (Thermo Scientific) byty wektory ekspresyjne typu pMAL z
wklonowanymi juz insertami zawierajacymi sekwencje genéw dla badanych biatek
nodulacji. Trwajace prawie osiem godzin reakcje PCR polegaty na amplifikacji niemal
calych wektorow matrycowych. Specjalnie zaprojektowane startery (F i R) nie
dopuszczaty do amplifikacji tylko tego fragmentu wektora matrycowego, ktory kodowat
dwudziestoaminokwasowy tacznik pomiedzy biatkiem MBP i docelowym biatkiem
nodulacji. Jednoczes$nie startery te w miejscu starego tacznika wprowadzaly nowy
pictnastonukleotydowy fragment DNA. Sekwencja tego nowego fragmentu byta
odpowiedzialna za obecnos$¢ krotkiego i sztywnego pigcioalaninowego tacznika w
rekombinowanych biatkach ulegajacych ekspresji z wektorow typu pMB. Dodatkowo,
pictnastonukleotydowe fragmenty starterow F i R zawierajace sekwencje nowego
facznika byly komplementarne i umozliwialy potaczenie liniowego produktu reakcji

PCR w kolista czasteczke plazmidowego wektora ekspresyjnego typu pMB. Fragmenty
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te pod koniec reakcji PCR pozostawaly jednoniciowe dzigki pominigciu ostatniego
etapu reakcji, czyli etapu uzupetiania matryc (ang. final extension).

Rysunek 5.2. Schemat obrazujacy przebieg reakcji PCR podczas tworzenia wektora ekspresyjnego typu
pMB na przyktadzie pMB-wm9-NodA.

kolorowe fragmenty obrazuja sekwencje dla:

- biatka MBP /

/ starter F\\\

wektor ekspresyjny
pMAL-wm9-NodA

starterR

- bialka NodA
- S-aminokwasowego lacznika
(AlaAlaAlaAlaAla)

starter F:  §' GCTGCCGCAGCGGCAATGAACATGAGCGCGCCCGTATCCACA 3
starter R:  §' TGCCGCTGCGGCAGCAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGCTTCATC 3

5.2.2.4. Weryfikacja i wybor wektoréw o poprawnej konstrukcji i sekwencji

Proces przygotowywania plazmidowych wektorow ekspresyjnych zazwyczaj nie
przebiega w stu procentach poprawnie. W trakcie Kkolejnych etapéw pracy moga
pojawi¢ sie¢ btedy w sekwencjach (np. podczas reakcji PCR) lub bledy w konstrukcji
wektora (np. podczas cigcia enzymami restrykcyjnymi, ligacji). Zatem wszystkie
przygotowane przeze mnie plazmidowe wektory ekspresyjne nalezace do trzech typow
(pET, pMAL, pMB) podlegaty takiemu samemu procesowi weryfikacji (Tabela 5.4).

Aby wyodrebni¢ poprawne wektory ekspresyjne z danej mieszaniny poreakcyjnej
(po reakcji ligacji w przypadku wektorow pET 1 pMAL lub po reakcji PCR w
przypadku wektorow pMB) wykonywatam transformacj¢ do komoérek kompetentnych,
zaktadajac, ze jedna komorka przyjmie jeden wektor. Kolonie tworzone przez
rozmnozone, zawierajace identyczne wektory komorki, stuzyty nastgpnie jako materiat
do dwoch testow weryfikujacych poprawnos¢ wektorow, ktore zawieraty.

W pierwszym tescie wykorzystywatam reakcje PCR do amplifikacji fragmentu
wektora zawierajacego insert oraz przylegajace do niego od strony 5’ i 3’ konca
dodatkowe sekwencje, obie o dtugosci ok. 100 - 200 par zasad. Odpowiednia dtugo$¢
produktow reakcji PCR wskazywata wektory o poprawnej konstrukcji, ktore
poddawatam kolejnemu testowi (Rysunek 5.3). W drugim tescie za pomoca
sekwencjonowania sprawdzalam poprawnos¢ sekwencji nukleotydowej tych samych

fragmentow wektorow co w tescie pierwszym.
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Tabela 5.4. Protokét stuzacy weryfikacji poprawnoséci plazmidowych wektorow ekspresyjnych (pET,
pMAL, pMB) zawierajacych inserty umozliwiajace ekspresj¢ bakteryjnych bialek nodulacji.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja mieszanina poreakcyjna - delikatne zmieszanie rozmrozonych
zawierajgce plazmidowe komorek (50 pL) z wektorami (ok. 20 ng)
wektory ekspresyjne - inkubacja na lodzie, 30 min.
- inkubacja 42°C, 30 sek.
komorki top10 - inkubacja na lodzie, 5 min.
(INVITROGEN) - zmieszanie komoérek z SOC (250 uL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
pozywka ptynna SOC
hodowla pozywka stata LB - delikatne rozprowadzenie hodowli

pojedynczych kolonii

z ampicyling (0.1 mg/mL)

50 pL, 100 uL i 150 puL odpowiednio
na trzech szalkach Petriego

- inkubacja 37°C, 16 godz.

- wybor kilku pojedynczych kolonii,
nadanie im numerow i
przeszczepienie na $wiezg szalke Petriego
(W postaci tzw. przecinkow)

- inkubacja 37°C, 16 godz.

PIERWSZY TEST WERYFIKACYJINY

przygotowanie matrycy
dla reakcji PCR

probowki eppendorf
z woda (50 pL)

- pobranie probki, czyli kilku komoérek
z wybranego przecinka (kolonii)

- rozprowadzenie probki w wodzie

- dezintegracja komorek, 95°C, 10 min.

- schtodzenie probki na lodzie, 5 min.

- Zwirowanie probki, 3 min., 14000 rpm

reakcja PCR

polimeraza Taq
(Fermentas)

komercyjne startery
przeznaczone do
sekwencjonowania
insertow danego wektora

- przeprowadzenie standardowej reakcji
zawierajacej ok. 30 cykli amplifikacji

ocena produktow
reakcji PCR

- elektroforeza w 1% zelu agarozowym

DRUGI TEST WERYFIKACYJNY

hodowla na pozywce
selektywnej

pozywka ptynna LB
z ampicyling (0.1 mg/mL)

- pobranie probki, czyli kilku komoérek

z wybranego przecinka (kolonii)
- zaszczepienie $wiezej pozywki LB (3 mL)
- inkubacja 37°C, 16 godz., 250 rpm

izolacja plazmidowych
wektorow ekspresyjnych

- wykonana zgodnie z protokotem literaturowym
(Sambrook i Russel, 2001; Rozdziat 1, Protoko6t nr 1.32)

- lub przy uzyciu komercyjnego zestawu i protokotu:
Plasmid DNA purification using the QlAprep spin miniprep kit
and microcentrifuge (Qiagen)

sekwencjonowanie

- wykonane przez firm¢ GENOMED z Warszawy

zabezpieczenie wektorow

- zamrozenie (-20°C) tych wektordw,
ktore pozytywnie przeszty oba testy weryfikacyjne
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Rysunek 5.3. Przykladowy 1 2 3 4 5 6 7 8
wynik pierwszego testu

weryfikacyjnego dla pMAL-

wm9-NodA. Zel agarozowy w— 1000
zawierajacy produkty reakcji [* 2 -_—" . . 800
PCR amplifikowane na matrycy 700
z réznych kolonii. Sciezki na 600
zelu agarozowym: 1, 3, 4, 5, 6 — 3
zawieraja fragment dtugosci 842 B 500
p.z., czyli insert NodA (637 p.z.) 400
+ dwa (102 i 103 p.z.) fragmenty

wektora, te kolonie poddawatam [l L 300
kolejnemu  testowi  weryfika-

cyjnemu; S$ciezki 2 i 7 — to

produkty PCR $wiadczace o 200

nieprawidlowym  klonowaniu;
$ciezka 8 — marker DNA.

5.2.3. Pilotazowa ekspresja bialek nodulacji

Przygotowane przeze mnie plazmidowe wektory ekspresyjne (Tabela 5.2) byty
kolejno poddawane pilotazowym testom ekspresji, podczas ktorych oceniatam ilos¢ i
jako$¢ nadprodukowanych biatek nodulacji. Sprawdzatam, czy maja odpowiednia,
oczekiwang mas¢ oraz czy sg rozpuszczalne. Wszystkie testy obejmowaly te same
cztery etapy (transformacja do komorek gospodarza, hodowla komorek, ekspresja
biatka, analiza wynikow), cho¢ w szczegdtach znacznie si¢ od siebie roznity. Ekspresje¢
poszczegb6lnych biatek nodulacji prowadzitam nie tylko z r6znych wektorow, ale takze
w roéznych komoérkach ekspresyjnych, roznych pozywkach i temperaturach (Tabela 5.5.
i Rysunek 5.4). Sprawdzatam roéwniez, czy czas prowadzenia ekspresji wplywa na

obecno$¢ rekombinowanych bialek we frakcjach rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych.

5.2.3.1. Transformacja komoérek gospodarza

Wprowadzajac dany wektor do komorki gospodarza E. coli postugiwalam si¢
szokiem temperaturowym. Probke zawierajaca wektor i komorki inkubowatam kolejno
na lodzie (30 min.), w bloku grzejnym o temperaturze 42°C (20 - 60 sek.) i ponownie na
lodzie (5 min.). Do transformacji wykorzystywatam rozne komorki ekspresyjne: BL21
Star, NEB express, BL magic oraz podnoszace wydajno$¢ ekspresji komorki
OverExpress C41 i C43 (Miroux i Walker, 1996).
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5.2.3.2. Hodowla komoérek

Po transformacji prowadzitam hodowle komoérek gospodarza E. coli. Trzy
nastepujace po sobie hodowle bakterii, kazda zaszczepiana komorkami poprzedniej,
prowadzone byty w 37°C, kolejno:

- przez 1 godzing, z wytrzgsaniem (200 rpm), w pozywce SOC (200 uL),

- przez noc (ok. 16 godz.), na pozywce statej LB z antybiotykiem,

- przez 2 - 4 godz., z wytrzasaniem (250 rpm), w pozywce z antybiotykiem (10 mL).
Ostatnia hodowla ptynna byta prowadzona do osiagnigcia wartosci ODgop W granicach
0.5 - 0.8 i odbywata si¢ w réznego rodzaju pozywkach (LB, TB, minimalnej), ktorych

sktad mogt wptynaé na rozpuszczalnos¢ eksprymowanych biatek (Moore et al., 1993).

5.2.3.3. Ekspresja bialek

Kulturg bakterii dzielitam na dwie rowne czesci (po 5 mL), z ktorych jedna
stuzyta do testow ekspresji (indukowana), a druga stanowita probe kontrolng
(nieindukowana). Ekspresj¢ indukowatam za pomocg IPTG, przy czym stosujgc rozne
stezenia koncowe (W zakresie od 0.1 mM do 0.5 mM) kontrolowatam poziom produkcji
rekombinowanych biatek. Aby utatwi¢ faldowanie si¢ rekombinowanych biatek,
indukowatam roéwniez ekspresj¢ bialek opiekunczych, konkretnie biatek szoku
cieplnego (ang. heat shock proteins), naturalnie wystepujacych w bakteriach E. coli
(Arsene et al., 2000). W tym celu na 30 - 60 minut podwyzszatam temperature hodowli
do 42°C, nastepnie obnizatam ja do temperatury ekspresji i dopiero potem indukowatam
produkcje biatka nodulacji. Ekspresje prowadzitam w trzech rdéznych temperaturach:
18°C, 27°C, 37°C, poniewaz temperatura ekspresji potrafi wptywac na rozpuszczalnosé
produkowanych biatek (Schein i Noteborn, 1988).

5.2.3.4. Analiza wynikéw ekspresji

W trakcie kazdego pilotazowego testu ekspresji, z obu kultur, indukowanej i
nieindukowanej, pobieratam kilka do kilkunastu probek. Probki te odpowiednio
preparowatam (poddawatam lizie 1 rozdzielalam rozpuszczalne i1 nierozpuszczalne
sktadniki komorki poprzez wirowanie), a ich zawarto$¢ analizowatlam za pomoca

elektroforezy SDS-PAGE.
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Rysunek 5.4. Pilotazowa ekspresja
biatka NodA (65.9 kDa) z wektora
pMAL-wm9-NodA  wykonana w
komoérkach NEB, w pozywce LB, w
temperaturze 18°C, indukowana IPTG
(03 mM) po
opiekunczych (42°C). Sciezki na zelu
SDS-PAGE:

1- kultura nieindukowana,

wszystkie biatka,

2- kultura indukowana,

wszystkie bialka,

3-kultura nieindukowana,

biatka nierozpuszczalne

4- kultura indukowana,

biatka nierozpuszczalne,

5- kultura nieindukowana,

biatka rozpuszczalne,

6- kultura indukowana,

biatka rozpuszczalne,

7 — Marker masy biatek.
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1 3 14 5 6 7 KkDa
ekspresji  biatek 1! e B 100
85
gy € >
70
"§ :. — 60
- - S 50
-
- > —
- -~ . 40
- .
‘ -
\ -

Tabela. 5.5. Pilotazowe ekspresje biatek nodulacji. Wyszczegdlniam, jakie warunki ekspresji byly
testowane dla poszczegdlnych wektoréw oraz podsumowuje wyniki.

wektor ekspresyjny

testowane warunki ekspresji

wyniki ekspresji pilotazowych

PET-wm9-NodA

komorki: BL21Star

pozywki: LB, TB, minimalna
IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM
temperatura: 18°C, 27°C, 37°C

PET-mel-NodA

komorki: BL21Star, C41, C43
pozywki: LB, TB, minimalna

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 27°C, 37°C
indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMAL-wm9-NodA

komorki: BL21Star, C41, C43, NEB
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 27°C, 37°C
indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMB-wm9-NodA

komorki: BL21Star, BL2 Imagic
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

biatko NodA ulegalo ekspresji
glownie w formie nierozpuszczalnej

nieznaczng pule biatek (5 - 20%) w
formie rozpuszczalnej uzyskiwatam :
- prowadzac ekspresje w 18°C

po indukcji biatek opiekunczych
- produkujac biatko NodA

w fuzji z MBP

pozostate zmienne

(komorki, pozywki, stezenie IPTG)
nie wptywaty na ekspresje

lub miaty drugorzgdne znaczenie
(nieznacznie zmieniajac proporcje
biatek rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych)

PET-wm9-NodU

komorki: BL21Star

pozywki: LB, TB, minimalna
IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM
temperatura: 18°C, 27°C, 37°C

PET-ngr-NodU

komorki: BL21Star

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 37°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMAL-wm9-NodU

komorki: BL21Star, C41, C43, NEB
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 37°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

biatko NodU ulegato ekspres;ji tylko i
wylacznie w formie nierozpuszczalnej

niezaleznie od fizyko-chemicznych
warunkow ekspresji, czy
charakterystyki elementow systemu
ekspresyjnego (komorek i wektorow)
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Tabela 5.5. c.d.

pPET-wm9-NolO

komorki: BL21Star, C41, C43
pozywki: LB, TB, minimalna

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM
temperatura: 18°C, 27°C, 37°C
indukcja biatek opickunczych (42°C)

PET-ngr-NolO

komorki: BL21Star

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 37°C

indukcja biatek opickunczych (42°C)

pMAL-wm9-NolO

komorki: BL21Star, C41, C43, NEB
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C, 37°C

indukcja biatek opiekuniczych (42°C)

biatko NolO ulegato ekspresji tylko i
wylacznie w formie nierozpuszczalnej

niezaleznie od fizyko-chemicznych
warunkow ekspresji, czy
charakterystyki elementow systemu
ekspresyjnego (komorek i wektorow)

pPET-wm9-NodB

komorki: BL21Star, C41, C43
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMAL-wm9-NodB

komorki: BL21Star

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMB-wm9-NodB

komorki: BL2 Imagic

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

biatko NodB ulegato ekspresji
glownie w formie nierozpuszczalnej

nieznaczng pule biatek w formie
rozpuszczalnej (ok. 10%) uzyskiwatam
jedynie gdy biatko NodB znajdowato
si¢ w fuzji z MBP, w wersji z krotkim
lacznikiem, przy czym konieczna byla
rownoczesna indukcja biatek
opiekunczych i ekspresja w 18°C

pozostate zmienne
(komorki, pozywki, stezenie IPTG)
nie wptywaly na ekspresje

PET-jap-Noel

komorki: BL21Star, C41, C43
pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMAL-jap-Noel

komorki: BL21Star

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

pMB-jap-Noel

komorki: BL2 Imagic

pozywki: TB

IPTG: 0.1 mM, 0.3 mM
temperatura: 18°C

indukcja biatek opiekunczych (42°C)

biatko Noel ulegato ekspresji
glownie w formie nierozpuszczalnej

nieznaczng pule biatek w formie
rozpuszczalnej (ok. 10%) uzyskiwatam
jedynie gdy biatko Noel znajdowato
si¢ w fuzji z MBP, w wersji z krotkim
Iacznikiem, przy czym konieczna byla
rownoczesna indukcja biatek
opiekunczych i ekspresja w 18°C

pozostate zmienne
(komorki, pozywki, stezenie IPTG)
nie wptywaly na ekspresje

5.2.4. Produkcja, oczyszczanie i krystalizacja wybranych bialek nodulacji

Przed przystgpieniem do ekspresji na wigkszg skale (nadprodukcji) kazde kolejne

biatko nodulacji wstepnie analizowatam bioinformatycznie za pomoca narzedzia

ProtParam z serwera Expasy (Gasteiger et al., 2005). Dzigki temu uzyskiwatam

orientacyjne informacje przydatne podczas procesu oczyszczania danego biatka.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

5.2.4.1. NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 ze znacznikiem histydynowym

Biatko NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 ulegajace ekspresji z wektora pET-
wm9-NodA na N-koncu posiadato znacznik histydynowy i tgczng mas¢ 27.4 kDa.
Istniata mozliwo$¢ odciecia znacznika za pomoca proteazy TEV, wtedy masa biatka
zmniejszytaby si¢ do 23.4 kDa. Migjsce cigcia byto tak usytuowane, ze na aminowym
koncu biatka pozostawiato szes¢ dodatkowych aminokwasow, nieobecnych w natywnej
sekwencji. Teoretyczna wartos¢ pl biatka wynosi 9.5 sugerujgc, ze to biatko silnie
zasadowe. Sekwencja NodA zawiera jedng reszte cysteiny, dlatego ewentualne mostki

dwusiarczkowe moglyby sie tworzy¢ tylko w kontekscie miedzyczasteczkowym.

Produkcja bialka

Ta wersja biatka NodA (oznaczona skrotem NodA-wm9) ulegata ekspresji tylko i
wylacznie w formie nierozpuszczalnej, niezaleznie od zastosowanych warunkow.
Postanowitam zatem podja¢ probe uzyskania preparatu z ciatek inkluzyjnych. Biatko do

tego celu byto produkowane zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Protokot produkeji rekombinowanego biatka Nod A-wm9.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pET-wm9-NodA - delikatne zmieszanie rozmrozonych
komoérek z wektorem (ok. 5 ng)
komorki BL21 Star - inkubacja na lodzie, 30 min.
(INVITROGEN) - inkubacja 42°C, 30 sek.
- inkubacja na lodzie, 5 min.
pozywka ptynna SOC - zmieszanie komorek z SOC (250 pL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na ptytke z pozywka stata LB

pozywce statej

z ampicyling (0.1 mg/mL)

- inkubacja 37°C, 16 godz.

hodowla na
pozywce plynne;j

pozywka ptynna TB
z ampicyling (0.1 mg/mL)

- przeniesienie komorek z plytki

do pozywki ptynnej TB (250 mL)
- inkubacja 37°C, 2 godz., 250 rpm
- rozcienczenie hodowli §wiezg pozywka TB (do 2 L)
- inkubacja 37°C, 250 rpm, do ODgy,=0.8 (ok 3 godz.)
- obnizenie temperatury do 18°C

ekspresja

IPTG
(do stezenia 0.3 mM)

- dodanie IPTG
- inkubacja 18°C, 16 godz., 250 rpm

zabezpieczenie
komoérek

- wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
- zamrozenie komoérek w -80°C
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Obrobka cialek inkluzyjnych

Z komorek zawierajacych nadprodukowane nierozpuszczalne biatko NodA-wm9
izolowatam cialka inkluzyjne, ktore rozpuszczatam za pomoca mocznika (Tabela 5.7).
Nastepnie przechodzitam do obrobki uzyskanej mieszaniny rozfaldowanych biatek,
ktorej celem bylo doprowadzenie do uzyskania rozpuszczalnej formy natywnej biatka
NodA-wm9. Ponowne faldowanie biatka przeprowadzalam usuwajgc czynnik

denaturujacy, przy czym uzywatam nieoczyszczonych, wstepnie oczyszczonych lub

zwigzanych do ztoza niklowego biatek NodA-wm9.

Tabela 5.7. Protoko6t obrobki ciatek inkluzyjnych zawierajacych Nod A-wmo9.

etap stosowane materiaty procedura
liza komorek roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komoérkowego
50 mM Tris pH 8.0 w roztworze 1 (ok. 50 mL / 4 g osadu)
10 mM EDTA - 0.5 godz. delikatnego mieszania w 20°C
1 mM PMSF - sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)

5 mg/mL lizozym

- wirowanie: 14000 rpm, 10°C, 30 min.
- odrzucenie supernatantu

rozpuszczanie roztwor 2: - rozpuszczenie osadu w roztworze 2 (ok. 10 mL)
ciatek 50 mM Tris pH 8.0 - 1 godz. delikatnego mieszania w 37°C
inkluzyjnych 5% glicerol - wirowanie: 14000 rpm, 10°C, 3 godz.
5 mM B-merkaptoetanol - odrzucenie osadu
7 M mocznik

Ponowne faldowanie nieoczyszczonego biatka

Mieszaning rozfaldowanych ~mocznikiem biatek poddawatam powolne;
kilkuetapowej dializie do roztworéw o skokowo zmniejszajacym si¢ stezeniu czynnika
denaturujgcego. Kolejno stosowane roztwory zawieraty 5 M, 3 M, 2 M, 1 M, 05 M i 0
M mocznik. Pozostate sktadniki roztworow, dla osobnych eksperymentow, dobieratam
tak aby jak najbardziej zroznicowaé warunki renaturacji biatek. Przetestowatam rozne
rodzaje i pH buforéow (MES pH 6, Tris pH 7 i pH 8, fosforanowy pH 7.5, CAPS pH 10)
oraz rodzaje i stezenia soli (NaCl i KCI: 500 mM, 200 mM, 0 mM). Stalymi sktad-
nikami roztwordéw byty 5% glicerol i 5 mM B-merkaptoetanol. Dialize wykonywatam w
4°C. Po zakonczonej dializie preparat, w ktorym prawie zawsze widoczne byty
nitkowate sedymentujace czastki, wirowatam (20000 rpm, 4°C, 0.5 godz.) celem
usuni¢cia nierozpuszczalnych bialek. Zawarto$¢ supernatantu i osadu weryfikowatam
na zelach SDS-PAGE (Rysunek 5.5). Niestety faldowanie nieoczyszczonego biatka

NodA-wm9 nie powiodto si¢, gdyz za kazdym razem biatko stracato si¢ podczas dializy.

72




5. Bakteryjne biatka nodulacji

Rysunek 5.5. Izolacja, rozpuszczenie i ponowne faldowanie nieoczyszczonych biatek NodA-wm9
ulegajacych ekspresji w formie nierozpuszczalnej (w ciatkach inkluzyjnych). Sciezki na zelu SDS-PAGE:
1- biatka rozpuszczalne uwolnione z komorki; 2- biatka nierozpuszczalne uwolnione z komorki;

3-4- efekty rozpuszczania cialek inkluzyjnych mocznikiem: 3- rozfaldowane biatka zawarte w
supernatancie, 4- bialka, ktérych nie udato si¢ rozpusci¢ zawarte w osadzie; M- marker masy;

5-10- faldowanie nieoczyszczanego biatka NodA-wm9 za pomoca dializy do roztworu o koficowym
sktadzie: 20 mM bufor fosforanowy pH 7.5, 5% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 0 - 500 mM NacCl:
5-6- roztwor dializacyjny zawierajacy 500 mM NaCl, 5- biatka rozpuszczalne, 6- biatka nierozpuszczalne
7-8- roztwor dializacyjny zawierajacy 200 mM NaCl, 7- biatka rozpuszczalne, 8- biatka nierozpuszczalne
9-10- roztwor dializacyjny nie zawierajacy NaCl, 9- biatka rozpuszczalne, 10- biatka nierozpuszczalne.

1 90 % Ty MR N s B 7 B o 1

Ponowne faldowanie wstepnie oczyszczonego bialka

Z mieszaniny rozfatdowanych mocznikiem bialek wyodrebniatam NodA-wm9
przy uzyciu chromatografii powinowactwa, ktorg przeprowadzitam w warunkach
denaturujacych (Tabela 5.8 i Rysunek 5.6).

Tabela 5.8. Chromatografia powinowactwa wykonana w warunkach denaturujacych, w temperaturze 4°C
metodg grawitacyjng przy uzyciu ztoza niklowego His-Bind Resins (Novagen) zatadowanego NiSO,.

etap sktad stosowanych roztworow procedura
wigzanie do ztoza | roztwor 1: - wypehienie kolumny ztozem (ok. 10 mL)
50 mM bufor fosforanowy pH 8.0 - przemywanie ztoza roztworem 1
500 mM NaCl - dwukrotne przepuszczenie przez ztoze
5% glicerol mieszaniny rozfatdowanych biatek
5 mM B-merkaptoetanol - odrzucenie eluatu zawierajacego
7 M mocznik frakcje biatek niezwigzanych do ztoza
przemywanie roztwor 2: - przemywanie ztoza roztworem 2
50 mM bufor fosforanowy pH 6.0 (ok. 50 mL)
500 mM NaCl
5% glicerol
5 mM B-merkaptoetanol
7 M mocznik
wymywanie roztwor 3: - wymywanie zwigzanych do zloza biatek
50 mM bufor fosforanowy pH 4.0 roztworem 3 (ok. 10 mL x 5)
500 mM NaCl
5% glicerol
5 mM B-merkaptoetanol
7 M mocznik
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Rysunek 5.6. Chromatografia powinowactwa wykonana w warunkach denaturujacych oraz wynik
fatdowania wstepnie oczyszczonych biatek. Sciezki na zelu SDS-PAGE: M- marker masy; 1- biatka
nierozpuszczalne uwolnione z komorki (ciatka inkluzyjne); 2- rozfaldowane biatka pochodzace z ciatek
inkluzyjnych przeznaczone do oczyszczania; 3-10- chromatografia powinowactwa: 3- frakcja biatek nie
zwigzanych do zloza; 4-5- frakcje przemywania; 6-10- kolejne frakcje zawierajace biatka wymywane ze
ztoza; 11-12- faldowanie oczyszczonego biatka NodA-wm9 za pomoca dializy, 11- biatka rozpuszczalne
(supernatant), 12- biatka nierozpuszczalne (osad).

kDa M 1 2 3 S w28 -39 10 11 12
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Po chromatografii powinowactwa, frakcje zawierajace wstgpnie oczyszczone,
nadal rozfaldowane biatko NodA-wm9 laczytam i nastgpnie poddawalam powolnej
kilkuetapowej dializie przeprowadzonej dokladnie tak jak dializy biatka nie-
oczyszczonego. Tak jak wczesniej, podczas osobnych eksperymentdéw testowatam rdzne
warunki renaturacji. Po zakonczonej dializie preparat wirowatam (20000 rpm, 4°C, 0.5
godz.), a uzyskane probki supernatantu (bialek rozpuszczanych) i osadu (biatek
nierozpuszczalnych) weryfikowatam na zelach SDS-PAGE (Rysunek 5.6). Niestety

proba faldowania oczyszczonego biatka NodA-wm9 roéwniez nie powiodta sie.

Ponowne faldowanie bialka zwiazanego do zloza

Podjetam takze probe ponownego faldowania biatka NodA-wm9 podczas
chromatografii powinowactwa w tzw. warunkach hybrydowych (Tabela 5.9 i Rysunek
5.7). Z mieszaniny rozpuszczonych mocznikiem bialek wyodrgbniatam NodA-wm9
wigzac je do ztoza niklowego. Podczas wigzania wszystkie biatka pozostawaly
rozfaldowane. Nastepnie stopniowo  zmienitam warunki chromatografii z
denaturujgcych na natywne i rozpoczgtam wymywanie zwigzanych do ztoza (ponownie
sfaldowanych) bialek. Niestety biatkko NodA-wm9 najprawdopodobniej stracito sie

podczas renaturacji i utkneto na kolumnie.
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Tabela 5.9. Chromatografia powinowactwa wykonana w warunkach hybrydowych, prowadzona w
temperaturze 4°C metodg grawitacyjng przy uzyciu zloza niklowego His-Bind Resins (Novagen)
zatadowanego NiSO,.

etap

sktad stosowanych roztworow

procedura

wigzanie do zloza

roztwor 1:
50 mM bufor fosforanowy pH 8.0
500 mM NaCl

- wypelienie kolumny ztozem (ok. 10 mL)
- przemywanie ztoza roztworem 1
- dwukrotne przepuszczenie przez zloze

5% glicerol mieszaniny rozfaldowanych biatek
5 mM B-merkaptoetanol - odrzucenie eluatu zawierajgcego
7 M mocznik frakcje biatek niezwigzanych do ztoza
przemywanie roztwor 2: - przemywanie ztoza roztworem 2

50 mM bufor fosforanowy pH 6.0
500 mM NaCl
5% glicerol
5 mM B-merkaptoetanol
7 M mocznik

(ok. 50 mL)

faldowanie biatek

roztwor 3:
50 mM bufor fosforanowy pH 8.0
500 mM NaCl
5% glicerol
5 mM B-merkaptoetanol

- wielokrotne przemywanie ztoza
kolejnymi mieszaninami roztworow:
1(5mL)i3 (0 mL)
1(4mL)i3(1mL)
1(3mL)i3(2mL)
1(2mL)i3(3mL)
1(1mL)i3(4mL)
1(O0mL)i3(5mL)

przemywanie

roztwor 4:
roztwor 3 + 20 mM imidazol

- przemywanie ztoza roztworem 4
(ok. 50 mL)

wymywanie

roztwor 5:

roztwor 3 + 300 mM imidazol
roztwor 6:

roztwor 3 + 500 mM imidazol
roztwor 7:

roztwor 3 + 1 M imidazol

- wymywanie zwigzanych do zloza bialek
kolejnymi roztworami:
5 (ok. 10 mL x 2)
6 (ok. 10 mL x 2)
7 (ok. 10 mL x 2)

Rysunek 5.7. Chromatografia powinowactwa wykonana w warunkach hybrydowych. Sciezki na zelu
SDS-PAGE: M- marker masy; 1- biatka nierozpuszczalne (ciatka inkluzyjne); 2- rozfatdowane biatka
pochodzgce z cialek inkluzyjnych przeznaczone do oczyszczania; 3-12- chromatografia powinowactwa:
3- frakcja bialek nie zwigzanych do zloza; 4-5- frakcja przemywania przed fatdowaniem; 6- frakcja
przemywania po faldowaniu; 7-12- kolejne frakcje zawierajace biatka wymywane ze ztoza.
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5.2.4.2. NodA z Sinorhizobium meliloti ze znacznikiem histydynowym

Biatko NodA z Sinorhizobium meliloti 1021 ulegajace ekspresji z wektora pET-
mel-NodA na N-koncu posiadato znacznik histydynowy, ktory mozna bylo odcigé za
pomoca proteazy TEV, pozostawiajac na biatku szes¢ dodatkowych aminokwasow,
nieobecnych w natywnej sekwencji. Oczekiwana masa biatka po ekspresji wynosita
25.8 kDa, a po odcigciu znacznika 21.8 kDa. Teoretyczne pl tej wersji biatka NodA
wynosi 8.7. Posiada ono 2 reszty cysteiny w sekwencji. Sekwencje NodA z
Sinorhizobium meliloti i Bradyrhizobium sp. WM9 znacznie si¢ od siebie roznig

(identyczno$¢ 63%, podobienstwo 78%).

Produkcja bialka

Pilotazowe testy ekspresji tej wersji NodA (oznaczonej skrétem NodA-mel)
wykazaly, ze biatka opickuncze obecne podczas produkcji pomagaja uzyskac
rozpuszczalny produkt (Tabela 5.10). Oszacowatam, ze stanowi on zaledwie 5 - 10%
catej puli nadprodukowanego biatka NodA-mel, jednak pozwala na podjgcie proby

oczyszczania z frakcji biatek rozpuszczalnych.

Tabela 5.10. Protokoét produkceji rekombinowanego biatka NodA-mel.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pET-mel-NodA - delikatne zmieszanie rozmrozonych
komoérek z wektorem (ok. 5 ng)
komorki BL21 Star - inkubacja na lodzie, 30 min.
(INVITROGEN) - inkubacja 42°C, 30 sek.
- inkubacja na lodzie, 5 min.
pozywka ptynna SOC - zmieszanie komoérek z SOC (250 uL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na ptytke z pozywka statg LB
pozywece stalej z ampicyling (0.1 mg/mL) | - inkubacja 37°C, 16 godz.
hodowla na pozywka ptynna TB - przeniesienie komorek z ptytki
pozywce ptynnej | z ampicyling (0.1 mg/mL) do pozywki ptynnej TB (250 mL)
- inkubacja 37°C, 2 godz., 250 rpm
- rozcienczenie hodowli §wiezg pozywka TB (do 2 L)
- inkubacja 37°C, 250 rpm, do ODgy=0.8 (ok. 3godz.)
indukcja biatek - inkubacja 42°C, 250 rpm, 1 godz.
opiekunczych - obnizenie temperatury do 18°C
ekspresja IPTG - dodanie IPTG
(do stezenia 0.1 mM) - inkubacja 18°C, 16 godz., 250 rpm
zabezpieczenie - wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
komorek - zamrozenie komorek w -80°C
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Wielokrotnie oczyszczajgc biatko NodA-mel, za kazdym razem postepowatam

nieco inaczej, modyfikujagc procedur¢ przez dodawanie lub pomijanie etapow oraz

stosujac rézne odczynniki. Postgpowatam tak z dwoch powodow. Po pierwsze chciatam

poprawi¢ wydajnos¢ izolacji, ktora byta bardzo niska, ze wzgledu na niska ekspresje

biatek rozpuszczalnych. Po drugie staratam si¢ zwigkszy¢ stabilnos¢ biatka NodA-mel,

ktore bardzo tatwo wytracato si¢ z roztworu, czesto wrecz uniemozliwiajgc dokonczenie

procedury oczyszczania.

Tabela 5.11. Przyktadowa procedura oczyszczania biatka NodA-mel.

etap stosowane materiaty procedura
liza roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komorkowego
50 mM Tris pH 7.5 w roztworze 1 (ok. 50 mL / 4 g osadu)
500 mM NaCl - dodanie PMSF i lizozymu
5 mM B-merkaptoetanol - sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
5% glicerol - 1 godz. delikatnego mieszania w 4°C
1.6 mM CHAPS - sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)

20 mM imidazol

PMSF (do stezenia 1 mM)

lizozym (do stgzenia 1 mg/mL)

- wirowanie: 14000 rpm, 4°C, 30 min.
- odrzucenie osadu

chromatografia
powinowactwa

ztoze
His-Bind Resins (Novagen)

- zmieszanie supernatantu
ze ztozem wypehiajacym kolumne

na kolumnie zatadowane NiSO, (ok. 10 mL ztoza / 50 mL supernatantu)
niklowej i przemyte roztworem 1 - inkubacja 30 min.
metoda - odrzucenie eluatu zawierajacego
grawitacyjna roztwor 2: frakcje biatek niezwigzanych do ztoza
50 mM TrispH 7.5 - przemywanie roztworem 1 (ok. 20 mL)
500 mM NaCl - wymywanie biatka roztworem 2 (ok. 20 mL)
5 mM B-merkaptoetanol zawierajacym stopniowo zwigkszajace sie
5% glicerol stezenie imidazolu
1.6 mM CHAPS - potgczenie frakcji zawierajacych NodA-mel
0.1 -1 M imidazol
caty etap prowadzony w
temperaturze 4°C
usunigcie TEV™ (0.15mg / - zmieszanie eluatu z proteaza TEV™®
znacznika 1 mg biatka NodA-mel) - dializa do roztworu 1

histydynowego

(16 godz., 4°C, delikatne mieszanie)

chromatografia
powinowactwa
na kolumnie
niklowej
metoda
grawitacyjna

zloze

His-Bind Resins (Novagen)
zaladowane NiSO,

i przemyte roztworem 1

caly etap prowadzony w
temperaturze 4°C

- zmieszanie przedializowanych biatek ze ztozem
kolumny (ok. 10 mL ztoza / 20 mL roztworu)
- inkubacja 30 min.
- zebranie eluatu zawierajacego biatko NodA-mel
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wir6wkowych Amicon (Millipore)
- odrzucenie bialek, ktore pozostaty na ztozu
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Najczesciej oczyszczanie prowadzitam stosujac protokdt zawierajacy cztery
etapy: lizy, chromatografii powinowactwa, usuwania znacznika histydynowego i
ponownej chromatografii powinowactwa (Tabela 5.11 i Rysunek 5.8). Protokoét ten
pozwalat szybko, w przeciggu dwoch dni, uzyskac preparat gotowy do krystalizacji, co
miato szczegdlne znaczenie w przypadku tatwo stracajacego si¢ biatka NodA-mel.
Probowatam jeszcze bardziej przyspieszy¢ procedure, poprzez skrocenie czasu trwania
szesnastogodzinnego etapu usuwania znacznika histydynowego. Zamiast dializy,
niezb¢dnej do usunigcia imidazolu przed ponowng chromatografia powinowactwa,
zastosowatam kolumne odsalajaca NAP-10 (GE-Healthcare), natomiast proces cigcia
proteaza TEVHS przyspieszytam podwyzszajac temperature reakcji do 30°C. Jednak
drastyczna zmiana warunkow podczas odsalania oraz wysoka temperatura cigcia
spowodowaty jeszcze szybsze wytracanie si¢ biatka NodA-mel. Procedure
modyfikowalam rowniez poprzez dodanie etapow strgcania siarczanem amonu,
chromatografii jonowymiennej, czy chromatografii zelowej, jednak metody te nie
dawaty dobrych rezultatow, a jedynie niepotrzebnie wydtuzaty procedurg. Wazng zaleta
czteroetapowego protokotu bylo to, ze zatezanie biatka, podczas ktérego nastgpowaty
najwieksze straty, wykonywatam tylko raz.

Rysunek 5.8. Wynik przykladowej procedury oczyszczania biatka NodA-mel. Sciezki na zelu SDS-
PAGE: 1-7- etap chromatografii powinowactwa: M- marker masy; 1- frakcja biatek nie zwigzanych do
zloza, 2-7-wymywanie biatka ze zloza niklowego zwigkszajacym si¢ stezeniem imidazolu; 8-9- etap
odcinania znacznika histydynowego: 8- proteaza TEV™: O- biatka zawarte w preparacie po etapie
odcinania znacznika; 10-12- etap drugiej chromatografii powinowactwa: 10- eluat biatek NodA-wm9
pozbawionych znacznika ktore nie zwigzaty si¢ do zloza, 11- przemywanie zloza, 12- biatka ktore
pozostaly zwigzane do ztoza, 13- zatezony preparat NodA-mel, 14- rozcienczony preparat NodA-mel. Za

pomoca spektrometrii mass zidentyfikowano biatko zawarte w prazku S$ciezki 14 jako NodA z
Sinorhizobium meliloti.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

W trakcie izolacji i oczyszczania biatka NodA-mel testowalam rézne odczynniki,
majac nadziej¢ na znalezienie takiego, ktdry zapobiegnie stracaniu si¢ preparatu.
Stosowatam rozne bufory (Tris pH 9.0 i pH 7.5 oraz fosforanowy pH 6.0), sole i ich
stezenia (NaCl i KCI: 0 - 500 mM) oraz wiele rozmaitych dodatkéw do roztworow (5
mM B-merkaptoetanol, 5 - 10% glicerol, 0.005 - 0.5% TritonX100, 0.01 - 0.1%
Tween20, 1.6 - 15 mM CHAPS, 23 - 40 mM oktyloglukoza, 200 mM NDSB201, 200
mM TMAO, 10 mM MgSOQO,) (Bondos i Bicknell, 2003; Prive, 2007).

Krystalizacja bialka

Najlepszy wynik oczyszczania jaki uzyskatam to ok. 2 mg biatka z 1 L hodowli,
przy czym maksymalne stezenie preparatu wynositlo ok. 4 mg/mL, niezaleznie od
sktadu roztworu, w ktorym preparat otrzymatam. Biatko NodA-mel poddawatam
krystalizacji korzystajac z komercyjnych zestawoéw do krystalizacji firm Hampton i
MDL. Nastawialam krople wiszace (rgcznie) w trzech w proporcjach preparatu do
rezerwuaru (1:3, 2:2, 3:1) i pozostawiatam w temperaturze 19°C lub 4°C. Niestety, za
kazdym razem, juz nastgpnego dnia po nastawianiu Krystalizacji wszystkie krople

zawieraty stragcone biatko.

5.2.4.3. NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 z bialkiem fuzyjnym MBP (wersja 1.)

Biatko NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 ulegajace ekspresji z wektora pMAL-
wm9-NodA mialo znacznie wicksza mas¢ od swojej natywnej wersji z uwagi na
obecno$¢ biatka fuzyjnego MBP (65.9 kDa). Istniata mozliwo$¢ oddzielenia biatek
NodA (23.4 kDa) i MBP (42.5 kDa) poprzez cigcie proteaza - czynnikiem Xa. Miejsce
cigcia bylo tak zaprojektowane, zeby nie pozostawia¢ zadnych dodatkowych reszt na

biatku nodulacji, a dwudziestoaminokwasowy tacznik pozostawat przy MBP.

Produkcja bialka

Ta wersja biatka NodA (oznaczona skrotem NOdA-20-MBP) réowniez ulegata
ekspresji zarowno w formie rozpuszczalnej, jak i nierozpuszczalnej. Pilotazowe testy
ekspresji pozwolity okres§li¢ warunki, w ktorych pula nadprodukowanych roz-

puszczalnych biatek byta najwieksza (do 20%). Rozpuszczalne biatko przeznaczone do
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

oczyszczania byto produkowane zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tabeli 5.12.

Tabela 5.12. Protokot produkcji rekombinowanego biatka NodA-20-MBP.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pMAL-wm9-NodA | - delikatne zmieszanie rozmrozonych
komorek z wektorem (ok. 5 ng)
komorki BL21 Star - inkubacja na lodzie, 30 min.
(INVITROGEN) - inkubacja 42°C, 30 sek.
- inkubacja na lodzie, 5 min.
pozywka ptynna SOC - zmieszanie komoérek z SOC (250 pL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na ptytke z pozywka stata LB
pozywece stalej z ampicyling (0.1 mg/mL) | - inkubacja 37°C, 16 godz.
hodowla na pozywka ptynna TB - przeniesienie komorek z ptytki
pozywce ptynnej | z glukoza (0.2% wiv) do pozywki ptynnej TB (250 mL)

z ampicyling (0.1 mg/mL) | - inkubacja 37°C, 2 godz., 250 rpm
- rozcienczenie hodowli §wieza pozywka TB (do 2 L)
- inkubacja 37°C, 250 rpm, do ODgg,=0.8 (ok 3 godz.)

indukcja biatek - inkubacja 42°C, 250 rpm, 0.5 godz.
opiekunczych - obnizenie temperatury do 18°C
ekspresja IPTG - dodanie IPTG

(do stezenia 0.1 mM) - inkubacja 18°C, 16 godz., 250 rpm
zabezpieczenie - wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
komoérek - zamrozenie komorek w -80°C

Oczyszczanie biatka

Najlepszy protokot oczyszczania rozpuszczalnego biatka nadprodukowanego z
wektora pMAL-wm9-NodA jaki udato mi si¢ opracowac, sktada si¢ z czterech etapow:
lizy, wysalania i odsalania, chromatografii powinowactwa na ztozu wigzagcym MBP
oraz chromatografii zelowej (Tabela 5.13). Optymalny roztwor w ktorym uzyskiwatam
biatko zawiera Tris (20 mM, pH 7.5), NaCl (500 mM) oraz glicerol (5 - 10%). Preparat
stanowig dwa potaczone dwudziestoaminokwasowym tacznikiem biatka NodA i MBP
(biatko NodA-20-MBP) w ilosci ok. 8 mg z 1 L hodowli.

W trakcie oczyszczania nastepujg znaczne straty nadprodukowanego biatka,
ktérych nie udato mi si¢ uniknaé. W szczegdlnosci wystepuja one w trakcie zatezania
oraz na ostatnim etapie prac, chromatografii zelowej. Na chromatogramie FPLC
(Rysunek 5.9) wida¢, jak skutecznie etap ten umozliwia oddzielenie czystego preparatu
NodA-20-MBP (drugi pik) od prawdopodobnie wadliwie pofaldowanych lub

zdenaturowanych 1 zagregowanych form biatka NodA, ktdére pozostawaty w roztworze
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zapewne tylko dzigki zwigzaniu do partnera MBP (pierwszy pik pojawiajacy si¢ zaraz

po wyptywie objetosci zerowej z kolumny, ktéra wynosi 40 mL).

Tabela 5.13. Protokoét oczyszczania rekombinowanego biatka NodA-20-MBP.

etap stosowane materiaty procedura
liza roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komorkowego
20 mM Tris pH 7.5 w roztworze 1 (ok. 40 mL /4 g osadu)
500 mM NaCl - dodanie PMSF i lizozymu
10% glicerol - sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
10 mM EDTA - 1 godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
PMSF (do stezenia 1 mM) - wirowanie: 20000 rpm, 4°C, 30 min.
lizozym (do stgzenia 1 mg/mL) - odrzucenie osadu
wysalanie i (NH,4),SO,4 w postaci - umieszczenie supernatantu w naczyniu
odsalanie rozdrobnionych krysztatkow, pozwalajacym na ciagle delikatne mieszanie

56 g na 100 mL supernatantu

caty etap prowadzony w
temperaturze 4°C

roztwor 2.
20mM TrispH 7.5
500 mM NaCl
10% glicerol

- dosypywanie do supernatantu
kolejnych matych porcji siarczanu amonu az
do osiagnigcia 100% nasycenia (ok. 4 godz.)

- wirowanie: 17000 rpm, 4°C, 30 min.

- odrzucenie supernatantu

- rozpuszczanie osadu w roztworze 2 (ok 10 mL)

- kilkukrotna dializa do roztworu 2 prowadzona
w matych objetosciach pozwalajacych na
powolne obnizanie stezenia Siarczanu amonu
w preparacie biatkowym

chromatografia
powinowactwa
na kolumnie
amylozowej
metoda
grawitacyjna

zloze: Amylose Resin (NEB)

roztwor 3:
roztwor 2 + 100 mM maltoza

caty etap prowadzony w
temperaturze 4°C

- zmieszanie supernatantu
ze ztozem wypetniajacym kolumne
(ok. 10 mL ztoza / 40 mL supernatantu)
- inkubacja 15 - 30 min.
- odrzucenie eluatu zawierajacego
frakcje biatek niezwigzanych do ztoza
- przemywanie roztworem 2 (8 - 12 x 30 mL)
- wymywanie biatka NodA-20-MBP
roztworem 3 (ok. 20 mL)
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wir6wkowych Amicon (Millipore)

chromatografia
zelowa

przy uzyciu
FPLC

kolumna GE HiLoad 16/60
Superdex 200
(GE-Healthcare)

- nalozenie preparatu na kolumne
- rozdzial przy uzyciu roztworu 2
- potaczenie frakcji zawierajacych natywne biatko
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wird6wkowych Amicon (Millipore)

Optymalizacja opracowanego protokotu dotyczyla zaréwno zawartych w nim

etapow jak 1 skladnikéw uzywanych roztworéow. Przede wszystkim probowatam

oddzieli¢ NodA od MBP za pomoca proteazy - czynnika Xa (Novagen) i zgodnie z

protokolem dostarczconym wraz z enzymem. Skutkowalo to jednak catkowitym

stracaniem si¢ NodA, podczas gdy biatko MBP pozostawato w roztworze. Modyfikacja

polegajaca na dodaniu etapu chromatografii jonowymiennej powodowata znaczne

obnizenie wydajnosci. Z kolei pominigcie czasochtonnego etapu wysalania i odsalania
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skutkowalo pogorszeniem jakosci preparatu NodA-20-MBP, ktéry w caloSci

przechodzit do frakcji agregatow (pierwszy pik chromatografii zelowej).

Rysunek 5.9. Przyktadowy wynik oczyszczania biatka NodA-20-MBP. Sciezki na zelach SDS-PAGE:
A-G- etap chromatografii powinowactwa: A- frakcja biatek nie zwigzanych do ztoza; B, C- przemywanie
zloza; D, E, F, G- eluat; H- marker masy; 5, 10, 26, 43- etap chromatografii zelowej, kolejne $ciezki to
bialka z frakcji FPLC oznaczone tymi samymi numerami, co na chromatogramie. Za pomoca
spektrometrii mass zidentyfikowano biatka zawarte w konkretnych prazkach wycigtych z zelu SDS-
PAGE. Sciezka/Frakcja 5 zawiera NodA-20-MBP (prazek ok. 66 kDa) i biatko MBP z E. coli (prazek ok.
42 kDa), Sciezka/Frakcja 10 zawiera dodatkowo biatko GroEL hsp60 z E. coli (prazek ok. 60 kDa).
Sciezka/Frakcja 26 zawiera jedynie NodA-20-MBP (prazek ok. 66 kDa). Sciezka/Frakcja 43 zawiera
jedynie biatko MBP z E. coli (staby prazek ok. 42 kDa).
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Probujac zwigkszy¢ ilo$é otrzymywanego czystego preparatu NodA-20-MBP (tj.
zwickszy¢ wyptyw bialek w drugim piku chromatografii zelowej) przetestowatam
réwniez wpltyw skladu uzywanych roztworéw. Zmiany wprowadzatam na etapie
odsalania, jednak ich efekt widoczny byt dopiero na chromatogramach FPLC. Zaréwno
zwigkszenie (do 1 M) jak i zmniejszenie (do 0.1 M) stezenia NaCl, jak i catkowite
usuniecie z roztworu glicerolu, skutkowaly jednak wytacznie agregacja biatek (zanik

drugiego piku).

Pomiary DLS oraz Kkrystalizacja biatka

Uzyskiwany przeze mnie czysty preparat NodA-20-MBP pochodzacy z drugiego

piku chromatografii zelowej, w roztworze zawierajacym 20 mM Tris pH 7.5, 500 mM
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NaCl i 5% glicerol, zatgzalam do stgzenia 6 mg/mL (maksymalne st¢zenie nie
powodujace stragcania). Nastgpnie poddawalam preparat krystalizacji oraz testom
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) na analizatorze Zetasizer Nano (Malvern
Instruments Ltd.) (Rysunek 5.10).

Analizator Zetasizer wykazal, ze preparat w zasadzie nie zawiera agregatow,
poniewaz czasteczki o znacznych wielkosciach (pik nr 2 na Rysunku 5.10) stanowia
zaledwie 0.1% masy probki. Jednoczes$nie znaczna polidyspersja (%Pd 31.6) frakcji
stanowigcego 99.9% masy probki (pik nr 1 na Rysunku 5.10) $wiadczy o
niejednorodnosci tego preparatu. W przypadku biatka NodA-20-MBP potencjalne
przyczyny takiego stanu moga by¢ rozne, np. elastyczna konstrukcja pozwalajaca na
réznorodne konformacje NodA i MBP, czy nieokreslona struktura czwartorzedowa i
mozliwos¢ jednoczesnego wystepowania di- tri- czy tetra-meréw. Z tych samych
powoddéw rowniez wyznaczony promien hydrodynamiczny i wyliczona z niego masa
biatka moga by¢ obarczone sporym biedem.

Rysunek 5.10. Przyktadowy wynik pomiaru DLS preparatu NodA-20-MBP zawierajacego biatka

pochodzace z drugiego piku chromatografii zelowej w roztworze sktadajacym si¢ z: 20 mM Tris pH 7.5,
500 mM NaCl, 5% glicerol.
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*The molecular weight reported here iz only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.
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Biatko NodA-20-MBP poddawatam krystalizacji korzystajac z komercyjnych
zestawow do krystalizacji firm Hampton i MDL, jak réwniez z samodzielnie
przygotowanego zestawu (tzw. MBP-screen-24), ktory zaprojektowalam opierajgc si¢
na wyszukanych w literaturze informacjach dotyczacych warunkow krystalizacji biatka
MBP (Tabela 5.14). Poczatkowo nastawiatam r¢cznie krople wiszace, a po6zniej rowniez
siedzace, korzystajac z robota krystalizacyjnego Gryphon (Art Robbins Instruments), w
rozmaitych proporcjach preparatu do rezerwuaru. Niestety w doswiadczeniach tych nie

uzyskatam zadnych krysztalow biatka.

Tabela 5.14. Zestaw MBP-screeen-24 do krystalizacji biatka MBP metoda kropli wiszacej zawierajacy 24

roztwory.

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 5.0 pH 4.0 pH 5.0 pH 4.0

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu | 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 5.3 pH 4.5 pH 5.5 pH 4.3

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 5.6 pH 5.0 pH 6.0 pH 4.6

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu | 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 6.0 pH 5.5 pH 6.5 pH 5.0

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 6.3 pH 6.0 pH 7.0 pH 5.3

16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400 16% PEG400

200 mM MES 200 mM cytrynian sodu | 200 mM kakodylan sodu 200 mM octan sodu
pH 6.6 pH 6.5 pH 7.5 pH 5.6

5.2.4.4. NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 z biatkiem fuzyjnym MBP (wersja 2.)
Gdy korzystatam z wektora pMB-wm9-NodA, biatko NodA z Bradyrhizobium sp.
WMO ulegato ekspresji w fuzji z biatkiem MBP (63.4 kDa). Tym razem jednak oba
biatka potaczone bylty krotkim pigcioaminokwasowym tacznikiem, zmniejszajacym
elastycznos$¢ tandemu biatek oraz nie posiadajgcym miejsca cigcia proteaza.

Produkcja bialka

Ekspresja NodA sztywno zwigzanego z MBP (biatko oznaczone skrotem NOdA-5-

MBP) pozwolita uzyska¢ rozpuszczalne biatka, stanowigce ok. 20% catej nadprodukciji.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Rozpuszczalne biatka przeznaczone do oczyszczania byly produkowane zgodnie z

protokotem zamieszczonym w Tabeli 5.15.

Tabela 5.15. Protokot produkcji rekombinowanego biatka NodA-5-MBP.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pMB-wm9-NodA - delikatne zmieszanie komorek z wektorem (ok. 5 ng)
- inkubacja na lodzie, 30 min.
komorki BL21 magic - inkubacja 42°C, 30 sek.
(MCSG) - inkubacja na lodzie, 5min
- zmieszanie komoérek z SOC (250 ulL)
pozywka ptynna SOC - inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na ptytke z pozywka stata LB

pozywce statej

z ampicyling (0.1 mg/mL)
z kanamycyna (25 pg/mL)

- inkubacja 37°C, 16 godz.

hodowla na
pozywce ptynnej

pozywka ptynna TB

z glukozg (0.2% wiv)

z ampicyling (0.1 mg/mL)
z kanamycyna (25 pg/mL)

- przeniesienie komorek z ptytki
do pozywki ptynnej TB (250 mL)
- inkubacja 37°C, 2 godz., 250 rpm
- rozcienczenie hodowli §wiezg pozywka TB (do 2 L)
- inkubacja 37°C, 250 rpm, do ODgy=0.8 (ok 3 godz.)

indukcja biatek - inkubacja 42°C, 250 rpm, 0.5 godz.
opiekunczych - obnizenie temperatury do 18°C
ekspresja IPTG - dodanie IPTG

(do stezenia 0.3 mM)

- inkubacja 18°C, 16 godz., 250 rpm

zabezpieczenie
komoérek

- wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
- zamrozenie komorek w -80°C

Oczyszczanie biatka

Rozpoczynajac prace z NodA-5-MBP korzystatam z protokotu przygotowanego
dla NodA-20-MBP i uzyskatam podobny wynik, czyli dwa piki na chromatogramie
FPLC zawierajagce NodA. Protokot ten zmodyfikowatam (Tabela 5.16), cho¢ podobnie
jak w przypadku NodA-20-MBP, nie udato mi si¢ zapobiec stratom biatka nastepujacym
podczas oczyszczania. Przede wszystkim usungtam z protokotu pracochtonny i
czasochlonny etap wysalania i odsalania, ktory, jak si¢ okazato, w przypadku biatka
NodA-5-MBP nie byt niezbgdny. Do procedury wprowadzitam natomiast dodatkowy
etap: zmiang skladu roztworu biatka, bezposrednio po ktorym nastgpowata chromato-
grafia zelowa przy uzyciu FPLC. Chromatogram FPLC pozwalal mi weryfikowac
jakos¢ biatka NodA-5-MBP w kazdym nowym roztworze, ujawniajac iloSciowe
proporcje rozdzielonych biatek: w natywnej konformacji (drugi pik) i zagregowanych

(pierwszy pik) (Rysunek 5.11). Przetestowatam w ten sposob kilka odczynnikow (Tabe-
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Tabela 5.16. Protokot oczyszczania rekombinowanego biatka NodA-5-MBP.

etap stosowane materiaty procedura
liza roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komorkowego
20 mM Tris pH 7.5 w roztworze 1 (ok. 40 mL /4 g osadu)
500 mM NaCl - dodanie PMSF i lizozymu

10% glicerol

PMSF (do stgzenia 1 mM)
lizozym (do stezenia 1 mg/mL)

- 0.5 - 1 godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
- 0.5 - 1 godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
- wirowanie: 20000 rpm, 4°C, 30 min.

- odrzucenie osadu

chromatografia
powinowactwa
na kolumnie
amylozowej
metoda
grawitacyjng

ztoze: Amylose Resins (NEB)

roztwor 2:
roztwor 1 + 100 mM maltoza

caty etap prowadzony
w temperaturze 4°C

- zmieszanie supernatantu ze ztozem
(ok. 10 mL ztoza / 40 mL supernatantu)
- inkubacja 15 - 30 min.
- odrzucenie eluatu zawierajacego frakcje
bialek niezwigzanych do ztoza
- przemywanie roztworem 1 (8 - 12 x 30 mL)
- wymywanie biatka roztworem 2 (ok. 20 mL)

Zmiana sktadu
roztworu bialka

roztwor 3:
(szczegoty w Tabeli 5.17)

- dializa do roztworu 3
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wird6wkowych Amicon (Millipore)

chromatografia
zelowa

przy uzyciu
FPLC

kolumna GE HilLoad 16/60
Superdex 200
(GE-Healthcare)

- nalozenie preparatu na kolumng
- rozdzial przy uzyciu roztworu 3
- polaczenie frakcji zawierajacych natywne biatko
- zatezenie preparatu przy uzyciu
filtrow wir6wkowych Amicon (Millipore)

Rysunek 5.11. Przyktadowy wynik chromatografii zelowej dla biatka NodA-5-MBP przedstawiony na
chromatogramie FPLC i zelu SDS-PAGE. Sciezki na zelu SDS-PAGE: M- marker masy; a- natozona
wigksza ilo$¢ probki, b- natozona mniejsza ilo$¢ probki; 4, 12, 26, 43- biatka z frakcji FPLC oznaczone
tymi samymi numerami, co na chromatogramie. Za pomoca spektrometrii mass zidentyfikowano biatka
zawarte w konkretnych prazkach wycietych z zelu SDS-PAGE. Sciezka/Frakcja 4 zawiera NodA-5-MBP
(prazek ok. 66 kDa) i inne biatka z E. coli, Sciezka/Frakcja 12 zawiera NodA-5-MBP (gorny prazek) i
biatko GroEL hsp60 z E. coli (dolny prazek). Sciezka/Frakcja 26 zawiera jedynie NodA-5-MBP (prazek
ok. 66 kDa). Sciezka/Frakcja 43 zawiera jedynie biatko MBP z E. coli (prazek ok. 42 kDa).

hianual run 5:10_UWA_280nm — - Manual mun 5:10_Fractions
i 44 1212 2626 4343 M kDa
oo ab a b ab a b 05
72
i . - ™ - il 55
oo ‘ 43
1200 34
1600
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

la 5.17), ktore jednak nie wptynety na poprawe stabilnosci biatka NodA-5-MBP. Nowy

protokot pozwalal mi do$¢ szybko i ze stala wydajnoscia oczyszczaé biatko

(pochodzace wytacznie z drugiego piku chromatografii zelowej) w réznych roztworach

(Tabela 5.17) i w ten sposob przygotowywac rdzne preparaty NodA-5-MBP.

Tabela 5.17. Rozne wersje roztworu 3, uzywanego podczas oczyszczania FPLC oraz obecnego w

kolejnych krystalizowanych preparatach biatka NodA-5-MBP.

20 mM TrispH 7.5
500 mM NaCl
5% glicerol

20 mM TrispH 7.5
500 mM NaCl

20 MM TrispH 7.5
500 mM NaCl
10 mM B-merkaptoetanol

20 mM TrispH 7.5
500 mM NacCl
5 mM maltoza

Pomiary DLS oraz krystalizacja bialka

Uzyskiwane przeze mnie preparaty NodA-5-MBP zatezone do ok. 7 mg/mL

poddawatam krystalizacji oraz testom DLS (Rysunek 5.12).

Rysunek 5.12. Przyktadowy wynik pomiaru DLS preparatu NodA-5-MBP w roztworze zawierajacym

jedynie 20 mM Tris pH 7.5 i 500 mM NacCl.

2011_07_28 NodAaaaaaMBP_GF_frakcja_26x10 1

Record Number: 4
Temperature (°C):
Derived Count Rate (kcps): 162.2

Intercept: 0.624

File Name: NodAaaaaaMBP.dts
Meas Date & Time: 28 July 2011 15:27:09
Solvent: buffer_bejger_Tris20_NaCl500

Measurement quality:

Hydrodynamic Radius

I-Average (+ SD) (r.nm): 1093 £ 10.28

Polydispersity Index: 0.584

Estimated MVV (+ SD) (KDa): 907 +852.8
Y%Polydispersity: 94.0

Sample Polydispersity: Polydisperse

Distribution Results

Est. MW (KDa) Peak
Mode = SD (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 5.359 £ 0.9808 7.7 1710+ 432 438 99.9 Maonodisperse
Peak 2: 78.15 £ 18.81 235 9.04e+d4+ 1.70e+4 56.2 01 Palydisperse
Peak 3: 0.000 £ 0.000 0 0.0+ 0.0 0.0 0.0

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 10

Size (r.nm})

1000 100000

Yolume (Percent)

Size Distribution by Mass

0.1 10

Size (r.nm})

1000 100000

Record 4: 2011_07_28_NodAaaaaaMBP_GF_frakcja_26x10 1

Record 4: 2011_07_28_MNodAaaaaaMBP_GF_frakcja_26x10 1

*The molecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Tabela 5.18. Zestaw MBP-screeen-96 do krystalizacji biatka MBP metoda kropli siedzacej przy uzyciu
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Analizator Zetasizer Nano wykazatl, ze wszystkie badane probki biatka NodA-5-
MBP, niezaleznie od sktadu roztworow (Tabela 5.17) byty bardzo podobne. Preparaty te
w catosci (w 99.9% masy) stanowily homogenne roztwory (%Pd 17.7), nie zawierajace
agregatow. Obnizenie polidyspersji biatka NodA-5-MBP w poréwnaniu do NodA-20-
MBP mogto by¢ spowodowane usztywnieniem konstrukcji biatko-tacznik-biatko.
Uzyskiwane promienie hydrodynamiczne byty nieznacznie rozbiezne (5.2 - 6.2 nm) co
bylo gtownie efektem biedu pomiarowego wynikajacego z roznych lepkosci preparatow.
Oszacowana masa bialka sugeruje ze Noda-5-MBP jest trimerem, nie jest to jednak
pewne, poniewaz zostata ona wyliczona z promienia dla obiektu idealnie sferycznego
co, szczegoblnie dla biatek fuzyjnych, jest dalekie do prawdy.

Kazdy z preparatow NodA-5-MBP poddawatam krystalizacji przesiewowej
uzywajac robota Krystalizacyjnego oraz korzystajac z komercyjnych zestawow do
krystalizacji firm Hampton i1 MDL, jak rowniez z wlasnego (zawierajacego 96
roztworow) zestawu do krystalizacji MBP, tzw. MBP-screen-96 (Tabela 5.18). Niestety i

tym razem nie udalo mi si¢ uzyska¢ monokrysztatow biatka.

5.2.4.5. NodB z Bradyrhizobium sp. WM9 z biatkiem fuzyjnym MBP

Z wektora pMB-wm9-NodB biatko NodB z Bradyrhizobium sp. WM9 ulegato
ekspresji w fuzji z biatkiem MBP (63.5 kDa). Oba biatka ztagczone byty pigcioamino-
kwasowym lacznikiem uniemozliwiajacym ich oddzielenie (brak miejsca cigcia) oraz
usztywniajgcym konstrukcje fuzji. Sekwencja biatka NodB z Bradyrhizobium sp. WM9

zawiera 7 reszt cysteiny, wigc podczas oczyszczania stosowatam czynniki redukujace.

Produkcja bialka

Ekspresja na duzg skale NodB sztywno zwigzanego z MBP (biatko oznaczone
skrotem No0dB-5-MBP) pozwolita uzyska¢ mala pulg rozpuszczalnych bialek,
stanowigcych maksymalnie 10% calej nadprodukcji. Rozpuszczalne biatko
przeznaczone do oczyszczania byto produkowane zgodnie z protokotem identycznym
jak protokot produkcji biatka NodA-5-MBP (Tabela 5.15).
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Oczyszczanie biatka

Biatko NodB-5-MBP bylo przeze mnie oczyszczane wedlug protokotu
wzorowanego na NodA-5-MBP (Tabela 5.19). Tak jak poprzednio, etap chromatografii

zelowej wykorzystywatam do weryfikacji kolejno wprowadzanych zmian w skladzie

roztworu 3, majacych na celu poprawe wydajnosci procedury.

Tabela 5.19. Protokot oczyszczania rekombinowanego biatka NodB-5-MBP.

etap stosowane materiaty procedura
liza roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komorkowego
20mM TrispH 7.5 w roztworze 1 (ok. 40 mL / 4 g osadu)
200 mM NaCl - dodanie PMSF i lizozymu

10% glicerol
10 mM B-merkaptoetanol

PMSF (do stezenia 1 mM)
lizozym (do stezenia 1 mg/mL)

- 0.5 - 1 godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
- 0.5 - 1 godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (6 - 10 x 10 - 15 sek., moc 80%)
- wirowanie: 20000 rpm, 4°C, 30 min.

- odrzucenie osadu

chromatografia
powinowactwa
na kolumnie
amylozowej
metoda
grawitacyjng

ztoze: Amylose Resins (NEB)

roztwor 2:
roztwor 1 + 100 mM maltoza

caty etap prowadzony
w temperaturze 4°C

- Zmieszanie supernatantu ze ztozem
(ok. 10 mL ztoza / 40 mL supernatantu)
- inkubacja 15 - 30 min.
- odrzucenie eluatu zawierajacego
frakcje biatek niezwigzanych do ztoza
- przemywanie roztworem 1 (8 - 12 x 30 mL)
- wymywanie biatka roztworem 2 (ok. 20 mL)

zmiana sktadu
roztworu bialka

roztwor 3:
(sktadniki wymienitam w tekscie)

- dializa do roztworu 3
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wird6wkowych Amicon (Millipore)

chromatografia
zelowa

przy uzyciu
FPLC

kolumna GE HiLoad 16/60
Superdex 200
(GE-Healthcare)

- nalozenie preparatu na kolumne
- rozdzial przy uzyciu roztworu 3
- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtroéw wird6wkowych Amicon (Millipore)

Chromatografie zelowa prowadzitam migdzy innymi w trzech stezeniach NaCl
(100 mM, 200 mM, 500 mM), w obecnosci -merkaptoetanolu (10 mM), TCEP (3
mM), maltozy (10 mM) i glicerolu (10%). Biatko silnie agregowato w 500 mM NaCl
(wyptyw tylko w piku pierwszym), a podczas dializy, ktéra catkowicie usunela sol,
stracito si¢ zupetnie uniemozliwiajgc wykonanie chromatografii. Pozostate st¢zenia i
odczynniki nie mialy wigkszego wpltywu na rozdziat FPLC, a chromatogramy za
kazdym razem zawieraty kilka zachodzacych na siebie pikow zawierajacych to samo
biatko, NodB-5-MBP (Rysunek 5.13). Proby wydzielenia biatek pochodzacych z
jednego piku, zatezenie ich i ponowna chromatografia zelowa dawaly praktycznie

identyczne chromatogramy, z kilkoma pikami zawierajagcymi NodB-5-MBP.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Rysunek 5.13. Przyktadowy wynik chromatografii zelowej dla biatka NodB-5-MBP na chromatogramie
FPLC i zelu SDS-PAGE. Sciezki na zelu: M- marker masy, a- natozona wicksza ilos¢ probki, b- natozona
mniejsza ilo$¢ probki; 5, 13, 20, 28, 43- bialka z frakcji FPLC oznaczone tymi samymi numerami, co na
chromatogramie. NodB-5-MBP (prazek ok. 64 kDa) wystepuje we wszystkich frakcjach od 1 do 33.
Sciezka/Frakcja 13 zawiera takze biatko GroEL hsp60 z E. coli (dolny prazek). Sciezka/Frakcja 43
zawiera jedynie biatko MBP z E. coli (prazek ok. 42 kDa). Obszar zaznaczony na szaro okresla frakcje
uzywane do dalszych prac (ponowna chromatografia zelowa, DLS, krystalizacja).

Manual run 6:10_UV1_280nm —— = Manual run 6:10_Fractions

AU

[ze00

55 1313 2020 2828 4343
kDa M . ab ab ab ab ab

2} .-i-" o~
. ~

34

{2200

{2000

11800

1600

o b : 12 i3 i4 iS i 6 i? iZ iD JlUil1i]ZilEi]AilJilﬁi17i18i19iZU‘F1 EZZiZK‘FdiDIFEiHiZS‘{.ZDiwiSIi}z‘P] %34‘[35 ‘PG]B? ‘[32%39"&0%11 }«jSﬁ iaaiasiauim i48}419 iﬁﬂijl P2|53P4P5P6}57|52P9l

Pomiary DLS oraz krystalizacja bialka

Biatko NodB-5-MBP pochodzace z tych frakcji chromatografii zelowej, ktore nie
zawieraty innych biatek (pomig¢dzy 70 1 75 mL objetosci wyplywajacej z kolumny)
moglam zatgza¢ nawet do 15 mg/mL. Jednak pomiary DLS takich preparatow
ukazywaly ogromny rozrzut wielkosci czasteczek zawartych w badanych prébkach
(Rysunek 5.14). Preparaty NodB-5-MBP najczesciej nie zawieraly agregatow,
cechowata je natomiast znaczna polidyspersja dochodzaca nawet do 66%, natomiast
warto$¢ promienia hydrodynamicznego wahata si¢ w przedziale 3.7 - 11.8 nm, co
odpowiadato zakresowi masy 70 - 1000 kDa. Oczywiscie rozne wyniki otrzymywatam
dla roznych probek (o réznym sktadzie odczynnikdw, stezeniach, temperaturze, czasie
przechowywania), jednak pomiary te nie byly powtarzalne i nie moglam zauwazy¢
zadnej konkretnej 1 uzytecznej zaleznosci.

Preparaty NodB-5-MBP poddawatam krystalizacji przesiewowej postugujac si¢
robotem krystalizacyjnym. Uzywatam komercyjnych zestawoéw do krystalizacji firm
Hampton i MDL oraz zestawu MBP-screen-96 (Tabela 5.18). Niestety i tym razem nie

udato mi si¢ uzyskac krysztaldéw badanego biatka.
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

Rysunek 5.14. Przyktadowy wynik pomiaru DLS preparatu NodB-5-MBP.

nodBS5Dfiltr02 1

Record Number: 28 File Name: B5_monomer.dis
Temperature (°C): Meas Date & Time: 23 Movember 2011 10:56:39
Derived Count Rate (kcps): 310.2 Solvent: buffer_bejger_Tris20_NaCl200
Intercept: 0.941 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius Estimated MW (+ SD) (KDa): 489  +209.1

Z-Average (= SD) (r.nm): 8.396 + 3.591 %Polydispersity: 42.3
Polydispersity Index: 0.183 Sample Polydispersity: Polydisperse
Distribution Results Est. MV (KDa) Peak
Mode + 5D (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 8506 + 3943 41.0 6042+ 2759 100.0 100.0 Polydisperse
Peak 2: 0.000 + 0.000 0 0.0£00 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 + 0.000 0 0.0+ 00 0.0 0.0
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Record 28: nodBSDfitr02 1

Record 28: nodBSDfitr02 1

*The molecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.

5.2.4.6. Noel z Bradyrhizobium japonicum z bialkiem fuzyjnym MBP

Z wektora pMB-jap-Noel biatko Noel z Bradyrhizobium japonicum USDA110
ulegato ekspresji w fuzji z biatkiem MBP (64.4 kDa). Oba biatka ztaczone byty pigcio-
aminokwasowym tgcznikiem uniemozliwiajacym ich rozdzielenie (brak miejsca cigcia)
oraz usztywniajagcym konstrukcje fuzji. Sekwencja biatka Noel z B. japonicum zawiera

4 reszty Cys, w zwiazku z czym podczas oczyszczania stosowalam czynniki redukujace.

Produkcja bialka

Ekspresja na duza skale Noel sztywno zwigzanego z MBP (biatko Noel-5-MBP)
pozwolila uzyska¢ matg pule rozpuszczalnych biatek, stanowigcych maksymalnie 10%
catej nadprodukcji. Rozpuszczalne biatko przeznaczone do oczyszczania bylo
produkowane zgodnie z protokotem identycznym jak protokot produkeji biatka NodA-
5-MBP (Tabela 5.15).
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Oczyszczanie biatka

Biatko Noel-5-MBP oczyszczatam podobnie jak dwa pozostate biatka nodulacj o
tej samej konstrukcji. Korzystatam z tego samego protokotu co podczas prac z NodB-5-
MBP (Tabela 5.19) i tak samo poszukiwatam optymalnego sktadu roztworu nr 3.
Podobnie jak poprzednio przetestowatam wptyw réznych stezen NaCl (200 mM i 500
mM), obecnosci B-merkaptoetanolu (10 mM) i glicerolu (10%). Za kazdym razem
jednak otrzymywatam ten sam wynik (Rysunek 5.15). Na koncu procedury, znaczna
wigkszos¢ oczyszczanych rozpuszczalnych makroczasteczek Noel-5-MBP  stanowita
wylacznie agregaty i wyplywata w chromatografii zelowej tuz po objgtosci zerowej
kolumny. Pozostata niezagregowana pula bialek Noel-5-MBP, wyplywajaca jako dwa
kolejne bardzo niskie piki, byta bardzo mata i stanowita mocno rozcienczony preparat.
Praca z takim preparatem bytaby nieoptacalna i miala mate szanse powodzenia. Stad, w
tym przypadku w ogdle nie przystapitam do krystalizacji biatka.

Rysunek. 5.15. Przykladowy wynik chromatografii zelowej dla biatka Noel-5-MBP przedstawiony na
chromatogramie FPLC i zelu SDS-PAGE. Sciezki na zelu SDS-PAGE: M- marker masy, a- nalozona
mniejsza ilo$¢ probki, b- natozona wigksza ilo$¢ probki; 5, 25, 35, 44- biatka z frakcji FPLC oznaczone
tymi samymi numerami, co na chromatogramie. Za pomoca spektrometrii mass zidentyfikowano niektore
biatka zawarte w konkretnych prazkach wycietych z zelu SDS-PAGE. Noel-5-MBP (prazek ok. 64 kDa)

wystepuje we wszystkich frakcjach od 1 do 35. Sciezka/Frakcja 44 zawiera jedynie biatko MBP z E. coli
(prazek ok. 42 kDa).
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5. Bakteryjne biatka nodulacji

5.3. Dyskusja wynikow

5.3.1. Analiza préb ekspresji, oczyszczania i krystalizacji biatka NodA

Dla enzymu NodA przygotowatam cztery wersje biatka rekombinowanego,
ulegajace ekspresji z czterech wektorow ekspresyjnych: NodA-wm9 z wektora pET-
wm9-NodA, NodA-mel z wektora pET-mel-NodA, NodA-20-MBP z wektora pMAL-
wm9-NodA i NodA-5-MBP z wektora pMB-wm9-NodA.

Pierwszy skonstruowany przeze mnie wektor (pET-wm9-NodA) pozwalal na
produkcje biatka NodA-wm9 jedynie w formie nierozpuszczalnej. W tym czasie inne
biatka nodulacji, nad ktérymi pracowatam, rowniez ulegaly ekspres;ji jedynie w ciatkach
inkluzyjnych. Zdecydowatam si¢ zatem sprobowac oczysci¢ NodA-wm9 korzystajac z
technik umozliwiajacych zwijanie biatek in vitro (ang. refolding). Jednak mimo staran,
nie uzyskatam preparatu nadajacego si¢ do krystalizacji. Nierozpuszczalno§¢ NodA-
wm9, zmusita mnie do powrotu do etapu klonowania.

Postanowitam zmieni¢ zrodto genu nodA, majac nadzieje, ze rdznice w
sekwencjach homologéw wplyna na zmian¢ biofizycznej charakterystyki biatka.
Wybratam Sinorhizobium meliloti 1021, poniewaz sekwencja NodA z tego szczepu
znacznie rozni si¢ od sekwencji NodA z Bradyrhizobium sp. WM9 (identycznos¢ 63%,
podobienstwo 78%). Stosujac nowy sposob (termiczng indukcje biatek opiekunczych)
na poprawienie rozpuszczalnosci biatek nadprodukowanych z wektora pET-mel-NodA,
uzyskiwatam matg pule biatek rozpuszczalnych, dzigki ktorej rozpoczetam etap
oczyszczania. Biatko NodA-mel okazato si¢ jednak bardzo niestabilne, szybko
wytrgcato si¢ z roztworu oraz na filtrach. Jedyna szanse¢ na uzyskanie preparatu (i
przejscie do etapu krystalizacji) dawata btyskawiczna procedura oczyszczania
prowadzona w 4°C. Ostatecznie biatko NodA-mel i tak stracato si¢ w kroplach
krystalizacyjnych.

Ponownie zmodyfikowatam system ekspresyjny, tym razem zmieniajac
wykorzystywany wektor i skonstruowatam pMAL-wm9-NodA, ktory umozliwiat
ekspresje biatka nodulacji w fuzji z MBP. Nie wiadomo do konca jak dziata biatko
MBP, jednak podejrzewa sig, ze promuje ono prawidlowe zwijanie sie ztgczonych z nim
biatek, dziatajac podobnie jak biatka opiekuncze, co w efekcie poprawia ich
rozpuszczalno$¢ (Fox et al., 2001). Biatko NodA-20-MBP bylo znacznie stabilniejsze

od poprzedniej wersji NodA, jednak dla zachowania rozpuszczalnosci musiato
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pozostawa¢ w fuzji z MBP. Pomiary DLS wykazaty znaczng polidyspersje preparatu,
$wiadczaca o braku homogennosci strukturalnej, ktora przeklada si¢ na mniejsze
prawdopodobienstwo uzyskania krysztatow, ktorych rzeczywiscie nie otrzymatam.

Aby zwiekszy¢ szanse wykrystalizowania NodA, postanowitam zmieni¢ pMAL-
wm9-NodA tak, aby uzyskiwana fuzja biatek byta mniej elastyczna. Zgodnie z danymi
literaturowymi (Smyth et al., 2003), aby umozliwi¢ biatkom w fuzji poprawne zwijanie
si¢, nalezy pozostawi¢ mi¢dzy nimi tylko krotki tacznik peptydowy. Fragment
sekwencji wektora odpowiadajacy za ekspresje dwudziuestoaminokwasowego tgcznika
migdzy NodA i MBP zamienitam wigc na sekwencje, ktorej ekspresja pozwala uzyskac
tacznik sktadajacy si¢ jedynie z 5 reszt aminokwasowych. W ten sposob powstat wektor
pMB-wm9-NodA. Usztywnienie konstrukcji NodA-5-MBP poprawito stabilno$¢ biatka.
Dzigki temu mogltam uprosci¢ procedure oczyszczania oraz pozbyC si¢ takich
sktadnikow preparatu jak glicerol, ktory najczesciej hamuje krystalizacje.

W przypadku biatka NodA-5-MBP analizator DLS wykazal niskg polidyspersje.
Preparat ten poddawatam zakrojonym na szeroka skalg¢ probom krystalizacyjnym,
korzystajac z robota krystalizacyjnego. Ze wzgledu na fakt, ze 2/3 masy biatka NodA-5-
MBP stanowi MBP, staratam si¢ otrzymac krysztaly rowniez stosujac MBP-screen-96,
czyli zestaw do krystalizacji zaprojektowany specjalnie dla biatka MBP. Mimo wielu

réznorodnych prob krystalizacyjnych, krysztatu NodA nie udato mi si¢ otrzymac.

5.3.2. Proby ekspresji, oczyszczania i krystalizacji pozostalych bialek nodulacji

Dla biatek NodB z Bradyrhizobium sp. WM9 i Noel z Bradyrhizobium japonicum
przygotowatam w sumie po trzy wektory ekspresyjne, kazdy innego typu: pET-wm9-
NodB, pMAL-wm9-NodB oraz pMB-wm9-NodB, a takze pET-jap-Noel, pMAL-jap-
Noel oraz pMB-jap-Noel.

Biatka NodB 1 Noel ulegajace ekspresji z wektorow typu pET 1 pMAL byly
nierozpuszczalne niezaleznie od wprowadzanych modyfikacji fizyko-chemicznych
warunkoéw nadprodukcji. Dopiero ekspresja z wektora typu pMB w komorkach BL21
magic polaczona z termiczng indukcjg biatek opiekunczych oraz produkcja w 18°C
pozwolita uzyskac pule rozpuszczalnych biatek NodB-5-MBP i Noel-5-MBP.

Podczas oczyszczania biatka NodB-5-MBP okazalo si¢, ze jest ono wysoce
niehomogenne, niezaleznie od zastosowanych warunkow chemicznych. Szczegdlnie

widoczne byto to na chromatogramach FPLC i w wynikach z pomiaréw DLS. Proby
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oczyszczenia wybranej frakcji zawierajacej danej wielkosci biatko konczyly sig
niepowodzeniem, podobnie jak nastawione krystalizacje. Z kolei probujac oczyscic¢
preparat Noel-5-MBP otrzymywatam za kazdym razem biatka, ktore stanowity
praktycznie same agregaty, w ogole nie nadajace sie¢ do krystalizacji.

Biatka NodU i NolO, niezaleznie od szczepu z ktoérego pochodzity, typu wektora
wykorzystanego do klonowania, rodzaju komoérek gospodarza, w ktorym nastgpowata
ekspresja oraz warunkow fizyko-chemicznych podczas nadprodukcji, zawsze byty

nierozpuszczalne.

5.3.3. Przydatnos$¢ bialek nodulacji do badan krystalograficznych

Glownymi problemami, jakie napotkatam w trakcie realizacji niniejszego projektu
byly nierozpuszczalnos$¢ i niestabilno$¢ rekombinowanych biatek nodulacji. Problemy
te uniemozliwity mi przej$cie do kolejnych etapoéw prac: nadekspresji, oczyszczania i
krystalizacji.

Nie wiadomo dlaczego pochodzace =z rizobidéw biatka nodulacji sa
nierozpuszczalne wewnatrz bakteryjnego gospodarza. Sposrdéd dostgpnych systemow
ekspresyjnych, system oparty na Escherichia coli wydaje si¢ najlepszym wyborem,
poniewaz jest najbardziej zblizony genetycznie. Istnieje spore prawdopodobienstwo, ze
biatka nodulacji sg toksyczne dla E. coli, dlatego organizm ten eliminuje je tworzac
ciatka inkluzyjne. Mozliwe tez, ze w naturalnym Srodowisku komorki riozobium biatka
te s3 w jakim$ stopniu zwigzane z btonami komoérkowymi. Zawarta w literaturze
charakterystyka bakteryjnych bialek nodulacji jest dos¢ skapa. Nie wiadomo, jak biatka
te wspoldziataja produkujac czynnik Nod, czy stanowia staly kompleks enzymatyczny,
czy tez dzialaja raczej osobno, czy by¢ moze ich funkcjonowanie jest jeszcze bardziej
skomplikowane.

Problemy nierozpuszczalno$ci i niestabilnosci staratam si¢ pokona¢ wieloma
sposobami. Podczas ekspresji korzystatam z sekwencji réznych szczepoéw rizobiow
(Sinorhizobium meliloti 1021, Bradyrhizobium sp. WM9, Rhizobium sp. NGR234 i
Bradyrhizobium japonicum USDAL10) oraz réznego typu wektorow (pET, pMAL,
pPMB). Produkcj¢ prowadzitam w réznych komorkach ekspresyjnych (BL21 Star, NEB
express, BL21 magic, OverExpress C41 i C43) oraz warunkach fizykochemicznych. Na
etapie oczyszczania optymalizowatam procedury pod wzgledem stosowanych etapow

pracy oraz sktadnikoéw uzywanych roztwordw.
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Znalezione rozwigzania (takie jak indukcja biatek opiekunczych) sprawdzaty sig
jednak tylko w niektorych przypadkach. Ciekawym przyktadem moze by¢ zastosowanie
fuzji biatek. Obecnos¢ MBP (ok. 40 kDa) powodowala zwigkszenie rozpuszczalnosci
tylko u biatek majgcych mniejszg mase (ok. 20 kDa, tj. NodA, NodB, Noel), natomiast
w przypadku NodU i NolO (ok. 70 kDa) nie dawata spodziewanego efektu.
Jednocze$nie z moich obserwacji wynika, ze MBP nie jest gwarantem stabilnosci, gdyz
nie udato mi si¢ uzyska¢ homogennego preparatu dla biatek NodB i Noel. Z wszystkich
wersji biatek, nad ktérymi pracowatam w tym projekcie, jedynie preparat NodA-5-MBP
nadawatl si¢ do krystalizacji. Cho¢ nie uzyskalam monokrysztaldow NodA, jestem
przekonana, ze kontynuacja moich badan nad tym biatkiem moze w przysztosci
zaowocowaé udang krystalizacjg, a w konsekwencji strukturg krystaliczng. W konkluzji
stwierdzam, ze spos$rdd przebadanych przeze mnie bialek nodulacji, tylko NodA jest

obiektem dajacym nadzieje na pomysiny wynik badan krystalograficznych.
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6. Asparaginaza z Rhizobium etli (AnsA)

6.1. Strategia postepowania z enzymem AnsA

Prace nad biatkiem AnsA rozpoczetam w oparciu o przygotowany wczesniej w
naszej pracowni plazmidowy wektor ekspresyjny zawierajacy gen ansA, nazwany pET-
Re-AnsA (Kazmierczyk, praca magisterska). Genomowy DNA, z ktorego uzyskano
gen ansA, zostal wyizolowany z bakterii Rhizobium etli szczep CFN 42 pochodzacych z
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

Dalekosigznym celem tego projektu jest poznanie pierwszej struktury
krystalograficznej asparaginazy typu Rhizobium etli. Moje zadania w tym
wieloetapowym przedsiewzigciu obejmowaty produkcje rekombinowanego biatka, jego
oczyszczanie 1 krystalizacj¢. Literaturowe doniesienia sugeruja, ze struktura enzymu
moze znacznie 16zni¢ si¢ od struktur zbadanych dotad asparaginaz typu bakteryjnego i
ro$linnego ze wzgledu na odmienng sekwencje. Bioragc pod uwage, ze metoda
podstawienia czgsteczkowego w tym przypadku moze okaza¢ si¢ nieskuteczna, W
moich badaniach przyjetam strategi¢, ktora umozliwia wykorzystanie sygnatu

anomalnego do rozwigzywania struktury krystalicznej.
6.2. Cze$¢ doswiadczalna
6.2.1. Badania wstepne

Przejmujac projekt i wektor pET-Re-AnsA, w pierwszej kolejnosci wykonatam
wstepng analiz¢ bioinformatyczng dla monomeru rekombinowanego biatka AnsA na
podstawie jego sekwencji aminokwasowej korzystajac z narzgdzia ProtParam serwera
ExPASy (Gasteiger et al., 2005). Monomer AnsA (ok. 39 kDa) zawiera osiem reszt
cysteinowych w sekwencji o dlugosci 367 reszt aminokwasowych. Ich potozenie w
strukturze przestrzennej nie jest znane. Aby unikngé niespecyficznej agregacji biatka
poprzez migdzyczasteczkowe mostki S-S, wskazane jest stosowanie czynnika
redukujgcego podczas oczyszczania biatka. Monomer AnsA zawiera takze trzynascie
reszt metioninowych, ktére jako seleno-metionina moga zostaé wykorzystane do

rozwigzania struktury przy uzyciu sygnatu anomalnego metoda MAD lub SAD.
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Rysunek 6.1. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej AnsA z bakteryjnymi przedstawicielami
asparaginaz typu bakteryjnego (EcAI i EcAll) i typu roélinnego (EcAIIl). Reszty katalityczne ECAI i
EcAIl (TKD) oraz EcAIII (T) zaznaczytam kolorem czerwonym. Cztery wysoce zachowawcze motywy
sekwencyjne wystepujace u wszystkich asparaginaz typu R etli (Rozdziat 3.3.3) zaznaczytam kolorem
niebieskim. Gwiazdki oznaczaja reszty identyczne, kropki i dwukropki reszty odpowiednio mniej i
bardziej podobne. Poréwnanie wykonatam w programie ClustalO (McWilliam et al., 2013).
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6. Asparaginaza z Rhizobium etli (AnsA)

Wykonatam takze analiz¢ porownawcza sekwencji asparaginazy z Rhizobium etli
z sekwencjami przedstawicieli trzech innych typéw asparaginaz w programie ClustalO
(McWilliam et al., 2013) (Rysunek 6.1). Analiza ta wykazata, dla wszystkich trzech
poréwnan (AnsA/ECAl, AnsA/ECAIl i AnsA/EcAIIl), ze zar6wno identycznos$¢ jak i
podobienstwo sekwencyjne sg bardzo niskie i wynosza odpowiednio ok. 16% i ok. 41%.
Potwierdza to literaturowe doniesienia 0 znacznej odmiennosci biatka AnsA (Borek i
Jaskolski, 2001; Moreno-Enriquez et al., 2012; Huerta-Saquero et al., 2013).

Wektor ekspresyjny pET-Re-AnsA zostal przygotowany w oparciu o plazmidowy
wektor pET151/D-TOPO firmy INVITROGEN. Konstrukcja wektora daje mozliwos¢
prowadzenia indukowanej za pomoca IPTG ekspresji biatka na pozywkach
selektywnych zawierajacych ampicyling. Biatko produkowane jest z N-terminalnym
znacznikiem histydynowym, ktorego masg (ok. 4 kDa) nalezy uwzgledni¢ weryfikujac
wyniki kolejnych etapdw oczyszczania na zelach SDS-PAGE. Istnieje mozliwos¢
usunigcia znacznika histydynowego przy uzyciu proteazy TEV, przy czym po cigciu na
aminowym koncu biatka pozostaje sze$¢ reszt aminokwasowych (GIDPFT-). Stad,
masa monomeru AnsA na zelu SDS-PAGE powinna wynosi¢ 43 kDa dla biatka ze

znacznikiem histydynowym oraz 39.5 kDa dla biatka bez znacznika.

Tabela 6.1. Protokot powielenia plazmidowego wektora ekspresyjnego pET-Re-AnsA.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pET-Re-AnsA - delikatne zmieszanie rozmrozonych
komoérek z wektorem (ok. 5 ng)
komorki top10 - inkubacja na lodzie, 30 min.
(INVITROGEN) - inkubacja 42°C, 30 sek.
- inkubacja na lodzie, 5 min.
pozywka ptynna SOC - zmieszanie komorek z SOC (250 pL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywce pozywka ptynna LB - rozcienczenie hodowli pozywka LB (3 mL)
selektywnej z ampicylina (0.1 mg/mL) | - inkubacja 37°C, 16 godz., 250 rpm
izolacja plazmidowych wykonana zgodnie z protokotem literaturowym
wektordw ekspresyjnych (Sambrook i Russel, 2001; Protokot nr 1.32)
weryfikacja wyniku - pomiar stezenia DNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
zabezpieczenie wektorow | - zamrozenie w -20°C

Przejmujac wektor pET-Re-AnsA zadbalam roéwniez 0 jego zabezpieczenie
(Tabela 6.1), poniewaz preparat taki zazwyczaj stuzy wielokrotnie do rdéznych
eksperymentow, ulegajac zuzyciu. W tym celu powielitam wektor ekspresyjny poprzez

namnozenie w komorkach E. coli, a nastgpnie wyizolowatam go zgodnie z protokotem
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literaturowym (Sambrook i Russel, 2001; Protokoét nr 1.32) uzyskujac ok. 50 pg DNA.
Potwierdzitam réwniez, ze sekwencja insertu w pET-Re-AnsA jest identyczna z
sekwencjg genu asparaginazy II z Rhizobium etli CFN42 zdeponowang w bazie NCBI
pod numerami indentyfikacyjnymi: Gene ID 3895547 i Protein ID YP_472512.1
(Gonzalez et al., 2006). Sekwencjonowanie wykonata firma GENOMED z Warszawy.

6.2.2. Produkcja bialka natywnego

Aby okresli¢ warunki pozwalajace na produkcje rozpuszczalnego biatka AnsA,
przeprowadzitam kilka pilotazowych eksperymentow. Wykonatam transformacje
komorek BL21 Star (DE3) firmy INVITROGEN, ktére wyhodowatam na selektywnej
pozywce LB na szalkach Petriego, a nastepnie wykorzystatam do przygotowania kilku

réznych ptynnych hodowli komérkowych.

Tabela.6.2. Protoko6t produkeji natywnego biatka AnsA.

etap stosowane materiaty procedura
transformacja | wektor pET-Re-AnsA - delikatne zmieszanie komoérek z wektorem (ok. 5 ng)
- inkubacja na lodzie, 30 min.
komorki BL21 Star - inkubacja 42°C, 30 sek.
(INVITROGEN) - inkubacja na lodzie, 5 min.
- zmieszanie komorek z SOC (250 pL)
pozywka ptynna SOC - inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na szalke z pozywka stata LB

pozywce statej

z ampicyling (0.1 mg/mL)

- inkubacja 37°C, 16 godz.

hodowla na pozywka ptynna TB - przeniesienie komorek z szalki

pozywce z ampicyling (0.1 mg/mL) do pozywki ptynnej TB (250 mL)

ptynnej - inkubacja 37°C, 2 godz., 250 rpm
- rozcienczenie hodowli $§wieza pozywka TB (do 2 L)
- inkubacja 37°C, 250 rpm, do ODgy=0.8 tj. ok. 3 godz.
- obnizenie temperatury do 25°C

ekspresja IPTG - dodanie IPTG

(do stezenia 0.2 mM)

- inkubacja 25°C, 16 godz., 250 rpm

zabezpieczenie
komorek

- wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
- zamrozenie komorek w -80°C

Przetestowatam dwie temperatury ekspresji (37°C i 25°C), dwa rodzaje pozywek

(LB 1 TB) oraz dwa stgzenia induktora ekspresji IPTG (0.2 mM i 0.4 mM).
Sprawdzatam réwniez, czy czas prowadzenia ekspresji wptywa na obecnos$¢ biatka we
frakcjach

rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych. Eksperymenty prowadzone w

temperaturze 37°C pozwalaly uzyska¢ mniej wigcej réwne ilosci biatka w obu
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frakcjach, natomiast obnizenie temperatury ekspresji do 25°C spowodowato zmiang
proporcji biatka AnsA we frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej na korzys¢ tej
pierwszej. Podobnie nizsze stezenie induktora powodowato wolniejsza produkcije
rekombinowanego biatka 1 zwigkszato pule biatek rozpuszczalnych. Wpltyw pozywki
byt znikomy.

Opierajac si¢ na doswiadczeniu zdobytym podczas pracy z biatkami Nod,
przygotowatam protokot produkcji natywnego biatka AnsA na duzg skale (Tabela 6.2).
Biatko produkowatam prowadzac ekspresje w temperaturze 25°C przez ok. 16 godzin,
indukujac ja za pomoca IPTG o stezeniu 0.2 mM. Wydajno$¢ ekspresji wnosi ok. 16 g

osadu komoérkowego z 1 L hodowli.

6.2.3. Produkcja biatka znakowanego atomami selenu

Do produkcji biatka AnsA znakowanego atomami selenu (AnsA-Se)
wykorzystatam metod¢ polegajaca na blokowaniu szlaku biosyntezy metioniny w
komorkach E. coli, oraz pozywke¢ minimalng. Tym razem nie robitam wstgpnych
eksperymentéw na malg skale, starajac si¢ od razu wyprodukowac biatko w ilosciach
umozliwiajacych jego oczyszczanie.

Poczatkowo opieralam si¢ na protokole opracowanym przez dr Krzysztofa
Brzezinskiego (Brzezinski, 2006). Postepowatam $cisle wedtug przepisu, przy czym do
transformacji wykorzystatam komoérki BL21 Star (DE3) firmy INVITROGEN, w
ktorych z powodzeniem prowadzilam produkcje natywnego biatka AnsA. W skrocie
postepowanie bylo nastepujace. Hodowle komoérek prowadzitam w temperaturze 30°C,
poczatkowo w pozywce LB, pdzniej w pozywce minimalnej (MDL), stopniowo
zwigkszajac objetos¢ hodowli poprzez dodawanie §wiezych pozywek z ampicyling. W
trakcie dwudniowej hodowli, przez jedng noc bakterie pozostawaly na lodzie. Gdy
warto$¢ ODggo osiggneta 0.8 temperaturg hodowli obnizytam, dodatam kolejno roztwory
MetStop (Van Duyne et al., 1993) oraz Se-Met (do stezenia 50 ug/mL) (MDL) i
odczekatam 30 minut. Dodatam IPTG indukujac ekspresje, ktora prowadzitam w
warunkach ustalonych dla biatka natywnego, czyli przez 16 godzin w 25°C. Z 1 L
hodowli otrzymatam zaledwie 4 g osadu komodrkowego. Niestety nie udato mi si¢

uzyska¢ biatka AnsA-Se z tej ekspresji z powodu strat w trakcie oczyszczania.
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Tabela 6.3. Ostateczny protokot produkeji biatka AnsA znakowanego selenometioning (AnsA-Se).

etap stosowane materiaty procedura
transformacja wektor pET-Re-AnsA - delikatne zmieszanie rozmrozonych
komorek z wektorem (ok. 5 ng)
komorki BL21 Star (DE3) - inkubacja na lodzie, 30 min.
(INVITROGEN) - inkubacja 42°C, 30 sek.
- inkubacja na lodzie, 5 min.
pozywka ptynna SOC - zmieszanie komoérek z SOC (250 pL)
- inkubacja 37°C, 1 godz., 200 rpm
hodowla na pozywka stata LB - posiew na szalke z pozywka stala LB
pozywce stalej z ampicyling (0.1 mg/mL) - inkubacja 37°C, 16 godz.
hodowla na pozywka ptynna TB - przeniesienie komorek z szalki

pozywce plynnej

z ampicyling (0.1 mg/mL)

pozywka minimalna (MDL)
z ampicyling (0.1 mg/mL)

do pozywki ptynnej TB (250 mL)
- inkubacja 37°C, 4 - 6 godz., 250 rpm
- zwirowanie komorek
(5000 rmp, 10°C, 10 min.)
- odrzucenie pozywki
- rozpuszczenie osadu komoérkowego
w §wiezej pozywce minimalnej (2 L)
- inkubacja 30°C, 250 rpm,
do ODggy=0.8 czyli ok. 8 - 10 godz.
- obnizenie temperatury do 18°C

zahamowanie
biosyntezy
metioniny

roztwdr MetStop:

1% (w/v) L-lizyna

1% (w/v) L-treonina

1% (w/v) L-fenyloalanina
0.5% (w/v) L-walina
0.5% (w/v) L-izoleucyna
0.5% (w/v) L-leucyna

roztwér Se-Met (10 mg/mL) (MDL)

- dodanie MetStop (20 mL /2 L pozywki)
- dodanie Se-Met (100 mg / 2 L pozywki)
- inkubacja 18°C, 250 rpm, 30 min.

ekspresja

IPTG
(do stgzenia 0.1 mM)

- dodanie IPTG
- inkubacja 25°C, 18 godz., 250 rpm

zabezpieczenie
komorek

- wirowanie 5000 rmp, 10°C, 30 min.
- zamrozenie komoérek w -80°C

Z powodu niskiej wydajnosci zastosowanego protokotu, w drugim podejsciu
dokonatam jego modyfikacji (Tabela 6.3). Przede wszystkim prowadzitam hodowle bez
przerwy, pomijajac etap w ktorym komorki pozostawaty przez noc na lodzie, aby
unikng¢ ich obumierania. Zmienitam pozywke LB na TB, ktora stosowatam podczas
produkcji biatka natywnego. Hodujac komorki w pozywce TB stosowatam temperature
37°C aby przyspieszy¢ ich namnazanie. Zachowalam temperatur¢ 30°C podczas
hodowli na pozywce minimalnej. Wprowadzitam etap krotkiego 1 delikatnego
wirowania aby unikng¢ mieszania si¢ pozywek TB 1 minimalnej. Etap zahamowania
biosyntezy metioniny pozostat bez zmian. Ekspresje prowadzitam w temperaturze 25°C,
tj. tak jak ekspresj¢ biatka natywnego, przy czym zmniejszytam ilo§¢ dodawanego
induktora ekspresji. Zmieniony protokét wymagat 14 - 18 godzin pracy podczas

hodowli, od momentu pobierania kolonii z szalki Petriego do uruchomienia ekspresji.
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Cata procedura pozwolila przyspieszy¢ proces produkcji biatka, w ktorym hodowla i
ekspresja wymagata tacznie ok. dwoch dni. Z 1 L hodowli przy uzyciu
zmodyfikowanego protokotu otrzymywatam ok. 12 g osadu komoérkowego, co stanowi

wynik zblizony do wyniku ekspresji biatka natywnego.

6.2.4. Oczyszczanie biatka AnsA

Przystepujac do oczyszczania natywnego biatka AnsA, opracowalam protokot
skladajacy si¢ z nastgpujacych etapow: liza, chromatografia powinowactwa, cigcie
proteaza TEVH™ i chromatografia powinowactwa. Zalezato mi, aby protokdt pozwalat
na szybkie (maksymalnie dwudniowe) oczyszczanie. Postanowitam takze uzywac
roztworé6w o malej ilosci skladnikow, ktoére w razie potrzeby moglabym tatwo
modyfikowaé. Podstawowe sktadniki roztworéw uzywanych do oczyszczania biatka
AnsA to: bufor (20 mM Tris pH 7.5), s61 (200 mM NacCl), czynnik redukujacy (5 mM -
merkaptoetanol) oraz czynnik wymywajacy ze zloza niklowego (20 - 300 mM
imidazol).

Etap lizy sktadat si¢ z trzech krokow: trawienia lizozymem (30 min.), lizy
ultradzwickami (sonikacji), dalszego trawienia lizozymem (30 min.). Pdzniej etap ten
zmodyfikowatam pozwalajac na dtuzsze trawienie lizozymem, co umozliwiato izolacje
wickszej iloSci rozpuszczalnego biatka. Frakcje biatek rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych rozdzielatam przez wirowanie.

Uzycie chromatografii powinowactwa podyktowata konstrukcja wektora
ekspresyjnego, ktory pozwalal produkowa¢ biatko w potaczeniu ze znacznikiem
histydynowym. Wykorzystywatam w zwigzku z tym ztoze Ni Sepharose High
Performance (GE Healthcare) tadowane NiSO4 do oczyszczania na kolumnie metoda
grawitacyjng. Szczegolnie wazny byl moment wigzania biatka AnsA do ztoza. Im dluzej
trwal, tym lepsze wydajnosci uzyskiwatam. Z kolei 20 mM imidazol obecny w
roztworze rozpuszczalnych biatek pozwalat unikna¢ ich niespecyficznego wigzania si¢
do kolumny. Jedng z zalet ztoza Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare) byto
to, ze pozwalalo ono na uzycie podcisnienia, co znacznie przyspieszato procedurg
oczyszczania. Podcisnienie stosowalam jednak tylko na etapie intensywnego,
wielokrotnego przemywania zwigzanych biatek. Elucje prowadzitam przy uzyciu
gradientu 50 - 300 mM imidazolu.

His

Cigcie proteazg TEV'™ (rekombinowanym enzymem zawierajagcym rowniez
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znacznik histydynowy) prowadzitam podczas dializy, ktorg stosowatam aby usunaé
imidazol uzywany do wymywania biatka ze zloza niklowego. Polaczenie tych dwoch
etapow znaczaco skracato czas oczyszczania. Etap ten prowadzitam przez noc.

Druga chromatografi¢ powinowactwa prowadzitam uzywajac tego samego zloza
niklowego. Miala ona na celu oddzielenie biatka AnsA pozbawionego znacznika
histydynowego od wigzanych do zloza bialek AnsA nadal posiadajacych znacznik
histydynowy, odcietych znacznikéw histydynowych i proteazy TEV™, ktéra
dodawatam w poprzednim etapie pracy. Dopracowujac protokét ponownie wydtuzytam
etap wigzania do ztoza, aby zwickszy¢ wydajnosc.

Pierwsze oczyszczanie prowadzitam powoli, sprawdzajac w ktorej frakcji
wyplywa biatko AnsA i oceniajac jego czysto$¢ za pomocy elektroforezy SDS-PAGE.
Poczatkowo czystos¢ biatka nie byla zadowalajaca, wiec protokét wydtuzytam, dodajac
na koncu etap chromatografii zelowej. Rozdzial prowadzitam przy uzyciu FPLC i
systemu AKTA na kolumnie GE HiLoad 16/60 Superdex 200. Biatko AnsA wyptyngto z
kolumny ok. 87 mL po iniekcji (Rysunek 6.2) co moze oznaczaé, ze w roztworze jest
dimerem. Oszacowalam to na podstawie krzywej kalibracyjnej przygotowanej w

oparciu o rozne biatka o znanej masie.

Rysunek 6.2. Wynik z poszczegdlnych etapow oczyszczania biatka AnsA, pokazany na chromatogramie
FPLC i zelu SDS-PAGE: 1- etap lizy, supernatant uzyskany po wirowaniu; 2 i 3 — etap chromatografii
powinowactwa, 2- frakcja biatek nie zwigzanych do zloza, 3 — eluat; 4 — proteaza TEV"™, 5 — etap drugiej
chromatografii powinowactwa, biatko AnsA bez znacznika histydynowego; 6 — etap chromatografii
zelowej. Pik na chromatogramie to biatko AnsA wyplywajace z kolumny ok. 87 mL od iniekcji.

Manual run 2:10_UV1_280nm —— - Manual run 2:10_Inject

mAU

2000

1800

1600
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Juz drugie oczyszczanie pozwolito uzyskaé czysty preparat biatka AnsA w ilosci

ok. 10 mg z 4 g osadu komorkowego (ok. 250 mL hodowli) nadajace si¢ do

krystalizacji. P6zniejsze modyfikacje, polegajace jedynie na dopracowywaniu objetosci

uzywanych roztworow i czasu trwania poszczegolnych krokow, pozwolity wypracowac

protokot, dzigki ktoremu otrzymywatam nawet 14 mg czystego biatka AnsA z 4 g osadu
komorkowego (ok. 250 mL hodowli) (Tabela 6.4).

Tabela 6.4. Protoko6t oczyszczania rekombinowanego biatka AnsA

etap stosowane odczynniki procedura
liza roztwor 1: - rozpuszczenie osadu komorkowego
50 mM TrispH 7.5 w roztworze 1 (ok. 30 mL / 4 g osadu)
200 mM NaCl - dodanie PMSF i lizozymu

5 mM B-merkaptoetanol
20 mM imidazol

- 1godz. delikatnego mieszania w 20°C
- sonikacja (18 x 10 sekund, moc 80%)
- 1godz. delikatnego mieszania w 20°C

PMSF - wirowanie: 20000 rpm, 10°C, 30 min.

(do stezenia 1 mM) - odrzucenie osadu

lizozym

(do stezenia 1 mg/mL)
chromatografia ztoze - Zmieszanie supernatantu
powinowactwa Ni Sepharose High ze ztozem wypetniajacym kolumne
na kolumnie Performance (ok. 10 mL ztoza / 30 mL supernatantu)
niklowej (GE-Healthcare) - inkubacja 30 min, temp. 20°C
metoda zatadowane NiSO, - odrzucenie eluatu zawierajagcego
grawitacyjng i przemyte roztworem 1 frakcje biatek niezwigzanych do ztoza

- przemywanie roztworem 1 (10 x 30 mL)
roztwor 2: z uzyciem podci$nienia
50 mM Tris pH 7.5 - wymywanie biatka roztworem 2 (ok. 20 mL)
200 mM NaCl
5 mM B-merkaptoetanol

300 mM imidazol
usunigcie TEVH® - Zmieszanie eluatu z proteazg TEV™
znacznika (0.15 mg / 1 mg biatka) - dializa biatek do roztworu 1

histydynowego

(16 godz., 4°C, delikatne mieszanie)

chromatografia
powinowactwa
na kolumnie
niklowej
metodg
grawitacyjna

ztoze

Ni Sepharose High
Performance
(GE-Healthcare)
zaladowane NiSO,

i przemyte roztworem 1

- zmieszanie roztworu biatek
ze ztozem wypehiajacym kolumng
(ok. 10 mL ztoza / 20 mL roztworu)
- inkubacja 20 min., temp. 20°C
- zebranie eluatu zawierajacego biatko AnsA

chromatografia
zelowa

przy uzyciu FPLC

kolumna GE HilLoad 16/60
Superdex 200
(GE-Healthcare)

roztwor 3:
50 mM Tris pH 7.5
200 mM NaCl
5 mM B-merkaptoetanol

- zatezenie eluatu przy uzyciu
filtrow wird6wkowych Amicon (MILLIPORE)
- natozenie preparatu na kolumng
- rozdziat
- potaczenie frakcji zawierajacych AnsA

zmiana sktadu
roztworu biatka

roztwor 4:
20 mM TrispH 7.5
3mM TCEP

- zatgzenie preparatu przy uzyciu
filtrow wirdéwkowych Amicon (MILLIPORE)
- dializa do roztworu 4
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Ostatni etap dopracowanego protokotu (Tabela 6.4), tj. zmiana sktadu roztworu
biatka, zostal dodany podczas poszukiwan wstgpnych warunkow krystalizacji i jest
opisany w kolejnym rozdziale. Oczyszczone i1 zat¢zone biatko poddawatam testom przy
uzyciu DLS, aby sprawdzi¢ jego jako$¢ (Rozdziat 6.2.6), a nast¢pnie §wiezy preparat
stuzyt wprost do krystalizacji lub byt przechowywany w 4 1 -80°C.

Dopracowany protokot (Tabela 6.4) sprawdzat si¢ takze podczas oczyszczania
biatka znakowanego selenometioning (AnsA-Se). W tym przypadku uzyskiwalam

maksymalnie ok. 10 mg biatka AnsA-Se z 4 g osadu komorkowego.

6.2.5. Krystalizacja bialka AnsA

Podczas pracy z asparaginaza z Rhizobium etli najwiecej czasu i energii
poswiecitam na proby krystalizacyjne. Sktadaty si¢ na nie, na przemian, poszukiwania
wstepnych ~ warunkow, optymalizacje  krystalizacji oraz testy rozpraszania
rentgenowskiego, wykonywane przy uzyciu promieniowania synchrotronowego.
Rozpoczynajac prace nie posiadatam zadnych wskazowek co do potencjalnych

warunkow krystalizacji biatka AnsA.

6.2.5.1. Poszukiwanie wstepnych warunkéw krystalizacji

Podczas poszukiwania wstepnych warunkow krystalizacji korzystatam z robota
krystalizacyjnego i komercyjnych zestawow do krystalizacji firm Hampton Research i
MDL. Uzycie robota pozwalato przetestowac duza liczbe warunkéw, przy jednoczesnej
oszczedno$ci odczynnikow, preparatu biatka i czasu. Proby byly prowadzone w
temperaturze 19°C.

Rozpoczynajac prace krystalizacyjne posiadatam natywne biatkko AnsA
oczyszczone wedtug wstepnego protokotu, ktory nie zawieral ostatniego etapu, czyli
wymiany buforu. W zwiazku z tym pierwsze partie preparatu znajdowaty si¢ w buforze
uzywanym do filtracji zelowej (Tabela 6.5 preparat A) i byly zat¢zone do ok. 15
mg/mL. Sumarycznie preparaty te wystarczyly do nastawienia krystalizacji z o§mioma
komercyjnymi zestawami roztwordw, czyli tacznie dla 768 warunkéw. Dla kazdego
warunku nastawiatam trzy krople w proporcjach: 0.1:0.2, 0.2:0.2 i 0.2:0.1 pL biatka do
rezerwuaru. Pierwsze proby krystalizacyjne nie przyniosty pozytywnych wynikow,

krople pozostawaty klarowne lub zawieraty stracone biatko.
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W kolejnej rundzie krystalizacji wykorzystywalam preparat o stezeniu ok. 15
mg/mL, ktéry po oczyszczaniu byt dializowany w celu catkowitego usunigcia soli
(Tabela 6.5 preparat B). Tym razem nastawilam po jednej kropli (w proporcji 0.3:0.3
uL) wykorzystujac 11 komercyjnych zestawow roztwordéw, czyli tacznie 1056
warunkéw. Usunigcie NaCl okazato si¢ zabiegiem kluczowym, poniewaz juz po kilku
dniach w kroplach pojawily si¢ pierwsze drobne krysztalty w dwoch warunkach
zawierajgcych fosforany. Wyselekcjonowane warunki optymalizowatam, jednak wyniki
nie byty zadowalajace.

Chcac znalez¢ nowe warunki krystalizacji, z ktorych krysztaty nadawatyby si¢ do
pomiaréw dyfrakcji rentgenowskiej, wrocitam do przeszukiwania standardowych
warunkow W komercyjnych zestawach do krystalizacji i za pomocg robota
krystalizacyjnego nastawitam tacznie ok. 3.5 tys. nowych kropel. Ponownie zmieniatam
sktad preparatu bialka poprzez dializ¢ wykonywang jako ostatni etap oczyszczania.
Przygotowatam w ten sposob catg seri¢ nowych preparatow do przetestowania (Tabela
6.5 preparaty D, E, F, G, H, |, J, K). Zatgzalam preparaty do ok 13 mg/mL, nastawiatam
krystalizacj¢ i umieszczatam ptytki w 19°C. Efekty procesu krystalizacji sprawdzatam
regularnie po 1 dniu, po 7 dniach, po 2 tygodniach i po miesigcu od nastawienia. Tak
jak poprzednio, krysztaty rosty w warunkach zawierajacych fosforany, ale pojawity si¢
takze w nowych warunkach zawierajacych octany i siarczany.

Tabela 6.5. Sktadniki poszczegdlnych preparatow biatka, ktore poddawatam krystalizacji za pomoca
robota i komercyjnych roztworow do krystalizacji (,,10x” oznacza 10-krotny nadmiar molowy).

A B C
15 mg/mL biatko AnsA 15 mg/mL biatko AnsA 16 mg/mL biatko AnsA
20 mM TrispH 7.5 20 mM TrispH 7.5 20 mM (K;H/NaH»)PO, pH 9.0

200 mM NaCl
5 mM B-merkaptoetanol

5 mM B-merkaptoetanol

5 mM TCEP

D E F G
13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA
20 mM TrispH 7.5 20 MM TrispH 7.5 20 MM TrispH 7.5 20 mM TrispH 7.5
5mM DDT 5 mM TCEP 5 mM TCEP

5% glicerol
H I J K
13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA | 13 mg/mL biatko AnsA
20 mM Tris pH 7.5 20 mM Tris pH 7.5 20 mM Tris pH 7.5 20 mM TrispH 7.5
5mM DDT 5 mM TCEP (10x) K-Asp 5 mM TCEP
(10x) K-Asp (10x) K-Asp 5% glicerol

(10x) K-Asp

Podsumowujgc efekty poszukiwania wstepnych warunkow Krystalizacji za

pomoca serii preparatow biatka moge stwierdzi¢, ze zastosowane odczynniki dawatly
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rézne efekty. Dodanie glicerolu zwigkszyto rozpuszczalnos¢ biatka i zmniejszyto
czestotliwos¢ pojawiania si¢ krysztalow (Tabela 6.5 preparaty G i K). Dodanie do
preparatu biatka soli kwasu asparaginowego, czyli produktu katalizowanej reakcji, nie
miato znaczacego wptywu na krystalizacje (Tabela 6.5 roztwory H, I, J, K). Usuniecie
czynnika redukujacego (Tabela 6.5 preparat F i J) powodowato, ze biatko stawato si¢
mniej stabilne, wytracalo si¢ podczas zatezania i znacznie czgsciej w trakcie
krystalizacji. Rodzaj czynnika redukujgcego generalnie nie zmienial ani pokroju
krysztatow, ani warunkéw, w ktorych wystepowaly. Po pewnym czasie zauwazylam
jednak, ze krople zawierajace TCEP (Tabela 6.5 roztwory E, I, G, K) byly dhluzej
stabilne. Dlatego do ponownej optymalizacji warunkow fosforanowych oraz
optymalizacji nowo znalezionych warunkow siarczanowych i octanowych wybratam
preparaty E i | (Tabela 6.5). Warunki fosforanowe, siarczanowe i octanowe oraz ich
optymalizacje¢ opisuj¢ W kolejnym rozdziale.

Charakterystyka biochemiczna AnsA (Moreno-Enriquez et al., 2012) pokazata,
ze biatko jest najaktywniejsze w pH 9.0. Zatem do poszukiwania wstepnych warunkow
krystalizacji wykorzystatam takze preparat w buforze, w ktorym wykonano
wspomniany test, tj. w buforze fosforanowym (Tabela 6.5 preparat C). Miatam nadzieje,
ze zmiana pH preparatu wptynie na jakos$¢ dyfrakcji rentgenowskiej krysztatow. W tym
przypadku przetestowatam jedenascie zestawdw roztworéw do krystalizacji (1056
warunkow) w trzech proporcjach biatka do rezerwuaru: 0.2:0.4, 0.3:0.3 i 0.4:0.2 uL.
Tym razem krysztaly biatka nie pojawity si¢ w warunkach fosforanowych, natomiast

warunki octanowe i siarczanowe mogtam ponownie optymalizowac.

6.2.5.2. Optymalizacja krystalizacji

Krysztaty biatka pochodzace z malutkich kropel nastawianych przez robota czgsto
byty bardzo drobne i rosty w duzym zageszczeniu, co uniemozliwiato ich wylowienie.
Inne byly bezksztattne lub pozrastane i, Co najwazniejsze, nie rozpraszaty promienio-
wania rentgenowskiego. Dlatego konieczna byta optymalizacja warunkow krystalizacji.

W pierwszej kolejnosci nastawiatam tzw. powtdrki warunkow wstepnych. Byly to
rgcznie przygotowywane krople zawierajace oryginalny roztwor do krystalizacji z
zestawu komercyjnego oraz ten sam preparat biatka co stosowany podczas krystalizacji
przesiewowych. Krople te miaty znacznie wigksza objetosci niz krople nastawiane

przez robota i byty kroplami wiszacymi, stad ten uktad krystalizacyjny nie byt w petni
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identyczny z sytuacja oryginalng. Krople nastawiatam w trzech proporcjach preparatu
biatka do roztworu krystalizacyjnego. W proporcji identycznej jak w eksperymencie
przesiewowym (np. 1:1), oraz w proporcjach nieznacznie zmienionych (np. 1:2 i 2:1).
Wigkszo$¢ warunkow jakie znalaztam podczas zakrojonych na szeroka skale
krystalizacji przesiewowych udato mi si¢ powtdrzy¢. W sumie optymalizowatam
wszystkie trzy typy warunkow (warunki fosforanowe, siarczanowe i octanowe), jednak

ograniczajac si¢ do czterech rodzajow preparatu biatka: B, E, I oraz C.

Optymalizacja warunkow fosforanowych

Prawie wszystkie preparaty biatka AnsA krystalizowaty w dwodch warunkach
zawierajacych fosforany (Tabela 6.6). Optymalizacje tych warunkéw prowadzitam
jednak dla preparatow B, E i |, za kazdym razem postepujac w podobny sposob.

Krysztalty z powtérek warunkow fosforanowych (Rysunek 6.3) byly pokroju
plytkowego, nieregularnie pozrastane i bardzo stabo rozpraszaly promieniowanie
rentgenowskie. Pomiar danych dyfrakcyjnych nie byt mozliwy, udato si¢ jedynie

potwierdzi¢, ze byty to krysztaty biatka.

Tabela 6.6. Warunki fosforanowe krystalizacji biatka AnsA.

nazwa zestawu do krystalizacji (kod) producent sktad roztworu

numer warunku

INDEX HT (HR2-134) Hampton Research 0.49 M NaH,PO,

18 (B6) 0.91 M K;HPO,
pH 6.9

INDEX HT (HR2-134) Hampton Research 0.056 M NaH,PO,

19 (B7) 1.344 M K,;HPO,
pH 8.2

Rysunek 6.3. Przyktady krysztatlow biatka AnsA z warunkoéw fosforanowych.
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Rozpoczynajac optymalizacje warunkéw fosforanowych przygotowalam dwa
stezone (4 M) roztwory: NaH,PO,4 i Ko;HPO,, ktore, taczone w réznych proporcjach,
stuzyly mi do przygotowywania mieszanin buforowych o réznym pH. Ponadto
manipulowatam st¢zeniami fosforanow w roztworach rezerwuarowych, stezeniami
preparatu biatka, proporcjami sktadnikow kropli krystalizacyjnej 1 temperatura
krystalizacji (Tabela 6.7). Rozmaite roztwory, kazdy w kilku stezeniach, stuzyly mi jako
dodatki do warunkéw fosforanowych. Stosowalam dwa rodzaje dodatkéw. Jedne byty
roztworami zwigkszajacymi rozpuszczalno$¢, a wigc 1 stabilno$¢ biatka, co mialo
spowolni¢ krystalizacje. Drugi rodzaj dodatkéw (PEG) wybralam na podstawie
obserwacji niefosforanowych warunkow, w ktorych krystalizowalo biatko AnsA.
Probowalam takze szczepi¢ krople zarodkami krystalizacyjnymi uzywajac réznych
technik wykonania tego zabiegu. Za kazdym razem podczas przygotowywania ptytki
krystalizacyjnej modyfikowatam dwa lub wigcej z wymienionych elementow. W sumie,
bioragc pod uwage wszystkie preparaty biatka AnsA, nastawilam recznie ok. 700 kropel
krystalizacyjnych bazujacych na warunkach fosforanowych.

Tabela 6.7. Optymalizacja warunkow fosforanowych. Wymieniam zmienne elementy i te ich wartosci,
ktore byly stosowane, jednostki podaje w nawiasach.

pH roztworéw rezerwuarowych 90848276 74726965 646.26.0
stezenia fosforanow [M] 030607081012 1416 18 20 22
stezenia preparatu biatka [mg/mL] 57 10 13 15 20 25
proporcje sktadnikow kropli [uL] 1:5 2:3 1:3 2.2 3:3 3:11 3:2 51
temperatura [°C] 4 19 30

glicerol [%] 36 12
dodatki do glicyna [M] 0.1 0.2 0.4
ig;gvv%‘;‘r’gwych oktyloglukoza [%] 0.5 1.0 2.0

dioksan [%] 3612

PEG 400 [%)] 510 20

PEG 3350 [%] 15 20 25 35

PEG 2K MME [%] 15 20 25 35

PEG 550 MME [%] 25 35 40 45

MPD [%] 35 40 45 55

Poza rgcznie nastawianymi kroplami, optymalizacje prowadzitam takze przy
uzyciu robota krystalizacyjnego. Za jego pomoca nastawilam dwie ptytki
krystalizacyjne, roznigce si¢ zawartoscig roztworow fosforanowych (Tabela 6.6), ale
zawierajgce te same odczynniki dodatkowe pochodzgce z komercyjnego zestawu do

krystalizacji Additive Screen HT (96 warunkéw) firmy Hampton Research.
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Niestety, wszystkie krysztaty z warunkow fosforanowych, niezaleznie od uzytych
preparatow biatka i zastosowanych optymalizacji, zawsze rosty jako pozrastane bardzo

cienkie ptytki i nie nadawaly si¢ do pomiarow dyfrakcyjnych.

Optymalizacja warunkow siarczanowych

Optymalizacje warunkow siarczanowych (Tabela 6.8) prowadzitam dla
preparatow biatka C, E i I. Krysztaty z powtorek warunkéw siarczanowych byty jeszcze
bardziej nieregularne od krysztaléw z warunkow fosforanowych. Przypominaty zrosty
igiet (w przypadku zastosowania (NH4),SO,), Iub tez igiet i ptytek (w przypadku
zastosowania Li,SO4) (Rysunek 6.4). Odtamane fragmenty ptytek bardzo stabo
rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie, potwierdzajac jedynie, ze ich budulcem
jest biatko, natomiast zbudowane z igiet sferyczne zrosty rozpadaty si¢ podczas proby

wylowienia, uniemozliwiajagc pomiar.

Tabela 6.8. Warunki siarczanowe krystalizacji biatka AnsA.

nazwa zestawu do krystalizacji (kod) producent sktad roztworu

numer warunku

Structure Screen 1 (MD1-01) MDL 2.0 M (NH,),S0,

32 0.1 M Tris pH 8.5

Structure Screen 1 (MD1-01) MDL 0.2 M Li,SO,

35 0.1 M Tris pH 8.5
30% wiv PEG 4K

INDEX HT (HR2-134) Hampton Research 0.2 M Li,SO,

77 (G5) 0.1 M Tris pH 8.5
25% wiv PEG 3350

Rysunek 6.4. Przyktady krysztatow biatka AnsA z warunkéw siarczanowych.
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W przypadku krysztalow, ktore rosty w warunkach zawierajacych (NH4),SO4 do
optymalizacji zastosowatam komercyjny zestaw roztworéw krystalizacyjnych Grid
Screen Ammonium Sulfate (kod: HR2-211) firmy Hampton Research. Zawiera on 24
roztwory sktadajace si¢ z siarczanu amonu o st¢zeniach 0.8 M, 1.6 M, 2.4 M1 3.0 M,
potaczone z buforami o pH od 4.0 do 9.0. Krysztaty jakie otrzymatam nadal byty
pozrastane, kruche i fatwo rozpadaty si¢ na drobne igty.

Optymalizacje pozostalych dwoch warunkow siarczanowych (zawierajacych
Li,SO,) rozpoczetam przygotowujgc dwa roztwory, po 100 mL, o sktadzie identycznym
z roztworami komercyjnymi (Tabela 6.8). Oba rozcienczatam wodg, aby wszystkie ich
sktadniki stanowity od 100 do 40% mieszaniny wyjsciowej. Tak przygotowane
roztwory stuzyty zarowno do nastawiania zwyktych krystalizacji biatka AnsA, jak i
szczepienia zarodkami. Stosowane stg¢zenia biatka wahaty si¢ od 5 do 20 mg/mL,
natomiast proporcje sktadnikow w kropli wynosity: 1:5, 2:3, 1:3, 2:2, 3:3, 3:1, 3:2i 5:1
uL. Ptytki z kroplami krystalizacyjnymi umieszczatam w temperaturze 4, 10 lub 19°C.

Warunek nr 35 z zestawu Structure Screen 1, zawierajacy PEG 4K pozwalat
uzyskac krysztaty pokroju ptytkowego, bez igiet, cho¢ nadal mocno zrosénigte, dlatego
kontynuowatam jego optymalizacje. Do mieszaniny stanowigcej 90, 80, 70 i 60%
wyjsciowego warunku dodawatam roztwory 0 nastepujacych stezeniach koncowych:

- glicerol (3%, 6%, 12%),

- glicyn¢ (0.1 M, 0.2 M, 0.4 M),

- oktyloglukoze (0.5%, 1.0%, 2.0%),
- dioksan (3%, 6%, 12%),

- PEG 400 (5%, 10%, 20%).

Tabela 6.9. Przykladowy zestaw roztworéw rezerwuarowych shizacy optymalizacji warunku
siarczanowego nr 35.

0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO,

0.1 M HEPES pH 7.5 0.1 M Tris pH 8.5 0.1 M Gly/NaOH pH 9.5
30% PEG 2K MME 30% PEG 2K MME 30% PEG 2K MME

0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO,

0.1 M HEPES pH 7.5 0.1 M Tris pH 8.5 0.1 M Gly/NaOH pH 9.5
25% PEG 3350 25% PEG 3350 25% PEG 3350

0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO,

0.1 M HEPES pH 7.5 0.1 M Tris pH 8.5 0.1 M Gly/NaOH pH 9.5
30% PEG 4K 30% PEG 4K 30% PEG 4K

0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO, 0.2 M Li,SO,

0.1 M HEPES pH 7.5 0.1 M Tris pH 8.5 0.1 M Gly/NaOH pH 9.5
20% PEG 6K 20% PEG 6K 20% PEG 6K
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Przygotowywalam takze nowe zestawy roztworéw bazujace na warunku 35. Z
trzech skladnikow tego warunku jeden zawsze pozostawialam niezmieniony, a dwa
modyfikowatam (Tabela 6.9).

Pomimo optymalizacji warunkow siarczanowych, podczas ktorych nastawitam w
sumie ok. 500 kropel krystalizacyjnych, nie uzyskatam krysztatow nadajgcych si¢ do
pomiaréw dyfrakcyjnych.

Optymalizacja warunkow octanowych

Warunki zawierajace octany (Tabela 6.10) optymalizowatam uzywajac preparatow
biatka C, E i I. W tym przypadku krysztaty rowniez miaty rézny pokroj. Byly igtami,
ktére nie nadawaly si¢ nawet do testow rozpraszania (w dwoch warunkach
zawierajacych CH3COONa) lub rosty jako nieregularnie pozlepiane ptytki stabo rozpra-

szajgce promieniowanie rentgenowskie (w warunku z (CH3;COQO),Ca) (Rysunek 6.5)

Tabela 6.10. Warunki octanowe Kkrystalizacji biatka AnsA.

nazwa zestawu do krystalizacji (kod) producent sktad roztworu
numer warunku
Clear Strategy Screen | (MD1-14) MDL 0.3 M CH3;COONa
13 10% PEG 8K

10% PEG 1K
Clear Strategy Screen | (MD1-14) MDL 0.3 M CH3;COONa
19 8% PEG 20K

8% PEG 550 MME
Clear Strategy Screen Il (MD1-15) MDL 0.2 M (CH;CO0),Ca
12 8% PEG 20K

8% PEG 550 MME

Rysunek 6.5. Przyktady krysztatow biatka AnsA z nieoptymalizowanych warunkow octanowych.
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Podczas optymalizacji warunkéw octanowych przygotowywatam roztwory
zawierajagce CH3COONa lub (CH3COQ),Ca o roznych stezeniach, tgczone z réznymi
stezeniami i rodzajami glikoli polietylenowych (Tabela 6.11). Dodatkowo do roztworow
tych dodawatam bufory modyfikujac pH: cytrynianowy (0.1 M, pH 6.5), HEPES (0.1
M, pH 7.5) i Tris (0.1 M, pH 8.5). Podczas optymalizacji stosowatam temperaturg 19°C,
preparaty biatka E i | o stgzeniach 13 mg/mL i proporcje preparatu biatka do roztworu

rezerwuarowego: 1:3, 2:2, 3:1 uL.

Tabela 6.11. Poczatkowa optymalizacja warunkéw octanowych. Wymieniam zmienne elementy
roztworow rezerwuarowych i te ich wartosci, ktore byty stosowane. Jednostki podaj¢ w nawiasach.

CH3COONa [M] 0.2 03 0.4
(CH;CO0),Ca [M] 0.1 0.2 0.3

PEG 2K [%] 15 20 25 30

PEG 4K [%] 6912 15

PEG 3350 [%] 12 16 20 25

PEG 1K / PEG 8K [% /%] 6/6 8/8 10/10 12/12
PEG 550 MME / PEG 20K [% /%] 4/4 6/6 8/8 12/12

Pomimo nastawienia ok. 500 kropli nie uzyskatam zadnych krysztatow. Przy
nizszych st¢zeniach odczynnikow krople pozostawaty czyste, natomiast przy wyzszych
bialko stracalo si¢. Dlatego przystepujac do ponownych optymalizacji postanowitam
uzywac tylko oryginalnego komercyjnego roztworu, w ktorym uzyskiwatam krysztalty
pokroju ptytkowego: warunku 12 z zestawu Clear Strategy Screen Il (MD1-15) (MDL).

Ponownie nastawilam ok. 500 kropli. Nie mogac modyfikowaé stgzen
poszczegdlnych sktadnikow komercyjnej mieszaniny rozcienczalam ja przygotowujac
szereg nowych roztworow zawierajacych od 90 do 40% wyjsciowej mieszaniny (Tabela
6.12). Roztwory taczytam z ré6znymi odczynnikami o réznych stg¢zeniach. Nastawiatam
krople wiszace 1 siedzace w zmiennych proporcjach i objetosciach uzywajac preparatow
biatka C, E i | o roéznych st¢zeniach. Probowatam takze szczepi¢ krople zarodkami
krystalizacyjnymi uzywajac roznych technik wykonania tego zabiegu.

Ponowna optymalizacja warunku octanowego nr 12 z zestawu Clear Strategy
Screen Il (MD1-15) firmy MDL pozwolita uzyska¢ krysztaty w postaci oddzielnych
ptytek (Rysunek 6.6), ktore nadawaty si¢ do pomiaréw dyfrakcji. Krysztaly te rosty w
kroplach zawierajacych preparat biatka E (zawierajacy Tris 1 TCEP) o stezeniu 20
mg/mL w proporcji 1 pL biatka do 3 - 5 pL rezerwuaru, ktéry z kolei zawierat 60 - 80%
oryginalnego komercyjnego roztworu i dodatek 1 - 2% oktyloglukozy.
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Tabela 6.12. Ponowna optymalizacja warunku octanowego nr 12 z zestawu Clear Strategy Screen II.
Wymieniam zmienne elementy i te ich wartosci, ktore byty stosowane. Jednostki podaje w nawiasach.

zawarto$¢ komercyjnego roztworu [%] 90 80 75 70 65 60 50 40

pH roztworéw rezerwuarowych 6.5 (0.1 M bufor cytrynianowy)

7.5 (0.1 M HEPES)
8.5 (0.1 M Tris)
9.5 (0.1 M Gly/NaOH)

glicerol [%]

36 12

glicyna [M]

0.1 02 04 0.8

Arg/ Glu [mM/mM]

25/25 50/50 100/100

oktyloglukoza [%]

0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 4.0

dioksan [%]

3612

PEG 400 [%] 510 20
TMAO [M] 0.05 0.10 0.25
NDSB [M] 0.05 0.10 0.25
MPD [%] 3612

glikol etylenowy [%] 36 12
jeffamina M600 [%] 248

stezenia preparatu bialka [mg/mL] 7 10 13 16 20

proporcje sktadnikow kropli [puL]

1.6 15 1:4 1:3 1:2 2.3 1.1
6:1 5:1 4:1 3:1 221 3:2 2.2

temperatura [°C]

4 19 30

Rysunek 6.6. Przyktady krysztatow biatka AnsA ze zoptymalizowanego warunku nr 12 z zestawu Clear
Strategy Screen Il (MD1-15) firmy MDL .

6.2.5.3. Préby uzyskania krysztalow do badan dyfrakcyjnych

W zwigzku z zatozeniem, ze do rozwigzania struktury asparaginazy z Rhizobium

etli najprawdopodobniej nie wystarczy metoda podstawienia czasteczkowego, staratam
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si¢ rowniez uzyskaé krysztaly umozliwiajgce zarejestrowanie sygnatu anomalnego.
Wyprobowatam dwa podejécia: nasgczanie natywnych krysztatow biatka AnsA

kompleksem [TagBri2]Br, oraz krystalizacj¢ biatka znakowanego selenem.

Krysztaly nasaczane zwiazkiem tantalu

Do nasgczania wykorzystywatam krysztaty, ktore hodowatam nastawiajac wiele
kropel zoptymalizowanego warunku octanowego. Roztwoér [TagBri2]Br, dodawatam
bezposrednio do kropli z krysztatami, przy czym stosowatam rozne jego objetosci (0.2 —
1.0 pL) i stezenia (5 - 100 mM) w zaleznosci od wielko$ci kropli krystalizacyjnej i
ilosci/wielko$ci krysztalow. Nasgczanie prowadzitam w czasie od 1 do 16 godzin.

Przygotowane krysztaly byty koloru zielonego.

Krysztaly bialka znakowanego selenem

Oczyszczone biatko AnsA-Se dializowatam do roztworu zawierajacego 20 mM
Tris pH 7.5 1 5 mM TCEP, a nastgpnie zatgzatam do 16 mg/mL. Za pomocg robota
krystalizacyjnego nastawitam krople korzystajac z os$miu komercyjnych zestawow do
krystalizacji. Poszukiwanie wstgpnych warunkéw wykazato, ze znakowane atomami
selenu biatko krystalizuje w tych samych warunkach co biatko natywne. Nowy preparat
réwniez tworzyt pozrastane krysztaty w warunkach fosforanowych, siarczanowych oraz
octanowych. Postuzytam si¢ zatem oktyloglukoza, dzigki ktorej poprawitam pokrdj i
zdolno$ci dyfrakcyjne krysztalow biatka natywnego i w tak zoptymalizowanym
warunku octanowym uzyskatam krysztalty AnsA-Se w postaci pojedynczych ptytek.
Mimo podobnej morfologii znakowane krysztaty roznity si¢ od natywnych. Przede
wszystkim byly znacznie mniejsze, a podczas wytawiania ich z kropli zauwazytam, ze

sg elastyczne i trudno je przetamac, co jest raczej bardzo rzadko spotykane.

6.2.6. Pomiary dyfrakcji rentgenowskiej

Uzyskane przeze mnie krysztalty byly poddawane testom rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego na synchrotronie BESSY w Berlinie na linii
pomiarowej 14.2. Tam tez najlepsze krysztaly shuzyly do rejestracji danych
dyfrakcyjnych. Testy i pomiary krysztaldw wykonywatam osobiscie lub korzystatam z

118



6. Asparaginaza z Rhizobium etli (AnsA)

pomocy kolegéw z CBB, gdy nie miatam mozliwosci wyjazdu. Wszystkie pomiary
przeprowadzono w temperaturze 100 K zapewnionej przez strumien par azotu.
Przetestowane krioprotektanty (np. glicerol, PEG400) mialy zly wpltyw na jakosé
rozpraszania, dlatego krysztaly przygotowywane do pomiaréw byly osuszane, a
nastgpnie mrozone w ciektym azocie.

Sposrod  wszystkich krysztalow natywnego biatka AnsA uzyskanych ze
zoptymalizowanego warunku octanowego wybrano jeden, ktory najlepiej rozpraszat
promieniowanie rentgenowskie. Krysztat ten (Rysunek 6.7), a whasciwie jego fragment
(Tabela 6.13, krysztal P3) pozwolit na rejestracje zbioru danych o rozdzielczosci 1.5 A.
Podczas pomiaréw zastosowano standardowa dlugoéé fali (0.91841 A) przy ktérej, na

danej linii pomiarowej, wystepuje maksimum intensywnosci promieniowania.

Rysunek 6.7. Krysztal natywnego bialka AnsA rozpraszajacy promieniowanie rentgenowskie do 1.5 A.

Podjeto rowniez proby rejestracji sygnatu anomalnego. Niestety, elastyczne
krysztaly znakowanego biatka AnsA-Se w ogodle nie rozpraszaly promieniowania
rentgenowskiego. Z kolei krysztaty natywnego biatka nasgczone kompleksem tantalu
rozpraszaly znacznie gorzej od nienasaczonych. Mimo to, jeden z krysztalow
rozpraszajacy do rozdzielczoéci 3 A postuzyl do rejestracji zbioru obrazoéw przy
dtugosci fali (1.25 A) wybranej na podstawie krzywej fluorescencji (Tabela 6.13,
krysztat 16T). Krysztal ten podczas naswietlania ulegl zniszczeniom radiacyjnym,
dlatego od ok. 650 obrazu refleksy zaczety zanikac.

Przygotowane przeze mnie krysztaly zawierajace wprowadzone rdéznymi
metodami atomy specjalne Se i Ta nie pozwolily na uzyskanie zadowalajagcego wyniku.
Postanowilam zatem podja¢ probe rejestracji sygnatu anomalnego pochodzacego od
naturalnie wystepujacych w biatku atomoéw siarki, poniewaz nie wymagata ona
ingerencji w stosunkowo dobrze rozpraszajace krysztaly natywnego biatka AnsA.
Monomer AnsA (367 reszt aminokwasowych) zawiera az 21 atomow siarki w

tancuchach bocznych cysteiny i metioniny.
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Nowo przygotowane krysztaly natywnego bialtka AnsA ze zoptymalizowanego
warunku octanowego rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci 2.0
A. Najlepsze z nich wykorzystano do rejestracji zbioréw danych dyfrakcyjnych przy
dtugosci fali 1.9 i 2.0 A (Tabela 6.13), umozliwiajacych detekcje stabego sygnatu
anomalnego od atomow siarki. Kazdy krysztat poddawany byt dwu- lub trzykrotnemu
naswietlaniu w roznej orientacji, aby zapewni¢ wystarczajaco duza redundancje
niezb¢dng do rozwigzania struktury metodg SAD. To z kolei powodowato, ze krysztaty
ulegaly zniszczeniu i przestawaly rozpraszaé, jak w przypadku krysztatow 9asp i lasp,
dla ktorych rejestracja trzeciego zestawu danych zostata przerwana (Tabela 6.13).

Tabela 6.13. Zarejestrowane zbiory danych dyfrakcyjnych dla krysztalow biatka AnsA. Podatam

podstawowe parametry pomiarow z jednostkami w nawiasach, * oznacza zmiang ustawienia krysztatu
wzgledem wiazki, ktora uzyskana byta przez umysine zgiecie petelki zawierajacej krysztat.

nazwa numer dhugosé¢ odlegtosé poczatek czas liczba
krysztatu | zbioru fali detektora rejestracji oscylacja | naswietlania | obrazow
[A] [mm] [°] [°] [s]
P3 Nat-P3-7 | 0.91841 180 0 0.5 10 400
16T Ta-16T-4 | 1.255 202 30 0.5 5 720
S-9%asp-5 1.9 130 0 0.5 7 720
9asp S-%asp-6 1.9 135 0.3 0.5 7 720
S-9asp-7 1.9 140 0.6 0.5 7 210
S-lasp-5 1.9 100 0 0.5 5 720
lasp S-lasp-6 |19 95 0.25 0.5 5 720
S-lasp-7 1.9 110 * 0.5 5 322
S-T7asp-2 1.9 100 0 0.5 3 720
Tasp S-7asp-3 |19 110 * 0.25 3 720
S-T7asp-4 1.9 110 ** 0.25 3 720
AQ S-A9-z1 2.0 90 0 0.5 5 720
S-A9-22 2.0 95 0.25 0.5 5 720
A5 S-A5-3 2.0 100 0 1 8 360
S-A5-4 2.0 100 0.5 1 8 360

6.2.7. Weryfikacja danych dyfrakcyjnych

Wszystkie zarejestrowane zbiory danych dyfrakcyjnych (Tabela 6.13) podlegaty
procesowaniu, ktore umozliwiato ich weryfikacj¢. Przetwarzanie danych dyfrakcyjnych
wykonatam za pomocag programu XDS (Kabsch, 2010). W trakcie procesowania
ustalatam limit rozdzielczo$ci tak, aby uzyska¢ jak najwyzszg kompletnos¢ danych i
aby stosunek sygnatu do szumu <I/cI> w ostatnim przedziale rozdzielczosci byl bliski
2. Prawie wszystkie zbiory obrazow dyfrakcyjnych (za wyjatkiem ,,natywnego” Nat -

P3 - 7) procesowatam z zatozeniem ,,Friedel’s law = FALSE”, co umozliwia detekcje
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sygnalu anomalnego. Nie wszystkie zbiory danych dyfrakcyjnych udato si¢
przeprocesowac, dlatego prezentuje tylko te, dla ktorych wskaznikowanie, integracja i
skalowanie powiodty si¢ (Tabela 6.14).

Tabela 6.14. Wyniki przetwarzania zbiorow danych dyfrakcyjnych, ktérych procesowanie powiodto sie¢.

W nawiasach kwadratowych podano jednostki, a w okraglych warto$ci dotyczace ostatniego zakresu
rozdzielczosci.

parametry grupa |rozdziel-| mozai- | komp-
PUTET | komorki | przes- | czosé | kowosc 'I‘li)ostc letnosé R[g’/”]qe {f;i arfgr%]‘;‘i‘;
[A1[[]  |trzenna | [A] | [ [%] ’ ’ Y
77.98(90.00 .
Nat - 012 | 81 | 10.66 nie
P3-7 12}1:‘113 gggg P2, | 146 | 0197 | 372 | 604y | (50.0) | (1.98) | dotyczy
78.06 [90.00
Ta- 985 | 135 | 981 | slaby
16T - 4 13(1’35 38(1)%) P2r | 290 | 0151} 382 | 979y | 48.9) | 3.07) | 0d5.0A
S- 77.63(90.00
982 | 84 | 1154 | slaby
lasp- | 91.27|97.26 | P2 223 | 0429 | 358
5 P 113,01 190,00 1 90.6) | (26.8) | (4.36) | 0d4.7 A
S- 77.81(90.00
7asp- | 91.28(90.00 | P222 | 223 | 0350 | 700 | 203 | 204 | D00 | shaby
5 11430 90,00 ©3.1) | @2.1) | (7.00) | od 6.5
S- 77.86(90.00
971 | 86 | 1114 | staby
7asp- | 91.37]90.00 | P222, | 234 | 0376 | 3.53
3 P 114221 90.00 1 82.2) | (17.0) | (458) | 0od 7.0 A
S- 77.81(90.00

96.0 9.9 9.87
Tasp- | 91.39]90.00 | P222 2.34 0.393 3.36 797 | 266 | 342 brak

4 114.22{90.00
78.0890.00

S- 934 | 120 | 763 staby
123.13(90.17 | P2 245 | 0466 | 352

A9-71| o1 uel 9000 (71.8) | (32.6) | (2.92) | 0od3.3 A
77.87/90.00

S- 92.4 9.7 | 863 staby
122.13/90.08 | P2 251 | 0517 | 2.99

A9-22| 57 5sl 9000 92.7) | (29.7) | (3.26) | od2.5 A
78.2690.00

25_3 91.77(90.00 | P222 | 223 | 0481 | 6.56 (%'g) (ég'g) (g?g) brak
124.88/90.00 : ' '
78.2990.00

S- 986 | 166 | 9.12 staby
91.92(90.00 | P222 | 236 | 0481 | 6.94

A5-4 | 52 el a0 00 91.3) | (38.2) | (351) | od7.0 A

Niestety dane uzyskane w wyniku dyfrakcji promieniowania o dilugosci fali
lezacej w poblizu progu absorpcji atomow siarki nie nadajg si¢ do rozwigzania struktury
metoda SAD, ze wzgledu na brak wystarczajaco silnego sygnatu anomalnego.
Przeprocesowane dane pochodzace ze zbioru obrazoéw Ta - 16T - 4 takze nie nadajg si¢

do dalszych obliczen z tego samego powodu. Jedynie zbidr obrazéw dyfrakcyjnych Nat
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- P3 - 7, zarejestrowanych dla najlepiej rozpraszajacego krysztalu natywnego biatka
AnsA (P3) przy uzyciu promieniowania o maksymalnej intensywnosci (A = 0.91841 A)
udato mi si¢ przetworzy¢ w zbior refleksow, ktory kwalifikuje si¢ do dalszej obrobki.
Co ciekawe, przeprocesowane dane wykazuja roézne grupy przestrzenne o
zblizonych stalych sieciowych. Aby skontrolowa¢ obecnos¢ osi S$rubowych
przeprowadzitlam analize wygaszen systematycznych, jednak wynik nie byt do konca

jednoznaczny. Nie udato mi si¢ wigc stwierdzi¢, czy rozne grupy przestrzenne
poszczegbdlnych zestawoéw danych wynikajg z faktycznych réznic w symetrii

krysztalow, czy jest to jedynie artefakt spowodowany ztg jakoscig danych.

Rysunek 6.8. Przyktadowe obrazy dyfrakcyjne zarejestrowane dla krysztalu A5, pochodzace z tego
samego zbioru S - A5 - 3: obrazy nr 210 (a) oraz nr 120 (c). Naroznik detektora odpowiada rozdzielczosci
2.1 A. Zaznaczone czerwong linig fragmenty obrazéw, prezentuje na powiekszeniach (b i d). Obraz (c)

zostat zarejestrowany po obrocie krysztatu o kat 9=90°, w stosunku do obrazu (a).
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W zwigzku z przedstawionymi powyzej problemami, wszystkie zgromadzone dla
biatka AnsA zbiory obrazéw dyfrakcyjnych poddatam réwniez ocenie wizualnej.
Analize tg przeprowadzitam w programie Adxv (Adxv, 2013), ktoéry umozliwia szybkie
wyswietlenie kolejnych dwuwymiarowych obrazéow zarejestrowanych podczas danego
eksperymentu dyfrakcyjnego. Dzigki temu zauwazytam, ze wszystkie krysztaty (nasa-
czane zwiazkiem tantalu oraz natywne) rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie
anizotropowo, tj. nastgpowata zmiana w jakos$ci rozpraszania w zaleznos$ci od orientacji
krysztatu. W kazdym ze zbiorow w pewnych kierunkach obserwowatam refleksy, ktore
nie byly wyraznie rozdzielone, lecz taczyly si¢ w smugi (Rysunek 6.8). Taki efekt
,rozmytych” reflekséw wynika¢ moze z cze$ciowego nieuporzadkowania krysztatu w

tym kierunku lub ze zbliZniaczenia, jednak dalszych analiz juz nie przeprowadzatam.

6.2.8. Ocena jakosci preparatu bialka

Oczyszczone preparaty biatka AnsA i AnsA-Se przed krystalizacja poddawane

byly ocenie jakosciowej. Weryfikowatam rézne cechy biatka réznymi metodami.

6.2.8.1. Test aktywnosci enzymatycznej

Charakterystyka biochemiczna biatka AnsA jest dobrze znana i opublikowana
(Moreno-Enriquez et al., 2012). Celem testu enzymatycznego jaki zaplanowatam dla
biatka AnsA bylo sprawdzenie, czy uzyskany przeze mnie preparat jest aktywny w
temperaturze krystalizacji, tj. 19°C. Test polegal na reakcji hydrolizy asparaginy i
$ledzeniu jej postepu W czasie za pomocg detekcji powstajgcych jonéw amonowych. Do
kolorymetrycznego oznaczenia stezenia jonéw NH4* stosowatam odczynnik Nesslera.
Jest to zasadowy roztwor tetrajodortecianu (II) potasu Ky[Hgls], ktory wchodzac w
reakcje z jonami NH," tworzy zwigzek kompleksowy NH,Hg,Ol 0 zabarwieniu zotto-

pomaranczowym:
NH,CI + 2 K,[Hgls] + 4 KOH — NH,Hg,0l + KCI + 7 KI + 3 H,0

Podstawa przeprowadzonego przeze mnie testu aktywnosci enzymatycznej byty
eksperymenty, jakie opisata dr Karolina Michalska w swojej rozprawie doktorskiej
(Michalska, 2007). Przygotowanie testu wymagato kilku wstepnych eksperymentow,

podczas ktorych dobralam odpowiednie stezenia substratu (L-Asn) i enzymu, oraz
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proporcje wszystkich odczynnikow, tak aby wyniki pomiaréw kolorymetrycznych
znajdowaty si¢ w wiarygodnym zakresie.

Dopracowany test polegat na prowadzeniu reakcji w objetosci 1 mL, w buforze o
pH 7.5 (20 mM Tris), w standardowej temperaturze krystalizacji (19°C). Mieszanina
reakcyjna zawierata L-Asn 0 koncowym stezeniu 10 mM i 5 pug enzymu AnsA. W
dziesigciominutowych odstepach czasu pobieratam probke mieszaniny (50 uL) do
ktorej dodawatam 100 pL 15% kwasu trichlorooctowego aby zatrzymaé reakcje.
Nastepnie mieszaning reakcyjng rozdzielatam na trzy rowne porcje po 40 pL i do kazde;j
dodawatam 760 pL odczynnika Nesslera rozcienczonego woda w stosunku 1:6.5.
Absorbancje roztworéw mierzytam po 20 minutach przy dtugosci fali A= 414 nm. Trzy
pomiary dla rozdzielonej probki usredniatam. Stezenie jondw NH;  odczytywatam z
krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla roztwordow siarczanu amonu. Jako probe $lepa
stosowatam analogiczng mieszaning bez dodatku enzymu. Wyniki testu pokazuja, ze
biatko AnsA jest aktywne, poniewaz wraz z uptlywem czasu reakcji stezenie jonow

amonowych roénie (Tabela 6.15).

Tabela 6.15. Wyniki testu aktywno$ci enzymatycznej enzymu AnsA.

czas reakcji [min.] 10 |20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90 |100 110

stezenie jonow NH, [uM] | 56 |92 | 114 | 130 | 136 | 142 | 144 | 148 | 150 | 150 | 152

6.2.8.2. Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Biatko AnsA poddawatam rowniez testom na analizatorze Zetasizer Nano
(Malvern Instruments Ltd.), ktory wykorzystuje zjawisko dynamicznego rozpraszania
$wiatla do okreslania stopnia dyspersji i promienia hydrodynamicznego czasteczek
zawartych w roztworze. Dzigki pomiarom DLS mogtam stwierdzié, czy otrzymywane
przeze mnie preparaty bialka s3g homogenne.

Za pomoca DLS badatam wszystkie preparaty AnsA oraz AnsA-Se, ktore
poddawalam krystalizacji. Preparaty te roznity si¢ sktadem: zawieraly rézne bufory
(Tris, fosforanowy), rozne czynniki redukujace (B-merkaptoetanol, DTT, TCEP), rdzne
dodatkowe odczynniki (NaCl, L-Asp, glicerol) i rozne stgzenie biatka. Pomiary wyko-
nywatam dla preparatéw $wiezo oczyszczonych, przechowywanych w 4°C przez rdzny
okres czasu (niekiedy do miesigca) oraz rozmrozonych po przechowywaniu w -80°C.

Dzigki pomiarom DLS mogtam weryfikowaé, czy nowo przygotowane preparaty
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r6éznig si¢ od wczesniejszych i czy ewentualne roéznice wplywaja w jaki§ sposob na
wyniki Kkrystalizacji, lub tez czy przechowywany preparat pozostal niezmieniony i
mozna oczekiwac podobnych efektow krystalizacji.

Dzielgec wszystkie preparaty wedlug wynikow pomiaréw DLS na dwie kategorie:
dobre - wskazujace na obecnos$¢ rozpuszczalnego biatka oraz negatywne - ze wzgledu
na obecnos¢ agregatow, mogtam okreslic czynniki powodujace destabilizacj¢ biatka
AnsA/AnsA-Se. Jednym z nich jest brak czynnika redukujgcego (Rysunek 6.9), a
drugim czas przechowywania preparatu w 4°C (Rysunek 6.10). Najdtuzej, nawet
miesigc, w niezmienionym stanie pozostawaly preparaty o nizszym stgzeniu biatka (do
10 mg/mL) jednocze$nie zawierajace TCEP, podczas gdy pozostate powoli agregowaty.

Bioragc pod uwage jedynie preparaty zawierajace rozpuszczalne biatko wyniki
pomiarow DLS byly bardzo podobne. Badane probki zawieraty pule jednorodnych
czagsteczek (nie agregatow) o czym $wiadczyl jeden monodyspersyjny pik na wykresach
rozktadu wielkosci czasteczek (Rysunki 6.11, 6.12, 6.13, 6.14). Zatem preparaty te byly
homogenne. Promien obserwowanych czasteczek najczgéciej wynosit ok. 3.5 nm
(Rysunek 6.12), cho¢ zdarzaty si¢ rowniez tak skrajne wyniki jak ok. 3.2 nm (Rysunek
6.14), czy ok. 3.9 nm (Rysunek 6.11). Rozbieznosci sg glownie efektem bigdu
pomiarowego wynikajacego z réznych lepkosci preparatéw, cho¢ sam blad
obliczeniowy réwniez ma spore znaczenie. Dla przyktadu, pokazuje¢ wyniki dwoéch
identycznie przeprowadzonych pomiaréw tej samej probki (Rysunki 6.12 i 6.13). Co
wigcej, nawet podczas jednego pomiaru analizator podaje dwa (czasem znacznie
roznigce si¢) wyniki promienia czgsteczek liczone dwoma roéznymi algorytmami
(Rysunki 6.11 i 6.13). Oszacowana masa biatka jest obarczona jeszcze wigkszym
bledem, poniewaz liczona jest z promienia dla obiektu idealnie sferycznego. Tak wigc
uzyskany zakres 52 - 80 kDa s$wiadczy jedynie o tym, ze ksztalt molekut
rozpuszczalnych biatek AnsA/AnsA-Se w roztworze odbiega od sferycznego.

Przygotowatam réwniez kilka testow, w ktorych wykorzystywatam DLS do
analizy wplywu dodatkowych czynnikow fizyko-chemicznych na homogenno$é¢
preparatu biatka AnsA. Testowalam wptyw temperatury wykonujac pomiary w 15, 18,
24 1 30°C dla tych samych probek. Porownywatam wyniki DLS dla specjalnie
przygotowanych preparatow biatka rdznigcych si¢ jedynie wartoscig pH w zakresie 6.0
— 9.0, czy tez zawierajacych rézne kationy czgsto wystepujace w warunkach,
krystalizacyjnych (dodatki 5 mM Ca,Cl, KCI, NaCl, LiCl lub Mg,Cl). Zadna z tych

zmiennych nie miata znaczgcego wptywu na wyniki pomiaréw DLS.
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Rysunek 6.9. Przyktadowy wynik pomiaru DLS dla zagregowanego preparatu AnsA, ktory nie zawierat
czynnika redukujgcego (preparat F: 13 mg/mL biatka AnsA, 20 mM Tris, pH 7.5).

AnsA C=----- 3
Record Number: 42 File Name: AnsA_ok16mgmlIKRY.dts
Temperature (*C): Meas Date & Time: 28 January 2012 14:49:33
Derived Count Rate (kcps): 686.1 Solvent: buffer_bejger_Tris20
Intercept:  0.910 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius Estimated MW (= SD) (KDa): 9 6726 + 6.85¢+06

Z.Average (+ SD) (rnm): 5758 + 407.7 %Polydispersity: 708
Polydispersity Index: 0.501 Sample Polydispersity: Polydisperse
Distribution Results Est. MW (KDa) Peak
Mode = SD (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 136.1 + 15.66 114 331e+b+ 8.3%+4 92 38 Monodisperse
Peak2: 4738 £1256 248 6.13e+6+ 9.80e+5 734 59.6 Palydisperse
Peak 3: 2872 +3318 137 416e+8+ 3 17e+7 174 366 Monodisperse
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
4 4
£ £
T : : |5
é 3 5 5 E 3
z : : F
Z 2 : : E 2
2 5 : E
1 : : h 1
0 i ‘ 0
0.001 0.1 10 1000 100000 0.001 0.1 10 1000 100000
Size (r.nm) Size (r.nmj)
Record 42: AnsA C=—- ]| —— Record 42: AnsA C=——1 J

*The molecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.

Rysunek 6.10. Przyktadowy wynik pomiaru DLS zagregowanego preparatu AnsA, ktory byt przechowy-
wany w 4°C przez miesigc. Preparat zawieral: biatko AnsA 20 mg/mL, 20 mM Tris pH 7.5, 5 mM TCEP.

AnsA_miesiacw4C_20mgmL 1

Record Number: 58 File Name: AnsA_ok16mgmIKRY.dts
Temperature (°C): Meas Date & Time: 14 May 2012 14:37:16
Derived Count Rate (kcps): 470.1 Solvent: buffer_bejger_Tris20
Intercept: 0934 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius Estimated MW (= SD) (KDa): 4.53e5 £ 2 42405

I -Average (+ SD) (r.nm): 1556 + 8319 %Polydispersity: 53.5
Polydispersity Index: 0.236 Sample Polydispersity: Polydisperse
Distribution Results Est. MW (KDa) Peak
Mode £ SD (nm)  %Pd (Mode + SDy % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 188.0 + 44.67 227 T.05e+5+ 178e+h 100.0 100.0 Polydisperse
Peak 2: 0.000 + 0.000 0 00+0.0 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 + 0.000 0 00+ 0.0 0.0 0.0
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
g . g
T : T
= B : - &
H : £
25 : g5
o o
o o
= 4 e 4
] E
é 3 é 3
-2 2
1 1
o o
0.001 0.1 10 1000 100000 0.001 0.1 10 1000 100000
Size (r.nm} Size (r.nm}
Record 58: AnsA_miesiacw4C_20mgmL 1 [—— Record 58 AnsA_miesiacw4C_20mgmL 1

*The molecular weight reported here iz only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.
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Rysunek 6.11. Przyktadowy wynik pomiaru DLS dla preparatu AnsA, ktory zawierat glicerol (preparat

G: 13 mg/mL biatka AnsA, 20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM TCEP,

5% glicerol).

AnsA_BG+2
Record Number: 53 File Name: AnsA_ok16mgmIKRY.dts
Temperature {*C): Meas Date & Time: 03 February 2012 17:34:21
Derived Count Rate (kcps): 303.5 Solvent: buffer_bejger_Tris20
Intercept: 0.950 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius
Z Average (= SD) (rnm): 3.772 £ 0.7451
Polydispersity Index: 0.039

Estimated MW (= SD) (KDa):
Y%Polydispersity:
Sample Polydispersity:

75.2
19.8
Monodisperse

+14.9

Distribution Results

Est. MW (KDa) Peak
Mode + SD (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 3.878 + 0.7592 19.3 802+ 16.0 100.0 100.0 Manodisperse
Peak 2: 0.000 + 0.000 0 0.0+ 00 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 + 0.000 0 0000 0.0 0.0
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
10 10
2 2
g g
= o
é [ § [
= =
w4 E 4
2z 2z
0 0
0.001 0.1 10 1000 100000 0.001 0.1 10 1000 100000
Size (r.nm} Size (r.nm}
Record 53: AnsA_BG+ 2| Record 53: AnsA_BG+ 2|

*The molecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.

Rysunek 6.12. Przyktadowy wynik pierwszego pomiaru DLS
roztworu byty: biatko AnsA 13 mg/mL, 20 mM Tris, pH 7.5, 5

AnsAB=TCEP 1

dla preparatu AnsA, w ktorym sktadnikami
mM TCEP (preparat E).

Record Number: 34 File Name: AnsA_ok16mgmlKRY.dts
Temperature (°C): Meas Date & Time: 28 January 2012 14:21:34
Derived Count Rate (kcps): 302.1 Solvent: buffer_bejger_Tris20
Intercept: 0.945 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius
Z-Average (+ SD) [rnm): 3.573 £ 1.169
Polydispersity Index: 0.107

Estimated MW (+ SD) (KDa):
YuPolydispersity:
Sample Polydispersity:

66.2
327

217

Polydisperse

Distribution Results

Est. MW (KDa) Peak
Mode + SD (nm)  %Pd (Mode + SD) % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 3.536 + 0.4854 137 46+ 89 100.0 100.0 Monodisperse
Peak 2: 0.000 + 0.000 0 0000 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 +0.000 0 00+00 0.0 0.0
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
12 14
10 12
= £ 1
P :
= g ®
z° =
z §°
2 4 5
E F o4
2 2
o 0
0.001 0.1 10 1000 100000 0.001 01 10 1000 100000
Size (r.nm} Size (r.nm}
Record 34: AnsA B=TCEP 1 Record 34: AnsA B=TCEP 1

*The molecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.
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Rysunek 6.13. Przyktadowy wynik drugiego pomiaru DLS dla preparatu AnsA, w ktorym sktadnikami
roztworu byly: biatko AnsA 13 mg/mL, 20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM TCEP (preparat E).

AnsA B=TCEP 2

Record Number: 35 File Name: AnsA_ok16mgmIKRY.dts
Temperature (*C): Meas Date & Time: 28 January 2012 14:24:02
Derived Count Rate (kcps): 3024 Solvent: buffer_bejger Tris20
Intercept: 0.946 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius
Z-Average (+ SD) (.nm):
Polydispersity Index: 0.114

3.517 £ 1.189

Estimated MW (= SD) (KDa):
%Polydispersity:
Sample Polydispersity:

63.9
338
Polydisperse

£216

Distribution Results

Est. MW (KDa) Peak
Mode £ SD (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass  Polydispersity
Peak 1: 3.376 + 0.4440 12.8 580+ 79 100.0 100.0 Monodisperse
Peak 2: 0.000 + 0.000 0 0.0+00 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 + 0.000 0 0.0+0.0 0.0 0.0
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
14 14
12 12
E 10 E 10
g 8 5 8
z o
% 6 5 6
= "
2 2
0 0
0.001 0.1 10 1000 100000 0.001 0.1 10 1000 100000
Size (r.nm) Size (r.nm)
Record 35 AnsA B=TCEP 2| Record 35 AnsA B=TCEP 2|

*The melecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.

Rysunek 6.14. Przyktadowy wynik pomiaru DLS dla prep
AnsA-Se 16 mg/mL, 20 mM Tris, pH 7.5, 5 mM TCEP.

AnsA_Se_rozmrozona_15mgmL 3

aratu AnsA-Se. Preparat zawieral

Record Number: 63 File Name: AnsA_dojrzala.dts
Temperature (°C): Meas Date & Time: 29 April 2014 17:00:44
Derived Count Rate (kcps): 3094 Solvent: buffer_bejger
Intercept: 0.890 Measurement quality:

Hydrodynamic Radius
I Average (£ SD) (rnm): 3.278 + 0.8191
Polydispersity Index: 0.062

Estimated MW (+ SD) (KDa):
Y%Polydispersity:
Sample Polydispersity:

542 £135

250
: Polydisperse

Distribution Results

. biatko

Est. MW (KDa) Peak
Mode = SD (nm)  %Pd (Mode + SD)* % Intensity % Mass Polydispersity
Peak 1: 3.224 + 0.5992 17.8 521+ 103 100.0 100.0 Monodisperse
Peak 2: 0.000 £ 0.000 0 00+00 0.0 0.0
Peak 3: 0.000 + 0.000 0 0.0=+00 0.0 0.0
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Mass
10 12
5 10
g g
) g &
5 6 g
o o
z 5 8
T4 E
2 3 4
2 2
0 0
0.001 0.1 10 1000 100000 0.0 0.1 10 1000 100000
Size (r.nm} Size (r.nm)
Record 63: AnsA_Se_rozmrozona_15mgmL 3| Record 63: AnsA_Se_rozmrozona_15mgmL 3|

*The melecular weight reported here is only an estimate, calculated using an empirical mass vs. size calibration curve.
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6.2.8.3. Spektrometria mas

Preparaty bialka AnsA zostaly poddane analizie w spektrometrze masowym
MALDI-TOF/TOF  (UltrafleXtreme, Bruker) przeprowadzonej w  Pracowni
Spektrometrii Mass IChB PAN. Tozsamos¢ oczyszczonego enzymu AnsA potwierdzono
stosujac analityczng technike PMF (ang. Peptide Mass Fingerprinting), czyli
peptydowego odcisku palca, w ktorej widmo masowe peptydow uzyskanych po
trawieniu enzymami proteolitycznymi poréwnuje si¢ z widmami znajdujagcymi sie¢ W
bazie danych. Spektrometria mas wykazata ponadto, ze monomer AnsA ma mas¢
39588.378 Da co odpowiada teoretycznie wyliczonej w programie ProtParam masie
rekombinowanego biatka AnsA (39.5 kDa) uwzgledniajacej sze$¢ aminokwasow
pozostajacych na N-koncu po odcigciu znacznika histydynowego. Z kolei masa
wyznaczona dla monomeru AnsA-Se wynosita 40108.326 Da, co oznacza, ze oK.
jedenascie (z trzynastu obecnych w monomerze) reszt metioninowych zostato

podstawionych Se-Met.

6.3. Dyskusja wynikéw

6.3.1. Weryfikacja wydajnosSci proceséw produkcji i oczyszczania biatka AnsA

Optymalizacje procesu produkcji biatka AnsA przeprowadzitam bez wigkszych
probleméw 1 szybko uzyskalam zadowalajace rezultaty. Ekspresje natywnego biatka
AnsA prowadzitam z plazmidowego wektora ekspresyjnego pET-Re-AnsA w
komorkach BL21Star, w pozywce TB, w temperaturze 25°C, indukujac ja 0.2 mM
IPTG. Ekspresj¢ biatka AnsA-Se prowadzitam w bardzo podobnych warunkach,
indukujac ja 0.1 mM IPTG 1 stosujac pozywke minimalng, w ktorej] metioning
zastgpitam selenometioning. Ustalone warunki ekspresji zapewnialy produkcje
rozpuszczalnych biatek w ilo$ciach pozwalajacych na wydajne oczyszczanie, dlatego
nie kontynuowatam optymalizacji tego etapu.

Opracowany przeze mnie ostateczny protokot oczyszczania (Tabela 6.4)
umozliwia uzyskiwanie 14 mg czystego biatka AnsA z 4 g osadu komorkowego i 10 mg
czystego biatka AnsA-Se rowniez z 4 g osadu komorkowego. Procedura sktada si¢ z
His

etapow: liza, chromatografia powinowactwa, cigcie proteaza TEV' ™, chromatografia

powinowactwa, chromatografia zelowa, wymiana buforu. Poszczegélne etapy zostaly
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przeze mnie dopracowane co do ilosci zuzywanych odczynnikéw, ich proporcji
wzgledem oczyszczanego preparatu oraz czasu trwania konkretnych krokow
oczyszczania.

Poczatkowo staratam sie¢, aby protokdt oczyszczania zawieral jedynie niezbgdne
etapy i byt na tyle krotki, aby umozliwi¢ uzyskanie czystego bialka w dwa dni.
Ostateczny protokot zawiera dwa dodatkowe etapy, co wydtuza poczatkowa procedure
do trzech dni. Jednak biatka AnsA i AnsA-Se sa wyjatkowo stabilne, niewrazliwe na
zmiany temperatury i stezenia odczynnikow. Nieznacznie strgcaja si¢ jedynie podczas
zat¢zania. Cecha ta pozwala pracowa¢ bez pospiechu i obawy, ze przedtuzona
procedura spowoduje znaczne straty AnsA i AnsA-Se.

Potozytam zatem nacisk na wydajno$¢ protokolu i jako$¢ uzyskiwanego
preparatu kosztem czasu poswigconego na poszczegdlne etapy. Wydtuzytam proces lizy,
czas inkubacji bialek ze zlozem niklowym oraz zwigkszylam ilo§¢ roztworu
wykorzystywanego do przemywania bialek zwigzanych do zloza. Dodany etap
chromatografii zelowej stuzy ,,doszlifowaniu” czystosci preparatu (ang. polishing step).

W trakcie catej procedury stosuj¢ zasadniczo cztery odczynniki: Tris, NaCl, -
merkaptoetanol i imidazol, natomiast na jej koncu dializuj¢ oczyszczone biatko do
roztworu zawierajacego jedynie Tris i TCEP. Mogltabym skroci¢ protokdt zmieniajac
sktad roztworu juz podczas chromatografii zelowej, jednak usunigcie soli mogtoby
niekorzystnie wptynag¢ na prowadzony rozdziat biatek. Ponadto podczas dializy
(prowadzonej na zatgzonym preparacie, zatem w malych objetosciach) zuzywam mniej
czynnika redukujacego niz podczas chromatografii, co prowadzi do oszczgdnosci
drogiego odczynnika - TCEP. Wyodrgbnienie tego ostatniego etapu - zmiany sktadu
roztworu bialtka ma jeszcze jedng zalete. Nie zmieniajac zasadniczej procedury
oczyszczania mozna przygotowac preparat biatka w dowolnych roztworach, co przydato

si¢ podczas poszukiwania wstepnych warunkéw krystalizacji.

6.3.2. Ocena jakosci preparatu bialka

Wyprodukowane i1 oczyszczone metodami biotechnologicznymi biatka AnsA 1
AnsA-Se sg preparatami dobrej jakosci, homogennymi, charakteryzujacymi si¢ znaczng
stabilno$cig potwierdzong wynikami pomiaréw DLS. Maksymalne stezenia jakie mozna
uzyska¢ zatgzajac biatka AnsA 1 AnsA-Se to odpowiednio 30 i 25 mg/mL.

Potwierdzitam réwniez, ze biatko AnsA jest aktywne w warunkach krystalizacyjnych.
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Za pomoca spektrometrii mas zweryfikowalam tozsamos$¢ oczyszczonych bialek, jak
réwniez obecnos$¢ atomow selenu w biatku AnsA-Se.

Oba biatka sg rozpuszczalne w do$¢ roznorodnych roztworach, toleruja pH w
zakresie 6 - 9 oraz zupelny brak soli. Warunkiem stabilno$ci obu preparatow jest jednak
obecnos$¢ czynnika redukujacego, poniewaz jego brak powoduje stracanie si¢ biatka, co
wida¢ na filtrach podczas zatezania, w kroplach krystalizacyjnych oraz w wynikach
pomiarow DLS. Kluczowym sktadnikiem preparatow byl TCEP, ktory znaczaco i na
dtugo poprawiat rozpuszczalno$¢ bialek.

Aby zabezpieczy¢ bialka, najczgsciej mrozitam je w -80°C w matych 50 pL
porcjach, poniewaz ten sam preparat przed mrozeniem i po rozmrozeniu tak samo
krystalizowal oraz dawat bardzo zblizone wyniki pomiaréw DLS. Mozliwe byto
rowniez przechowywanie preparatow W 4°C, przy czym im wyzsze bylo stezenie bialka,

tym szybciej stracato si¢ 0ON0 w miare uptywu czasu.

6.3.3. Analiza prob krystalizacyjnych

Podsumowujac etap krystalizacji moge stwierdzié, ze zarbwno natywne biatko
AnsA jak i znakowane biatko AnsA-Se chetnie i do$¢ szybko (po 1 - 14 dniach)
krystalizuje w warunkach zawierajacych fosforany, siarczany i octany, przy czym jako$¢
dyfrakcji na tych krysztatach jest bardzo zréznicowana. Warunkiem koniecznym do
uzyskania krysztatow jest odpowiedni sktad preparatu biatka, ktory wyklucza zawartos¢
soli. Wazna jest tez obecnos¢ czynnika redukujgcego, powstrzymujacego przedwczesne
stracanie si¢ biatka.

Znalezione podczas krystalizacji przesiewowych wstepne warunki krystalizacyjne
trzykrotnie optymalizowatam, wykorzystujac cztery rézne preparaty biatka. Pierwsza
optymalizacje prowadzitam dla warunkow fosforanowych i preparatu B (15 mg/mL
biatko AnsA, 20 mM Tris pH 7.5, 5 mM B-merkaptoetanol). Ponowna optymalizacja,
ktora byta prowadzona jednoczesnie dla dwoch preparatéw zawierajacych Tris pH 7.5 i
TCEP, ale roznigcych si¢ obecnoscig lub brakiem L-Asp, dotyczyta juz trzech typow
warunkow (fosforanowe, siarczanowe, octanowe). Trzecie podejscie do optymalizacji
trzech typow warunkéw wynikato z pomystu, ze zmiana pH preparatu biatka (ktory
zawieral (KoH/NaH;)PO,4 pH 9.0 i TCEP) moze wptynaé na jakosc dyfrakcji, co jednak
nie sprawdzito sig.

Sposrod o$miu warunkéw krystalizacyjnych (podzielonych przeze mnie na trzy
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typy: fosforanowe, siarczanowe, octanowe) tylko jeden udato mi si¢ zoptymalizowa¢ na
tyle, by moc przeprowadzi¢ rejestracj¢ danych dyfrakcyjnych. Byt to warunek
octanowy, konkretnie nr 12 z zestawu Clear Strategy Screen 1l (MD1-15) firmy MDL,
ktory w polagczeniu z oktyloglukozg, pozwalal uzyskiwaé krysztaly w postaci
rozdzielonych ptytek. Co ciekawe znajdujace si¢ w tym warunku jony Ca?*, ewidentnie
poprawiajace morfologi¢ krysztaldéw, znane sa z tego, ze powoduja obnizenie
aktywno$ci asparaginazy z Rhizobium etli (Moreno-Enriquez et al., 2012). Najlepsze
uzyskiwane przeze mnie krysztaty biatka AnsA rozpraszaly promieniowanie
synchrotronowe do rozdzielczoéci 2.2 A i tylko raz udalo mi si¢ uzyskaé krysztat

rozpraszajacy do 1.5 A.

6.3.4. Cechy krysztalow a jako$¢ dyfrakcji

Krysztaty, jakie wyrosty w zmodyfikowanym warunku octanowym, opracowanym
dzigki zakrojonej na szeroka skale optymalizacji, byty pokroju ptytkowego, stosunkowo
duze 1 silnie rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie. Jednocze$nie, jak wynika z
przeprowadzonej weryfikacji, jako$¢ zarejestrowanych danych zmieniala si¢ w
zaleznosci od kierunku padania wigzki promieniowania na krysztal. Mimo tej znaczacej
wady, wszystkie zarejestrowane w niniejszym projekcie dane pochodzg zasadniczo
tylko z tego jednego rodzaju krysztalow, poniewaz byty one jedynymi, ktore nadawaty
si¢ do eksperymentow dyfrakcyjnych 1 lepszych, mimo wielu prob, nie uzyskatam.

W zwigzku z przyjeta strategia, ktora zaktadata wykorzystanie sygnatlu
anomalnego do rozwigzania struktury krystalicznej, krysztaly natywnego bialka AnsA
nasgczalam kompleksem tantalu [TagBri»]Br, celem wprowadzenia do nich atomow
specjalnych. Niestety taka ingerencja w sktad krysztalow znaczaco pogarszata ich
zdolno$¢ rozpraszania, jeszcze bardziej komplikujgc sytuacje. Wynik byt taki, ze
przeprocesowane dane nie zawieraly satysfakcjonujacego sygnatu anomalnego
pochodzacego od atoméw tantalu. Zaniechatam zatem dalszych prob nasaczania
krysztaldow (roOwniez innymi zwigzkami) i postanowitam podja¢ probe zarejestrowania
sygnalu anomalnego pochodzacego od naturalnie wystepujacych w biatku atomow
siarki. Korzystajac z natywnych krysztalow AnsA, zarejestrowano kilka zbioréw
danych, naswietlajac krysztaty promieniowaniem o dhugoéci fali A ok. 2 A. Niestety
krysztaly te zle znosily dluga 1 wielokrotng ekspozycje na promieniowanie

rentgenowskie, ktorej celem byto uzyskanie duzej redundancji, niezbgdnej do
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uchwycenia naturalnie stabego sygnalu pochodzacego od atoméw siarki. I w tych
przypadkach anizotropia krysztatdéw uniemozliwita uzyskanie odpowiednich danych.

Trzeci rodzaj atoméw specjalnych, jakie planowatam wykorzysta¢ do uzyskania
sygnatu anomalnego, to atomy selenu. Wprowadzatam je do struktury biatka AnsA juz
na etapie jego produkcji. Mimo, ze wlasciwosci preparatu AnsA-Se (rozpuszczalno$é,
stabilno$¢, widmo DLS) byty podobne do tych zaobserwowanych dla natywnej wersji
enzymu, biatko to stanowito pochodng, ktora potencjalnie mogta krystalizowa¢ zupetie
inaczej, co z kolei dawato nadzieje na krysztaly lepszej jakosci. Niestety oczekiwana
zmiana nie przyniosta pozytywnych efektow, poniewaz elastyczne krysztaty AnsA-Se w
ogole nie rozpraszaly promieniowania rentgenowskiego.

Sposrod wszystkich zarejestrowanych zbiorow danych dyfrakcyjnych do dalszych
prac nadaje si¢ tylko jeden, uzyskany podczas naswietlania krysztalu natywnego biatka
AnsA standardowym promieniowaniem o dtugosci 0.91841 A. Uzyty krysztal rowniez
rozpraszat anizotropowo, aczkolwiek jednoczesnie do najwyzszej rozdzielczosci (~1.5
A). Taki zestaw danych moze poshuzy¢ w przysztosci do rozwigzania struktury metoda
MR. Co prawda brak podobnej struktury, ktéora moglaby zosta¢ zastosowana jako
model, znacznie utrudnia zadanie. Jednak bardzo szybki rozwdj narzedzi
bioinformatycznych daje nadziej¢ na wygenerowanie modelu teoretycznego, ktory
bedzie wystarczajaco dobry do podstawienia czasteczkowego.

Moim zadaniem w projekcie dotyczacym asparaginazy z Rhizobium etli byto
przeprowadzenie obiektu badan przez wszystkie etapy dotyczace pracy z preparatem
biatkowym, umozliwiajace podjecie proby rozwigzania pierwszej struktury tego typu.
Konczac swoje zadanie przekazalam wszystkie zdobyte informacje i dane osobie, ktora

aktualnie pracuje nad rozwigzaniem struktury.
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7. Potasowo-zalezna asparaginaza z Phaseolus vulgaris

7.1. Jeden enzym w trzech wersjach

Prace nad asparaginaza potasowo-zalezng (PvAspGl) majg swoj poczatek w
Kanadzie, gdzie grupa dr Frederica Marsolais stworzyta plazmidowy wektor
ekspresyjny  (pProExHTb) zawierajacy c¢cDNA o  sekwencji  transkryptu
Phvul.0019g025000.1 z dojrzewajacych nasion fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris).
Wyprodukowane 1 oczyszczone biatko zostalo takze poddane badaniom kinetycznym,
ktore potwierdzity zaleznos¢ aktywnosci asparaginazowej enzymu od obecnosci jonow
potasu (Bejger et al., 2014).

Wektor ekspresyjny (pProExHTDb) zostal nastepnie przekazany prof. Mariuszowi
Jaskolskiemu, kierownikowi Centrum Badan Biokrystalograficznych IChB PAN w
Poznaniu. W CBB dr Barbara Imiotczyk wyprodukowata, oczyscita i wykrystalizowata
biatko. Podczas przygotowania preparatu biatka do krystalizacji analiza elektroforetycz-
na SDS-PAGE potwierdzita, ze PvAspG1 ulega procesowi dojrzewania, jaki zachodzi
rowniez w przypadku roslinnych asparaginaz potasowo-niezaleznych, a ktory polega na
autokatalitycznym cigciu tancucha polipeptydowego na podjednostki a i . Stwierdzono
réwniez, ze obie podjednostki maja spodziewang masg 21 kDa (a)) i 13.6 kDa (p).

Aby ustali¢ molekularne/strukturalne podtoze zalezno$ci tej asparaginazy od
jondéw potasu, stworzone zostaly trzy wersje preparatu biatka réznigce si¢ zawarto$cia
jonéw metali: jedna przy uzyciu samych jondw potasu (PvAspG1-K), jedna przy uzyciu
samych jonow sodu (PvAspGl-Na) oraz jedna przy uzyciu obu rodzajow jonoéw
(PvAspG1-K/Na) (Bejger et al., 2014). Wszystkie trzy preparaty wykrystalizowaty w
roztworze zawierajacym azotan sodu (Tabela 7.1). W przypadku preparatu PvAspG1-K,
chcac unikngé zmieszania jonéw K* i Na* w kropli krystalizacyjnej, podjeto rowniez
proby wykrystalizowania biatka w azotanie potasu, ktory jednak nie indukowat
nukleacji. Najlepszym z przetestowanych krioprotektantow okazat si¢ rowniez NaNOs.
Ponownie, aby nie dopusci¢ do niepotrzebnego dodania jonow sodu, pomiary dyfrakcji
krysztalu PvAspG1-K zostaty wykonane inaczej niz PvAspG1-Na i PvAspG1-K/Na. W
przypadku PvAspGl-K naswietlano krysztal ,,osuszony”, poniewaz przetestowane
krioprotektanty (np. glicerol, PEG400, itp.) dawaty gorsze efekty. Dane dyfrakcyjne dla
krysztatow PvAspGl-K, PvAspG1l-Na i PvAspG1l-K/Na zostaly zarejestrowane na

135



7. Potasowo-zalezna asparaginaza z Phaseolus vulgaris

wigzce BL14.2 synchrotronu BESSY w Berlinie. Szczegolowe informacje na temat

przebiegu pomiarow dyfrakcji zebratam w Tabeli 7.2.

Tabela. 7.1. Protokot oczyszcezania i krystalizacji trzech wersji biatka PvAspG1 (pogrubiong czcionka
zaznaczytam zastosowane jony metali alkaicznych)

PvAspG1-K | PvAspGl-K/Na

PvAspG1-Na

odczynniki uzywane podczas
oczyszczania

50 mM Tris pH 8.0
20 - 300 mM imidazol
150 - 500 mM KCI

50 mM Tris pH 8.0
20 - 300 mM imidazol
150 - 500 mM NaCl

stezenie biatka: 20 mg/mL

stezenie biatka: 20 mg/mL

sktad preparatu biatka 50 mM Tris pH 8.0 50 mM Tris pH 8.0
do krystalizacji 1 mM TCEP 1 mM TCEP
150 mM KClI 150 mM NacCl
dodany do preparatu ligand -
s6l kwasu asparaginowego K-Asp (1:3) Na-Asp (1:25) Na-Asp (1:25)
(nadmiar molowy)

100 mM bis-tris propan pH 8.5
20% (w/v) PEG3350
200 mM NaNO;

sktad roztworu krystalizacyjnego

zastosowana krioprotekcja - 2 M NaNO; ‘ 2 M NaNO;
Tabela 7.2. Informacje dotyczace pomiarow dyfrakcji trzech krysztatow PvAspG1l.

PvAspG1-K PvAspG1-K/Na PvAspG1-Na
r6dt . . BL14.2 BL14.2 BL14.2
4r0¢H0 promiciiowatlia BESSY Berlin BESSY Berlin BESSY Berlin
dhugosé fali (A) 0.918 0.827 0.918
temperatura pomiaroéw (K) 100 100 100
oscylacja (°) 0.5 1.0 0.5
liczba obrazoéw 370 100 540

7.2. Cze$¢ doswiadczalna

7.2.1. Rozwiazywanie, udokladnianie i ocena jakosci struktur PvAspG1

Ze wzgledu na duze podobienstwo sekwencji aminokwasowych asparaginaz typu
roslinnego (ok. 70%) oraz obecnos$¢ struktur asparaginaz potasowo-niezaleznych w
bazie PDB, w przypadku badanego przeze mnie enzymu potasowo-zaleznego z fasoli
zwyczajnej do rozwigzania problemu fazowego moglam zastosowa¢ metode
podstawienia czasteczkowego. Jako pierwsza rozwigzalam i udoktadnitam strukturg
PvAspG1-K, nastepnie PvAspG1-Na. Struktura PvAspG1l-K/Na zostata rozwigzana i

wstepnie udoktadniona przez Damiena Clavel, studenta stazyste w CBB. Koncowe
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udoktadnianie, walidacja 1 deponowanie modeli w banku PDB, jak réwniez ich

szczegotowa analiza porownawcza zostaty przeprowadzone przeze mnie.

7.2.1.1. Strategia, modele, uzyte programy

Zarejestrowany dla PvAsSpG1-K zbiér danych dyfrakcyjnych zostat przeze mnie
wywskaznikowany i zintegrowany za pomocg programu XDS (Kabsch, 2010). W
trakcie procesowania ustalatam limit rozdzielczosci tak, by stosunek sygnatu do szumu
<I/cI> w ostatnim przedziale rozdzielczosci byt bliski 2. Symetria sieci i wygaszenia
systematyczne wskazaty grupe przestrzenng P212;2;. Szczegotowe informacje uzyskane
podczas procesowania i skalowania danych zebratam w Tabeli 7.3. Otrzymany w
postaci pliku hkl zbior wskaznikow refleksow i ich intensywnos$ci wraz z wartoSciami
odchylen standardowych przeksztatcitam w zbidr amplitud czynnikéw struktury w
formacie mtz przy pomocy programu XDSCONV (Kabsch, 2010). Na tym etapie
wyodrebnitam takze podzbidr refleksow testowych wytaczonych z udoktadniania
(Tabela 7.3), na podstawie ktorych w trakcie udoktadniania obliczatam wskaznik
rozbiezno$ci Rsre (Briinger, 1992).

Strukture krysztatu PvAspG1-K rozwigzalam stosujgc program PHASER (McCoy
et al., 2007). Do tego zadania niezb¢dna byta informacja o zawartos$ci niezaleznej czgsci
komorki elementarnej (ASU), ktorg uzyskatam na podstawie analizy wspotczynnika
Matthewsa (Matthews, 1968). Analiza ta sugerowata, ze w czeSci niezaleznej ASU
obecne sa dwie czasteczki typu (o), (Vm = 2.68 A%/Da, Tabela 7.3). Do podstawienia
czasteczkowego uzytam modelu asparaginazy z tubinu zoéttego (Lupinus luteus, LIA)
zdeponowanego w bazie PDB z kodem PDB 2gez. Poprawno$¢ rozwigzania
potwierdzity wyniki obliczen dwoch parametrow: (I) przyrost logarytmu wiarogodnosci
(ang. log-likelihood-gain) LLG = 2057 oraz powigzany z nim (II) z-score = 43.8. Po
wstepnym udoktadnianiu w programie PHENIX (Adams et al., 2010), wskaznik
rozbiezno$ci (R) wynosit 30%.

Udoktadnianie struktury PvAspG1-K prowadzitam w programie PHENIX
(Adams et al., 2010) z zastosowaniem parametrow TLS wyznaczonych przez program
TLSMD (Painter i Merrit, 2006). Procedura obejmowata reczng przebudowe modelu w
oparciu o mapy gestosci elektronowej (2F,-F¢ i Fo-F¢) w programie COOT (Emsley i
Cowtan, 2004). Poczatkowo model PvAspG1-K posiadat btedng sekwencje pochodzaca

z modelu uzytego do podstawienia czgsteczkowego, dlatego przy uzyciu programu
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ARP/WARP (Langer et al., 2008) zmienialam reszty aminokwasowe zgodnie z
sekwencjg biatka PvAspG1 z Phaseolus vulgaris zdeponowana w bazie PHYTOZOME
(Wwww.phytozome.net). Szczegblowe informacje na temat przebiegu procesu
udoktadniania struktury oraz statystyki ostatecznych wynikow zebratam w Tabeli 7.3.

W przypadku PvAspG1l-Na podczas procesowania danych dyfrakcyjnych
postepowatam analogicznie jak poprzednio i1 uzywalam tych samych programow
(Tabela 7.3). Strukture rozwigzalam rowniez w programie PHASER, jednak do
podstawienia czasteczkowego wykorzystatam model PvApsG1-K. Wskaznik
rozbiezno$ci (R) rozwigzanej struktury PvAspG1-Na wynosit 24%. Tym razem model
asparaginazy udokladniatam w programie REFMAC5 (Murshudov et al., 2011) z
platformy CCP4i (Winn et al., 2011). Poniewaz jako sond¢ do rozwigzania struktury
metoda podstawienia czasteczkowego zastosowatam to samo biatko, przebudowa
modelu w programie COOT nie wymagata , mutowania” reszt aminokwasowych i
polegala przede wszystkim na zmianie konformacji tancuchéw bocznych. W tym
przypadku udokfadnianie prowadzilam z wykorzystaniem z parametréw TLS,
wyznaczonych przez program REFMACS5 standardowo definiujacy jedng grupe TLS dla
jednego tancucha polipeptydowego (Tabela 7.3). Kontynuujac udoktadnianie trzeciego
modelu PvAspG1-K/Na korzystatam z programu PHENIX i COOT oraz serwera
TLSMD (Tabela 7.3).

Aby mie¢ pewnos¢, ze trzy udokltadniane modele potasowo-zaleznej asparaginazy
z fasoli zwyczajnej (PvAspG1-K, PvAspG1-Na, PVAspG1-K/Na) sg zgodne z danymi
eksperymentalnymi, wyniki kolejnych cykli obliczen weryfikowalam Opierajac si¢ na
dostepnej literaturze (Wlodawer et al.,, 2008). Podstawowymi sprawdzanymi
parametrami byly wskazniki rozbieznosci: R (ktérego warto$¢ staralam sie¢
maksymalnie obnizy¢) oraz Rfee (ktorego wzrost ostrzegal mnie o nadinterpretacji
danych 1 map gestosci elektronowej). Co wigcej, analizowatam $rednie kwadratowe
odchylenia od wartosci standardowych dla dhlugosci wigzan (r.m.s.d. B) i katow
walencyjnych (r.m.s.d. A), jak réwniez wartosci czynnikow temperaturowych
poszczegolnych atomoéw (B) 1 rozklad katdw torsyjnych tancucha glownego na
wykresie Ramachandrana. Podczas weryfikacji powyzszych parametréw korzystalam z
programow Procheck (Laskowski et al., 1993) i MolProbity (Chen et al., 2010)
dostepnych na serwerze ADIT.
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Tabela 7.3. Charakterystyka trzech zbioréw danych krystalograficznych oraz trzech udoktadnianych
modeli struktury PvAspG1. W nawiasach podano wartosci dotyczace ostatniego zakresu rozdzielczoéci.

PvAspG1-K PvAspG1-K/Na | PvAspG1-Na
kod PDB 4pub 4pv2 4pv3
dane dyfrakcyjne
grupa przestrzenna P2,2,2, P2,2,2, P2,2:2,
a 56.94 a 56.88 a 57.40
ﬁiﬁg‘f{tzlememmd & b 102.67 b 102.63 b 103.42
€127.04 €123.75 € 124.56
mozaikowos¢ krysztatu (°) 0.24 0.21 0.38
zakres rozdzielezoéci (A) 47.60 —2.30 38.77-1.79 46.55 - 2.09
(2.43 - 2.30) (1.89-1.79) (2.21-2.09)
liczba refleksow zarejestrowanych 239 668 (27 620) | 280 364 (44 366) | 481 561 (76 242)
liczba refleksow niezaleznych 32518 (4 237) 68 445 (10 836) | 44 381 (7 009)
kompletnos¢ (%) 96.3 (78.8) 99.1 (98.2) 99.6 (99.0)
krotno$¢ pomiaru 7.37 (6.52) 4.10 (4.09) 10.85 (10.88)
<l/o(1)> 22.97 (1.98) 16.33 (1.98) 15.78 (2.47)
Rmerge 0.067 (0.903) 0.053 (0.630) 0.104 (0.973)
udoktadnianie
uzyty program PHENIX PHENIX REFMAC5
zawarto$¢ ASU (ap), (ap), (ap)2
wspolczynnik Matthewsa (A%/Da) 2.68 2.61 2.67

liczba grup TLS [tancuch A/ B/ C /D]

22 [417/6/5]

29 [9/8/5/7]

4 [1/1/1/1]

liczba refleksow w zbiorze

31509/1009 67213/1232 43 451/930
roboczym / testowym
R/ Riree (%) 17.59/23.13 16.35/20.66 17.80/23.14
liczba elementow / §redni czynnik B (A?%)
- atomy bialka 4234/54.2 4286 /30.6 4240/44.9
- czasteczki wody 114/42.4 421/37.4 286 /47.2
- jony K* 4748.0 4/36.3 0/ -
- jony Na* o/ - 4/21.3 471423
- L-Asp 1/395 0/ - 0/ -
r.m.s.d. dla
- dlugosci wigzan (A) 0.018 0.019 0.019
- katow walencyjnych (°) 1.47 1.37 1.79
statystyki wykresu Ramachandrana (%)
- konformacja uprzywilejowana 94.89 97.18 97.00
- konformacja dozwolona 5.11 2.82 3.00

7.2.1.2. Niebialkowe skladniki w strukturach krysztalow

W trakcie udoktadniania, model PvAspG1-K uzupelialam o czasteczki wody,

opierajgc si¢ na ksztatcie roznicowych map gestosci elektronowej i regule mowigcej, ze

dobrze wymodelowana czasteczka wody powinna mie¢ maksymalnie cztery (a
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przynajmniej jedno) tetraedrycznie rozmieszczone wigzania wodorowe z molekulg
biatka lub z inng ,dobrg” czasteczka wody. Ostatecznie zidentyfikowalam 114
czgsteczek H,0O. Jednocze$nie, na podstawie wyjatkowo silnego sygnalu na mapie
gestosci elektronowej 1 duzej liczby kontaktow migdzyatomowych zlokalizowatam 4
jony potasu, w pozycjach oznaczonych jako: Sa, Sc, Aa, Ac (znaczenie tych nazw
wyjasniam pdzniej). Ponadto, w oparciu o dodatnig gesto$¢ réznicowa, w modelu
PVAspG1-K w miejscu aktywnym zidentyfikowatam jedng czgsteczke liganda, ktorym
jest produkt reakcji - L-asparaginian, dodawany do preparatu biatka przed krystalizacja.
Po kolejnych cyklach udoktadniania, gdy jako$¢ map gestosci elektronowej ulegata
znacznej poprawie, a w okolicy liganda pojawita si¢ (znikoma) ujemna ggstos$¢
roznicowa. Wbudowanie kilku czasteczek wody zamiast L-Asp nie byto mozliwe, ze
wzgledu na zbyt mate odleglosci pomiedzy pikami, dlatego zmniejszytam obsadzenie
liganda L-Asp do 70%, co pozwolito w pelni zinterpretowaé istniejagca gestosé
elektronowa i nie powodowato pojawiania si¢ ujemnej gestosci roznicowej.

Proces udoktadniania kolejnych dwoch modeli asparaginazy przebiegt w podobny
sposob. W przypadku PVAsSpG1-Na zidentyfikowatam 286 czasteczek wody. W
pozycjach analogicznych do pozycji jonow potasu modelu PvAspG1-K (Sa, Sc, Aa, Ac)
wymodelowatam 4 jony sodu. Nie zaobserwowatam jednak wystarczajgco klarownej
roznicowej gestosci, ktora mogtaby $wiadczy¢ o obecno$ci L-asparaginianu w centrum
aktywnym, mimo obecno$ci asparaginianu sodu w 25-krotnym nadmiarze podczas
krystalizacji (Tabela 7.1). W przypadku PvAspG1l-K/Na dzigki znacznie wyzszej
rozdzielczosci, mogtam wymodelowaé az 421 czasteczek wody 1 dodatkowo 21 jonow
azotanowych, dodanych do modelu na podstawie ksztattu gestosci elektronowej i
informacji o obecnos$ci tych jonow w roztworze krystalizacyjnym i w krioprotektancie.
Model uzupetnitam czterema jonami potasu i czterema jonami sodu dzielagcymi te same
pozycje (Sa, Sc, Aa, Ac) W proporcjach 30% i 70%. Rowniez w tym przypadku nie

znalaztam czasteczki L-Asp w centrum aktywnym.
7.2.1.3. Identyfikacja jonéw metali w strukturach
W celu potwierdzenia obecnosci i rodzajéw jondéw metali w wyznaczonych

pozycjach w strukturach PVAspG1 (Sa, Sc, Aa, Ac) przeprowadzitam analiz¢ dowodow

bezposrednich 1 posrednich.
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Postuzytam si¢ miedzy innymi bardzo stabym sygnatem anomalnym obecnym w
danych natywnych zarejestrowanych dla PvAspGl. Przy dtugosciach fal, ktore
wykorzystano (0.918 i 0.827 A) poprawki anomalne /" czynnikow rozpraszania potasu i
sodu przyjmuja zbyt mate wartosci (f”(K) = 0.4 e, /”(Na) = 0.04 ¢) aby mozna bylo
uzyska¢ sygnal przydatny do rozwigzania problemu fazowego. Jednak w przypadku
potasu efekt ten moze by¢ wystarczajacy do lokalizacji atoméw rozpraszajacych
anomalnie. Za pomocg programu XDS (Kabsch, 2010) ponownie przeprocesowatam
dane dyfrakcyjne bez usredniania par Bijvoeta, po czym za pomocg programu SHELXC
(Sheldrick, 2008) uzyskatam czynniki struktury. Nastgpnie wykorzystujac program
Anode (Thorn i Sheldrick, 2011) policzytam anomalne mapy gestosci elektronowej i
zweryfikowatam je naktadajac na modele biatka w programie COOT (Emsley i Cowtan,
2004). W przypadku PvAspG1-Na i -K/Na stabe, dajace si¢ zinterpretowaé piki
zauwazytam jedynie przy atomach siarki. Wnioskuj¢ zatem, ze w tych krysztatach nie
ma (przynajmniej w petlnym obsadzeniu) atoméw pierwiastkow cigzszych niz siarka.
Przeprowadzona przeze mnie podobna analiza dla PvAspG1l-K wykazata obecno$é
pikéw anomalnych w poblizu czterech jonéw potasu, o sile nieco wigkszej (2 - 4 o) niz
piki przy atomach siarki (~ 2 o). Eksperyment ten pozwala stwierdzi¢, ze
zidentyfikowane gestosci elektronowe naleza do atomow o wigkszej niz siarka liczbie
elektronow, dlatego obecno$¢ jonow potasu w tych miejscach jest znacznie bardziej
prawdopodobna niz jonéw sodu.

Aby znalez¢ kryteria pozwalajace odr6zni¢ od siebie jony potasu 1 sodu w
strukturach biatek przeanalizowatam dostepng literature. Zarowno dlugos¢ wigzan
ligand (O) - metal, ich liczba, jak i geometria sfery koordynacyjnej zaleza przede
wszystkim od rodzaju metalu. Nalezy jednak pamigtaé, ze im wiecej wigzan
koordynacyjnych tworzy jon centralny tym sg one dluzsze. Wazny jest takze rodzaj
atomu liganda, jako ze odleglos¢ jon metalu — tlen czasteczki wody zazwyczaj jest
dluzsza niz odleglos¢ jon metalu — tlen karbonylowy tancucha glownego biatka
(Harding et al., 2010). Rozdzielczos¢ jest kolejnym istotnym czynnikiem, poniewaz im
jest nizsza tym wigksze sg rozbieznosci pomigdzy wystepujacymi w modelu
dhugosciami wigzan, a typowymi dla danego jonu warto$ciami standardowymi. To samo
dotyczy katow walencyjnych.

Oba jony, potasowy i sodowy, czgsciej koordynowane sa przez atomy tlenu grupy
karbonylowej tancucha gléwnego, niz przez lancuchy boczne reszt aminokwasowych i

dla obu jonow liczba koordynacyjna najczesciej wynosi pie¢ lub szes¢ (Harding et al.,
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2010). Typowe dhugosci wigzan koordynacyjnych w tego typu oddzialywaniach zostaty
ustalone (Harding, 2006; Harding et al., 2010; Kuppuraj et al., 2009) na podstawie
analizy struktur zdeponowanych w bazach danych PDB (Berman et al., 2000) i CSD
(Allen, 2002). Oszacowane odlegto$ci pomigdzy jonem metalu i tlenem tancucha
glownego bialka wynosza 2.38 (10) A dla Na* i 2.74 (15) A dla K, a pomiedzy jonem
metalu i tlenem czasteczki wody 2.41 (10) A dla Na® i 2.81 (15) A dla K™ (Harding et
al., 2010).

Po wymodelowaniu i udokladnieniu poprawno$¢ obsadzenia jonu metalu
weryfikowatam przeprowadzajac test BVM (Bond Valence Method, Brese i O'Keeffe,
1991) oraz korzystajac z serwera CMM (CheckMyMetal, Zheng et al., 2014).
Oczywiscie, wiarygodno$¢ wynikoéw takich obliczen jest tym wicksza im wyzsza jest
rozdzielczo$¢, poniewaz analizowane parametry sg wtedy bardziej doktadne. Wedtug
niektorych opinii niepodwazalne wyniki mozna uzyskaé¢ analizujac struktury o
rozdzielczo$ci ok. 1.5 A i wyzszej (Brown, 2009; Muller, 2003).

Podczas przygotowywania preparatu biatka PVAsSpG1-K uzywano jedynie soli
potasu, natomiast roztwor krystalizacyjny zawierat jony sodu (w postaci NaNO3),
dlatego teoretycznie jony obu metali mogltyby by¢ obecne w strukturze. W modelu
PVAspG1-K cztery pozycje metali obsadzitam jednak jonami potasu, ze wzglgdu na
wskazanie map anomalnych oraz silny sygnat pikow gestosci elektronowej 2Fy-F¢ w
tych miejscach (4.1 - 6.3 o), sugerujacy obecnos¢ elementow cigzszych niz jony sodu
czy czasteczki wody. Zamiana jonow potasu na jony sodu skutkowata pojawieniem si¢
dodatniej réznicowej gestosci elektronowej w okolicach trzech pozycji metali: Sa, Aa,
Ac. Wykonany test BVM wskazuje, ze wszystkie jony K* wymodelowatam poprawnie
(Tabela 7.4). Program CMM rowniez potwierdza obecnos$¢ jonow potasu (Rysunek 7.1).
Biorac pod uwage wszystkie dowody bezposrednie i posrednie mozna z bardzo duzym
prawdopodobienstwem wnioskowa¢, o obecnosci jondow K* we wszystkich czterech
pozycjach modelu PvAspG1-K.

W przypadku PvAspG1-Na przygotowywanie preparatu biatka, krystalizacja i
pomiary dyfrakcji odbywatly si¢ w obecnosci wytacznie jednego rodzaju jonow, jondw
sodu, dlatego prawdopodobienstwo obecno$ci innego kationu w tej strukturze jest
bardzo nikte. Piki mapy gestosci elektronowej 2F,-F. w czterech pozycjach jonow
metali w modelu sg na poziomie sygnalu odpowiadajacego czasteczkom wody (2.9 —
4.0 o). Wymodelowane cztery jony sodu pasuja we wspominanych pozycjach ze

wzgledu na liczbe elektrondw oraz charakter oddzialywan z atomami ligandow (sze$¢ 1
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wigcej oddziatywan o dlugo$ci znacznie krotszej niz typowa dlugo$¢ wigzan

wodorowych O--H;0). Zamiana jonéw sodu na potas nie skutkowata co prawda

pojawieniem si¢ ujemnej gestosci réznicowej w okolicach pozycji metali, jednak test

BVM oraz analiza CMM wskazuja, ze we wszystkich czterech pozycjach metalem jest

jon Na* (Tabela 7.4., Rysunek 7.1). W $wietle przeprowadzonych analiz obecnosé

jonéw sodu we wszystkich czterech pozycjach modelu PvAspGl1-Na nie budzi

watpliwosci.

Tabela 7.4. Wyniki testu BVM dla wymodelowanych jonéw metali trzech struktur PvAspG1 (wyniki dla
czterech pozycji podatam w kolejnosci: gorny wiersz: S / Aa, dolny wiersz: Sc / Ac). Zacieniowane
komorki tabeli podajg wyniki otrzymane przy zatozeniu obecno$ci w danej pozycji alternatywnego jonu
(K" zamiast Na* i odwrotnie). Poprawny parametr R;; powinien by¢ zgodny z wartoscig literaturows
zawartg w Tabeli 5. Brese i O'Keeffe (1991) i wynosi¢ odpowiednio: Rko(K) = 2.13, Ryao(Na) = 1.80. V;
podaje obliczong walencyjno$¢ metali (dla obu jonow powinna wynosi¢ oczywiscie ok. 1.0).

koordynowany R Vi metalu przy zalozeniu obecnosci:
metal Y K* Na*
] 2.01/2.09 111/1.21 0.45/0.50
PvAspGI1-K K 2.08/2.01 1.39/1.14 0.57/0.47
) 1.80/1.78 2.4312.80 0.99/1.06
PvAspG1-Na Na 1.78/1.92 2.55/1.76 1.05/0.72
K+ 2.08/2.09 1.15/1.10 0.47/0.45
2.08/2.34 1.15/0.56 0.47/0.23
PvAspG1-K/Na
Nat 1.76/1.82 2711232 1.10/0.95
1.74/1.87 2.86/2.04 1.18/0.94

Rysunek 7.1. Wyniki analizy czterech pozycji jonéw metali (Sa, Sc, Aa, Ac) modeli: (a) PvAspG1-K, (b)

PvAspG1-Nai (c,d) PvAspG1-K/Na przeprowadzonej przeze mnie w programie CMM.

T T T T T T T T T T
# of K--O interactions (user) user # of K--O interactions (user) user 1N
-3 csb — | e
-4 (a) - (c)
L 3 — -
K--O 4 K--0
-2 distance (A) - distance (A)
- 1 —
1 L Il 1 L
1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2
T T T T T
# of Na--O interactions (user) user N # &!.>f Na--O intell'actions (uselr) l user -|
B csb — [ [ csD ——
-4 (b) 4 4 (d)
i Na--O I Na--0
-2 distance (A) ~2 distance (A)
L1 -1
1 1 l l 1
1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2

Sytuacja jest bardziej skomplikowana w przypadku modelu PvAspG1-K/Na,

poniewaz w tej strukturze w pozycjach metali najprawdopodobniej wystepuja oba jony
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jednoczes$nie. Jest to mozliwe, poniewaz podczas oczyszczania, krystalizacji i pomiarow
dyfrakcji uzywano obu jonow. W tym przypadku, pomimo najlepszej rozdzielczosci
(1.79 A) niejednoznaczne mapy gestosci elektronowej sa stosunkowo trudne do
interpretacji. Starajac si¢ jak najtrafniej zinterpretowacé gestos¢ elektronowg w kazdej z
czterech pozycji metalu (Sa, Sc, Aa, Ac) wymodelowatam oba jony. Nastepnie metoda
prob i bledow, obserwujac czynniki temperaturowe oraz mapy 2F,-F¢ i Fo-F¢, ustalitam
czgstkowe obsadzenia metali jako 30% potas i 70% sod. Postepujgc tak uzyskatam
model najbardziej przyblizony do rzeczywisto$ci. Test BVM (Tabela 7.4) i analiza
CMM (Rysunek 7.1) potwierdzily taka interpretacj¢. Co wigcej, podwojne obsadzenie
jonami K* i Na" koreluje z wynikami analizy strukturalnej poszczegdlnych modeli tej

asparaginazy.

7.2.2. Analiza trzech modeli PvAspG1

Przeprowadzajac analize struktury asparaginazy potasowo-zaleznej z fasoli
zwyczajnej, ktorg wykonywalam na podstawie wszystkich trzech przygotowanych
modeli, korzystatam z wielu programéw, takich jak np. BLAST (Altschul et al., 1997),
DSSP (Kabsh i Sander, 1983), ALIGN (Satow et al., 1986), PDBsum (Laskowski,
2009) czy PyMOL (DeLano, 2002). Jednak najwigcej cennych wnioskow wysnutam
juz podczas modelowania w programie COOT, w ktorym wykorzystujac narzgdzie SSM

(Krissinel i Henrick, 2004) porownywatam r6zne modele PvAspG1.

7.2.2.1. Ogolna charakterystyka struktury PvAspG1

Podobnie jak inne asparaginazy typu roslinnego, enzym potasowo-zalezny z fasoli
zwyczajnej powstaje z dwoch identycznych tancuchow polipeptydowych. Oba tancuchy
podlegaja procesowi dojrzewania, Ktory polega na autoproteolitycznym przecigciu na
podjednostki a i B. Dojrzate biatko jest zatem heterotetramerem zbudowanym z czterech
tancuchéw biatkowych (A, B, C, D) zwinigtych w dwa heterodimery a3 (AB i CD)
zwigzane niekrystalograficzng osig dwukrotng (Rysunek 7.2). Heterodimery of
PvAspGl posiadajg typ pofaldowania bardzo podobny do asparaginaz potasowo-
niezaleznych. Tworza one tzw. "kanapke affa”, czyli strukture, ktorej rdzen stanowia

dwa arkusze B3, otoczone z obu stron helisami a.
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Rysunek 7.2. Struktura
czwartorzgdowa

PvAspGL. Rysunek
wykonatam na podstawie
PvAspG1-K. Lancuchy
polipeptydowe

oznaczylam kolorami: A
- fioletowy (podjednostka
a), B - zielony (B), C -
czerwony (a), D -
niebieski (B); L-Asp w
kolorze czarno (C) -

Czerwono (o)) -
niebieskim (N) ustala
pozycje miejsca

aktywnego; zolte kule
reprezentuja jony metalu
w pozycjach A i S;
pionowa linia oznacza
niekrystalograficzng  o$
dwukrotna.

Rysunek 7.3. Diagram topologiczny heterodimeru
ofy struktury PvAspGl. Podjednostke o (tancuch A
lub C) oznaczylam  kolorem  czerwonym,
podjednostke B (B Iub D) niebieskim. Pomaranczowy
element podjednostki o oznacza helise 31, zielony
element, bedacy ostatnia nicig arkusza f3, pochodzi z
sgsiedniego heterodimeru ap. Zotte kule reprezentuja
jony metalu w pozycjach Aac i Sac. Trzyczesciowe
etykiety elementow  struktury  drugorzedowej
oznaczaja: o lub B — podjednostki heterodimeru, H —
helisg, S - tancuch B, numer elementu zgodny z
topologia asparaginazy z ‘tubinu zdéttego LIA
(Michalska et al., 2006).

Diagram topologiczny (Rysunek 7.3),
ktéry przygotowatam opierajac si¢ na

diagramie struktury asparaginazy z tubinu

z6ttego (LIA) i wyniku analizy struktury
PvVAspGl w programie DSSP (Kabsh i
Sander, 1983), uwidacznia utozenie wszystkich elementow struktury drugorzedowe;j.
Kolejnym elementom struktury drugorzedowej nadatam nazwy dla lepszego ich
rozrdznienia. Nazwy precyzuja, gdzie znajduje si¢ element (w podjednostce a lub B)
oraz jakiego jest rodzaju (H - helisa a, S - fancuch ), natomiast numeracja elementow
pozostata zgodna z numeracjg diagramu topologicznego LIA.

W podjednostce o heterodimeru aff wystepuje pig¢ helis o (aH2, aH3, aH4, aH5,
aH7) oraz jedna helisa 33 (aH6), a w podjednostce  sa trzy helisy a (BH1, BH2, BH3).
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Mniejszy arkusz [ zlozony jest z czterech antyrownoleglych nici [ nalezacych
wylacznie do podjednostki B (BS7, BS6, BSS, BS4). Wigkszy arkusz zlozony jest z
osmiu gtownie antyrownolegtych nici B nalezacych do obu podjednostek (BS9, BS8,
aS1, BS1, BS2, aS2, aS3, aS4) i uzupelniony jest dziewigta nicig P nalezaca do
podjednostki B sasiedniego heterodimeru (zielony element BS3). Wigkszy arkusz [
spina zatem caty heterodimer aff oraz taczy go z sgsiednim heterodimerem tworzac
spojna catos¢.

Czwartorzedowa struktura PvAspG1 stabilizowana jest przez wiele réznorakich
oddziatywan wystepujacych pomiedzy wszystkimi tancuchami biatkowymi na zasadzie
kazdy z kazdym. Oddziatlywania te (poza najliczniejszymi wystepujacymi migdzy
podjednostkami o i B tego samego heterodimeru (AB) i (CD)) podsumowatam na
Rysunku 7.4. Jedng z ciekawszych interakcji jest oddzialywanie pomigdzy dwoma
fancuchami bocznymi reszt aminokwasowych Phel22 z tancuchow biatkowych A i C
(Rysunek 7.5). Reszty te tworzg jedyny kontakt podjednostek o dwoch heterodimerdw i
maja bardzo nietypowa konformacj¢ (wystepuja na granicy obszaréw dozwolonych
wykresu Ramachandrana), przy czym ich doskonata gestos¢ elektronowa nie
pozostawia watpliwosci co do ich konformacji.

W strukturze PvAspG1 istniejg cztery miejsca, w ktorych zwigzane sg jony metali
(Sa, Sc, Aa, Ac) (Rysunki 7.2, 7.3 i 7.5). Dwa z nich (Sa i Aa) zlokalizowane sg w
tancuchu A (w podjednostce a heterodimeru AB), a kolejne dwa (Sc i Ac) znajdujg si¢
w analogicznych miejscach tworzonych przez tancuch C (w podjednostce a
heterodimeru CD). Wszystkie miejsca usytuowane sg w petlach na zakonczeniach helis.
Petle wigzace jony metali alkaicznych w miejscach Sai Sc zostaly juz zidentyfikowane
w strukturach asparaginaz potasowo-niezaleznych jako petle wigzace sod, jednak w
niniejszej pracy zmienitam ich nazwe na petle stabilizujace, gdyz mozna w nich znalez¢
zardwno sod jak 1 potas (Rozdziat 7.2.2.4). Znajduja si¢ one pomiedzy helisg aH3 1
nicia f oS2. Petle wokot miejsc Aa I Ac nie zostaly dotad zidentyfikowane w
strukturach asparaginaz potasowo-niezaleznych. Nazwatam je pe¢tlami aktywujacymi
(Rozdziat 7.2.2.5). Petle te znajduja si¢ pomiedzy helisa aH4 i nicig B aS4. Opisane
miejsca wystgpowania metali (Sa, Sc, Aa, Ac) koordynuja rézne jony w rdéznych
modelach asparaginazy. Model PvAspG1-K zawiera we wszystkich czterech pozycjach
jony potasu, PvAspG1-Na zawiera cztery jony sodu, a w strukturze PvAspG1-K/Na

wystepuja cztery pary jonow K*/Na* o czesciowych obsadzeniach.
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Rysunek 7.4. Odziatywania pomigdzy resztami aminokwasowymi czterech tancuchow struktury
PvAspG1. Schemat wygenerowany na przyktadzie PvAspG1-K za pomocg PDBsum (Laskowski, 2009).
Pomingtam oczywiste wigzania pomiedzy podjednostkami a i B heterodimeréw AB i CB. Niebieskie linie
ciagte oznaczajg wigzania wodorowe, pomaranczowe przerywane linie to inne kontakty, a ich szeroko$¢
jest proporcjonalna do ilosci tych oddziatywan.

Rysunek 7.5. Odziatywanie
pomiedzy resztami
aminokwasowymi  dwoch
podjednostek a  struktury

PVAsSpGL. Struktura
pokazana  jest  wzdluz
niekrystalograficzej osi

dwukrotnej.  Oddziatujace
reszty Phel22A i Phel22C
uwidocznione sa z mapa
gestosci elektronowej 2Fo-
Fc (1.5 o). Lancuchy
polipeptydowe oznaczytam
kolorami: A - fioletowy
(podjednostka a), B -
zielony (B), C - czerwony
(a), D - niebieski (B); zotte
kule  reprezentuja  jony
metalu w pozycjach Ai S.
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W strukturze asparaginazy potasowo-zaleznej z fasoli zwyczajnej, ze wzgledu na
jej dimeryczny charakter znajduja si¢ dwa miejsca aktywne, po jednym w kazdej
podjednostce P hetrodimerow AB 1 CD. Te dwa réwnowazne miejsca aktywne
PvAspG1 potozone sa3 w pozycjach analogicznych do miejsc aktywnych innych
asparaginaz typu ro$linnego. Lokalizacje miejsca aktywnego wyznacza N-koncowa
reszta aminokwasowa podjednostki B, tj. katalityczna treonina, bedaca elementem
wickszego arkusza [ potozonego w rdzeniu struktury. Miejsce aktywne danego
heterodimeru (np. AB) jest usytuowane pomiedzy petlg stabilizujgca (petla wokot
miejsca Sp) tego samego heterodimeru (AB) i petlg aktywujaca (petla wokot miejsca Ac)
sgsiedniego heterodimeru (CD) (Rysunek 7.2).

7.2.2.2. Sekwencja bialka w swietle gestosci elektronowej

Zbadane przeze mnie trzy modele asparaginazy potasowo-zaleznej z fasoli
zwyczajnej (PvAspG1l-K, PvAspG1-Na, PvAspG1-K/Na) sg tak samo pofaldowane,
maja identyczng topologie heterodimerow off i zawieraja dwa miejsca aktywne oraz
cztery petle koordynujace jony metali w pozycjach Sa, Sc, Aa, Ac.

Aby okresli¢ stopien podobienstwa trzech modeli natozytam struktury przy uzyciu
programu ALIGN (Satow et al., 1986). Warto$¢ r.m.s.d. dla pozycji wszystkich
atomoéw C, poszczegdlnych par wynosi: 0.44 A dla PvAspG1-K / PvAspG1-Na, 0.32 A
dla PvAspG1-Na / PvAspG1-K/Na i 0.41 A dla PvAspGl-K/Na / PvAspG1l-K.
Wartosci te sa niskie i §wiadcza o niemal identycznym zwoju (Rysunek 7.6).

Rysunek. 7.6. Porownanie
trzech modeli  PvAspGl.
Nalozenie atoméw C, modeli
PvAspG1-K (zielony),

PvAspG1-Na (fioletowy) i
PvAspG1-K/Na

(pomaranczowy). Zielone
kule reprezentujace jony
potasu oraz zielona
czasteczka L-Asp
reprezentujaca ligand
zwigzany w miejscu

aktywnym  pochodzg ze
struktury PvAspG1-K. Im
wyzsza warto$¢ czynnika

temperaturowego reszt
aminokwasowych tym
grubszy fancuch

polipeptydowy na rysunku.
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Struktury PvAspG1-K, PvAspG1-Na i PvAspG1-K/Na modelowatam w oparciu o
trzy odrgbne mapy gestosci elektronowej, dlatego istnieja w nich obszary, w ktorych
przebieg tancuchow gléwnych Ilub konformacje tancuchow bocznych reszt
aminokwasowych sg nieco zréznicowane. Rejony te znajdujg si¢ najczeSciej przy
powierzchni, lub nawet wystaja poza powierzchni¢ biatka, dlatego sg naturalnie bardziej
elastyczne, maja wyzsze czynniki temperaturowe i sa niekiedy zdefiniowane przez
fragmentaryczng gesto$¢ elektronows. Jednak znaczna wigkszo$¢ niezgodno$ci to
minimalne réznice wynikajace z prostego skorelowanego przesuni¢cia wzgledem siebie

catych grup atomdéw tworzacych analogiczne elementy strukturalne.

Tabela 7.5. Podsumowanie zawartosci trzech modeli PvAspGl.

cecha fancuch PvAspG1-K PvAspG1-K/Na PvAspG1-Na
A 2-158 2-156 2-158
reszty aminokwasowe B 196 - 326 196 - 326 196 - 326
wymodelowane w
mapach gestosci elektronowe;j C 2-158 2-159 2-156
D 196 - 326 196 - 326 196 - 326
jon koordynowany w A K" (1.0) K*/Na" (0.3/0.7) | Na* (1.0)
petli stabilizujacej - Saic N . .
jon koordynowany w A K* (1.0) K*/Na (0.3/0.7) | Na" (1.0
petli aktywujacej - Aarc N . ;
czasteczki obecne B L-Asp (0.7) kilka H,O kilka H,O
w miejscu aktywnym (obsadzenie) | p kilka H,0 kilka H,0 kilka H,0
liczba czasteczek wody ABCD 114 421 286
inne sktadniki ABCD - 21 NOg -

Z powodu braku fragmentdéw mapy gestosci elektronowej wymodelowanie
niektorych reszt aminokwasowych okazato si¢ niemozliwe (Tabela 7.5). Biorac pod
uwage sekwencje asparaginazy z fasoli zwyczajnej, podjednostka o. powinna zawierac
reszty o numerach od 1 do 195, a podjednostka B od 196 do 326. Natomiast
uwzgledniajac konstrukcje wektora ekspresyjnego, na N-koncu podjednostki a nalezato
spodziewa¢ si¢ dwoch dodatkowych reszt aminokwasowych (o numerach -1 i 0),
stanowigcych pozostato$¢ po procesie produkcji i oczyszczania biatka (Bejger et al.,
2014). We wszystkich trzech modelach PvAspGl jednoznaczne mapy gestosci
elektronowej definiuja potozenia wszystkich spodziewanych reszt w podjednostkach .
Natomiast w podjednostkach o brakuje fragmentéw mapy gestosci elektronowe;j

zarowno dla N- jak i C-konca tancucha. Wszystkie trzy modele nie zawierajg reszt o
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numerach -1, 0, 1 z konca aminowego, oraz od trzydziestu szeéciu do trzydziestu
dziewieciu reszt z konca karboksylowego. Brak gestosci elektronowej dla tych reszt jest
prawdopodobnie skutkiem ich nieuporzagdkowania, ktore wynika z ich labilnosci. Jak
wykazaty kontrole na zelach SDS-PAGE, wszystkie trzy preparaty biatka przeznaczone
do krystalizacji, a wtasciwie ich podjednostki o i B posiadaly masy odpowiadajace
teoretycznym masom podjednostek petnej dtugosci.

7.2.2.3. Architektura miejsca aktywnego

Potozenie miejsca aktywnego PvAspGl wyznacza N-koncowa reszta
aminokwasowa podjednostki 3 - treonina 196, ktora petni role katalitycznego nukleofila
w reakcji hydrolizy L-asparaginy i jednoczes$nie jest reszta biorgca udzial w
autokatalitycznym cieciu tancuchéw polipeptydowych niedojrzatego biatka (Michalska
et al., 2008-B). Miejsce aktywne jest zlokalizowane pomigdzy petla stabilizujacg tego
samego heterodimeru a petla aktywujaca sasiedniego heterodimeru (Rysunek 7.2).
Znajduje si¢ ono w wydtuzonej szczelinie pomiedzy dwoma arkuszami B, ktore tworza
rdzen struktury. Krawedzie szczeliny uformowane sa glownie przez kilka petli z obu
podjednostek heterodimeru of} aczacych elementy helikalne z fancuchami f.

Sposrod trzech modeli asparaginazy potasowo-zaleznej tylko PvAspG1-K ma
jedno z miejsc aktywnych obsadzone L-asparaginianem - produktem reakcji
katalizowanej przez ten enzym. Jest to miejsce w heterodimerze AB, a ligand
wymodelowatam w niepetnym obsadzeniu (70%). Drugie miejsce aktywne PvAspG1-K
(w heterodimerze CD) jest wypetnione kilkoma czasteczkami wody. Czgéciowe
obsadzenie czasteczka L-asparaginianu jest prawdopodobnie spowodowane zbyt matym
jego nadmiarem dodanym do krystalizacji (nadmiar molowy 1:3). Jednak réznica ta
umozliwita mi poréwnanie w ramach jednej struktury, a wiec w identycznych
warunkach, miejsca obsadzonego produktem - L-Asp i pustego. W strukturach
PvAspG1-Na i -K/Na miejsca aktywne nie wigzg ligandow, mimo zwickszenia ilosci L-
asparaginianu dodawanego w trakcie krystalizacji (nadmiar molowy 1:25). Jony sodu
obecne w tych krysztatach (lub tez brak jonéw potasu) ewidentnie wpltywajg na
mozliwo$¢ zwigzania liganda w tych strukturach.

Czasteczka L-asparaginianu obecna w modelu PvAspG1l-K prawie catkowicie
wypetnia wneke katalityczng. Pozostaje jednak sporo wolnej przestrzeni od strony

grupy [-karboksylowej liganda, na przedluzeniu jego tancucha bocznego. Cata
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przestrzen wneki z pewnos$cig pomiescilaby oba rodzaje substratow asparaginaz, L-
asparaging, jak rowniez peptyd izoaspartylowy. Odcinana w trakcie reakcji reszta
aminokwasowa [-peptydu mogtaby oddziatywaé ze znanym juz z asparaginaz
potasowo-niezaleznych (Michalska i Jaskoélski, 2006) motywem GAG (Glyll-Alal2-
Glyl13), znajdujacym si¢ w obszarze bogatym w Gly tworzonym przez fragment
tancucha podjednostki a heterodimeru AB.

L-Asparaginian jest stabilizowany we wnegce katalitycznej za pomocag wigzan
wodorowych utworzonych =z pigcioma resztami aminokwasowymi 1 trzema
czasteczkami wody (Rysunek 7.7, Tabela 7.6). Wspomniane reszty pochodza tylko z
podjednostki B heterodimeru AB. Grupa o-karboksylowa liganda tworzy wigzanie z
grupg amidowsg Gly249 oraz dwa wigzania w mostku solnym z grupg guanidynowa
fancucha bocznego Arg224. Grupa a-aminowa oddzialuje z karbonylem Gly247 oraz
tancuchem bocznym Asp227. Z kolei grupa B-karboksylowa oddzialuje z atomem azotu
fancucha gléwnego Gly247 oraz grupa hydroksylowa tancucha bocznego Thr246. Te
dwie ostatnie reszty sa prawdopodobnie odpowiedzialne za wytworzenie tzw. wneki
oksyanionowej, ktora stabilizuje ujemny tadunek na atomie tlenu substratu podczas
reakcji hydrolizy. Wszystkie wymienione wigzania mi¢gdzy L-Asp i biatkiem wyst¢puja
takze w asparaginazach K*-niezaleznych (Michalska et al., 2005; Nomme et al., 2012).
Rysunek 7.7. Miejsce aktywne PvAspG1-K (hetreodimer AB) z wymodelowanym ligandem L-Asp.
Lancuch biatkowy A - jasnozielony, B — ciemnozielony, ligand - czarny, atomy O - czerwone, N -
niebieskie, H,O - rozowe kule. Ligand pokazalam w dodatniej gestosci roznicowej Fo-F¢ (2.5 o) ze
wszystkimi oddzialywaniami, jakie tworzy z bialkiem (czerwone przerywane linie). Na rysunku

zaznaczytam takze stabilizujgce wigzanie wodorowe pomiedzy katalityczng resztg Thrl96 i resztg Asn65
(bfekitne przerywane linie).
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Interesujace wyniki uzyskalam poréwnujac wszystkie szes¢ miejsc aktywnych z
trzech struktur asparaginazy z fasoli zwyczajnej. Okazuje si¢, ze reszty aminokwasowe
tworzace ekwiwalentne miejsca aktywne struktury PvAspG1-K (z heterodimeru AB -
obsadzone L-Asp, i heterodimeru CD - puste) majg identyczne konformacje. Zatem
mozna stwierdzi¢, ze obecnosé/nicobecnosé liganda nie ma wpltywu na budowe miejsca
aktywnego. Co ciekawe, nie zawierajace liganda cztery miejsca aktywne modeli
PvAspG1-Na i PvAspG1-K/Na réznig si¢ od miejsc aktywnych modelu PvAspG1-K.
Roznica polega przede wszystkim na odmiennej konformacji tancucha bocznego
Arg224 (Rozdziat 7.2.2.6).

Tabela 7.6. Wigzania wodorowe wystepujace w miejscu aktywnym PvAspG1-K (heterodimer AB).

atomy oddziatujgce odlegtos¢ (A)
N0y, Asp227 28
N---O H,O 2.9
N---O Gly247 3.2
N---O,, Thr196 3.3
O "Ny, Arg224 2.8
ligand 00 H,O 3.1
L-asparaginian OXT-N Gly249 2.8
OXT-Ny, Arg224 3.0
050 H,0 2.9
Os--N Gly247 2.5
On--0,1 Thr246 2.6
OOy Thr196 3.0
O, "N Thr196 2.9
0,10, Thr214 2.7
N---O Asn65 2.8
Thr196 N---O H,O 3.0
0---0 H,O 3.5
0N Gly1l 2.9
00 Gly10 33
Ny O H,0 3.0
N2 Og Glu250 3.3
Arg224
N¢ *Og Glu250 3.1
Ng O H,O 3.4

7.2.2.4. Petla stabilizujaca

Dwie analogiczne petle stabilizujace, zawierajgce jony potozone w miejscach Sa i

Sc, utworzone sg odpowiednio przez tancuchy A i C struktury PVAspGl (tj. przez
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podjednostki o heterodimeréw). Petla stabilizujaca znajduje si¢ na zakonczeniu helisy
aH3 i jest tworzona przez 11 kolejnych reszt aminokwasowych (Leu58 - Arg68)
okrgzajacych pottora raza centralnie koordynowany jon metalu. Sfera koordynacyjna
jonu metalu ma geometri¢ oktaedryczng, a wszystkie wigzania (jon metalu - tlen)
utworzone sg wyltacznie przez grupy karbonylowe tancucha gtdéwnego reszt tworzacych
petle, podczas gdy tancuchy boczne tych reszt sa skierowane na zewnatrz petli
(Rysunek 7.8).

Ten rodzaj petli nazwatam stabilizujgca ze wzgledu na funkcje jaka pelni.
Stabilizuje ona miejsce aktywne za pomocg wigzania wodorowego pomigdzy wolng
grupa o-aminowg katalitycznej treoniny 196, a karbonylem tancucha gtéwnego jednej z
reszt tworzacych petle - Asn65 (Rysunki 7.7 i 7.9). Oddziatywanie to prawdopodobnie
wplywa na wilasciwg orientacje Thr196, niezbedna dla ataku nukleofilowego na grupe
B-amidowa substratu, cho¢ niewykluczone, ze pelni jeszcze inng wazng role (Rozdziat
7.3.3).

W strukturze PvAspG1-K obie petle stabilizujace sa obsadzone jonami potasu.
Oba jony K' posiadaja sze$¢ wigzan koordynacyjnych o geometrii oktaedrycznej
(Tabela 7.7). W PvAspG1-Na te same petle zawierajg jony sodu, ktdre rowniez
posiadajg sze$¢ wigzan o geometrii oktaedrycznej (Tabela 7.7). W PvAspG1-K/Na
obsadzenie obu petli stabilizujacych jest mieszane - zawieraja one w 30% potas 1 70%
sod. Z tego wzgledu geometria sfery koordynacyjnej jak i liczba tworzonych wigzan jest
bardziej nieregularna (Tabela 7.8).

Petle stabilizujace we wszystkich trzech modelach PvAspG1 sa bardzo podobne,
zarowno co do przebiegu lancucha gtownego jak i konformacji tancuchéw bocznych
(Rysunek 7.9). Fakt ten potwierdzaja niskie warto$ci r.m.s.d. wyznaczone dla
wszystkich atoméw z obszaru petli pomigdzy resztami Val55 i Ala7l (Tabela 7.9).
Jedynie pozycje jonéw z roznych struktur sg wzgledem siebie nieco przesunigte. Jony
potasu z PvAspG1-K s3 oddalone od jonéw sodu z PvAspG1-Na o ok. 0.5 A, natomiast
odleglo$¢ pomiedzy jonami K* i Na* w strukturze PvAspG1-K/Na osigga nawet ok. 1.9
A. Moge zatem wnioskowaé, ze architektura petli stabilizujacych pozwala im
skoordynowaé¢ dostgpne w otoczeniu jony metali, przy jednoczesnym zachowaniu

funkgcji stabilizujacej.
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Rysunek 7.8.
Petla stabilizujaca
struktury
PvAspG1-K

(heterodimer AB).

Poszczegblne
atomy tancucha
polipeptydowego
rozrézniaja
kolory:

C - jasnozielony,
O - czerwony,

N — niebieski.
Petle pokazatam
W gestosci
elektronowej 2F,-
F. (2.0 o). Jasno
zielona kula
reprezentuje jon
potasu,  czarne
linie przerywane
to wigzania
koordynacyjne.
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Rysunek 7.9. Nalozenie
atomow C, obszaru petli
stabilizujacej dwoch
modeli PvAspG1
(heterodimery AB).
Model PvAspG1-K
reprezentujg jasnozielone
reszty  aminokwasowe
(tancuch  A), ciemno-
zielone reszty (tancuch
B) oraz jasnozielona kula
(jon  potasu). Model
PvAspG1-Na repre-
zentuja  jasnofioletowe
reszty  aminokwasowe
(tancuch  A), ciemno-
fioletowe reszty (tancuch
B) oraz jasnofioletowa
kula (jon sodu).
Dodatkowo zaznaczytam
atomy O na czerwono, N
na niebiesko oraz
wigzanie wodorowe
stabilizujace miejsce
aktywne  (katalityczng
Thrl96) jako czerwone
linie przerywane.
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Tabela 7.7. Koordynacja jonu metalu w petlach stabilizujacych struktur PvAspG1-K i PvAspG1-Na.
Wiazania spelniaja warunki stereochemiczne: maja oktaedryczna geometri¢ i sa najkrotszymi z
oddziatywan miedzy jonem metalu i biatkiem. W nawiasach podaje czynniki temperaturowe (A?) dla

danego atomu/jonu metalu, odlegtosci podaje w A.

PvAspG1-K PvAspG1-Na

Sa: K" (41.7) Sc 1 K" (57.8) Sa: Na® (40.2) Sc : Na* (40.8)
reszta
amino- atom odlegtos¢ | atom odlegtos¢ | atom odleglos¢ | atom odlegtos¢
kwasowa
Leu58 0(37.1) | 293 O (47.7) | 2.85 0(39.2) | 2.96 O (36.7) | 284
Glu59 0(29.4) | 2.95 O (47.8) | 2.86 O (38.4) | 2.60 O (40.5) | 255
Asp61 O (42.0) | 2.52 0 (50.6) | 2.58 O (31.1) |2.27 0(334) |227
Phe64 0 (29.5) | 3.10 0 (49.9) | 3.19 0 (39.6) | 3.32 O (33.6) | 3.20
Ser66 0(25.4) | 2.64 0O (43.4) | 2.62 O (315) | 235 0(333) | 223
Arg68 O (31L.1) | 2.56 0 (36.1) | 2.66 O (30.1) |2.23 0 (32.1) | 233

Tabela 7.8. Koordynacja jonu metalu w petlach stabilizujgcych struktury PvAspG1-K/Na. Wymienione
zostaly wszystkie oddzialywania do 3.6 A, choé nie wszystkie mozna uznaé za wigzania. W nawiasach
podaje czynniki temperaturowe (A?) dla danego atomu/jonu metalu, odleglosci podaje w A. Wartosci

procentowe dotycza wspotczynnikéw obsadzenia.

PVASPGL-K/Na | S : 0% (29.7) 0% 187) | 5 0% (26.8) Yo% (132)
EI;?TS]iZ:I&(l)kwasowa atom odlegtosc odlegtos¢ atom odlegtos¢ odleglosc
Leu58 0 (23.4) 2.69 3.22 O (20.5) 2.53 3.34
Glu59 0 (23.7) - 2.39 0 (21.3) - 2.33
Asp61 0O (21.1) 2.86 2.27 O (17.5) 2.93 2.33
Phe64 0 (23.1) 2.68 - O (21.6) 2.83 -

O (21.7) 2.71 2.29 O (20.5) 2.76 2.24
Sere Oy (29.7) 2.97 - Oy (26.1) 3.10 -
Arg68 O (24.6) - 2.20 0 (19.8) - 2.16
Woda 0 (28.1) 2.64 - O (24.5) 2.59 -

Tabela 7.9. Porownanie petli stabilizujacych modeli PvAspG1l-K, PvAspG1l-Na i PvAspGl-K/Na.
Natozytam wszystkie atomy reszt 55-71 w programie ALIGN (Satow et al., 1986). Parametry r.m.s.d.

podaje w A.
PvAspG1-K PvAspG1-Na PvAspG1-K/Na
SA SC SA SC SA SC
Sa 0 0.16 0.22 0.18 0.18 0.18
PvAspG1-K
Sc 0 0.23 0.20 0.18 0.19
Sa 0 0.11 0.16 0.14
PvAspG1-Na
Sc 0 0.13 0.14
Sa 0 0.09
PvAspG1-K/Na
Sc 0
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7.2.2.5. Petla aktywujaca

Petla aktywujgca jest charakterystyczng cechg asparaginaz potasowo-zaleznych,
poniewaz nie wystepuje W takiej roli w zadnej ze znanych struktur enzyméow potasowo-
niezaleznych (LIA, EcAlll, hASNase3, gpASNase3). W strukturze PvAspGl istnieja
dwie analogiczne pgtle aktywujace tworzone przez tancuchy biatkowe A (petla wigzaca
jon metalu w pozycji Aa) i C (petla wigzaca jon metalu w pozycji Ac). Petle te znajduja
si¢ na zakonczeniach helisy aHI1 (podjednostek o heterodimerow AB i CD). Petla
aktywujaca zbudowana jest z tancucha o$miu kolejnych reszt aminokwasowych
(Vallll - Ser118) wykonujacego jeden pelen obrot wokot centralnie potozonego jonu
metalu. Sfera koordynacyjna jonu metalu ma geometri¢ oktaedryczng i tworzona jest
przez cztery grupy karbonylowe tancucha gléwnego i dwie czasteczki wody, ktore
stabilizowane sa przez tancuch boczny Serll8, (ostatniej reszty tworzacej petle)
(Rysunek 7.10).

Nalezy zauwazy¢, ze taka geometria sfery koordynacyjnej jest zachowana w
przypadku modeli PvAspG1-K i PvAspG1-Na, gdzie petle aktywujace obsadzone sg
odpowiednio przez jony potasu lub sodu (Tabela 7.10), jednak w przypadku PvAspG1-
K/Na uktad tworzonych wigzan jest bardziej skomplikowany ze wzgledu na podwdjne
obsadzenie kazdej z dwoch petli (Tabela 7.11).

Aby porownac uksztattowanie petli aktywujacych z trzech modeli asparaginazy z
fasoli zwyczajnej nalozytam w programie ALIGN (Satow et al., 1986) wszystkie atomy
obszaru petli obejmujacego reszty Alal08 - Alal2l (Tabela 7.12). Wyniki wskazujg na
znaczne podobienstwo rozmieszczenia przestrzennego atomoéw w petlach PvAspG1-Na
I PVAspG1-K/Na oraz wyrazng roznic¢ pomiedzy PvAspG1-K i PvAspG1-Na.

Aby doktadniej scharakteryzowaé rdéznice w konformacji petli aktywujacej
PVAspG1-K i PvAspG1-Na, nalozytam wszystkie atomy C, tych struktur wykorzystujgc
narzgdzie SSM (Krissinel i Henrick, 2004) z programu COOT (Emsley i Cowtan,
2004). Obie petle aktywujace PvAspG1-K sg obsadzone jonami potasu, a obie petle
PVAspG1-Na jonami sodu, przy czym wzgledne pozycje jonéw K™ i Na* sa oddalone od
siecbie o ok. 1.0 A. Wyrazne roznice wida¢ takze w rozmieszczeniu reszt
aminokwasowych tworzacych krzywizng¢ petli, zmieniony jest zaréwno przebieg
tancucha gtownego (migdzy resztami Aspl13 - Serll8) jak i konformacje grup
bocznych czterech reszt (Lys114, Serl115, Prol116, His117) (Rysunek 7.11). Co ciekawe,
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Rysunek 7.10. Pgtla
aktywujaca struktury

PvAspG1-K :
(heterodimer ~ CD). P vmr N
Poszczegdlne atomy T\ S115 A7l -
tahcucha LSRR ) LA T ]
polipeptydowego PR ‘ =
rozrozniaja kolory: C . ey a0l [l =~ =

- jasnozielony, O - v <
czerwony, N - Lk ’

niebieski, S - Z(’)hy 1 B V111

Petle pokazalam w 1 NS

gestosci elektronowe;j H117 2 § »‘ ‘ MRS

2F,-F; (2.0 o). Jasno \ )3\ l = =

zielona kula ‘ A

reprezentuje jon i 5

potasu, czarne linie f 2 7
przerywane to S118)/ [j&y i MR\

wigzania ‘ M]_12"">7
koordynacyjne. il ;

Rysunek 7.11.
Nalozenie atoméw
C, obszaru petli
aktywujacej dwoch
modeli PvAspG1l
(heterodimery CD).
Model PvAspG1-
K reprezentu;ja
jasnozielone reszty
aminokwasowe
(tancuch C) oraz
jasnozielona kula
(jon potasu).
Model PvAspG1-
Na  reprezentuja
jasnofioletowe
reszty
aminokwasowe
(tancuch C) oraz
jasnofioletowa
kula (jon sodu).
Dodatkowo
zaznaczytam
atomy O na
czerwono, N na
niebiesko, S na
z6tto.
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Tabela 7.10. Koordynacja jonu metalu w petlach aktywujacych struktur PvAspG1-K i PvAspG1-Na. W
nawiasach podaje czynniki temperaturowe (A?) dla danego atomu/jonu metalu, odlegtosci podaje w A.

reszta PvAspG1-K PvAspG1-Na

amino- Ap K" (44.9) Ac: K" (47.8) Ap: Na' (44.4) Ac:Na' (43.9)
kwasowa atom odleglos¢ | atom odlegtos¢ | atom odleglos¢ | atom odleglosc
vallll | 0(37.2) | 2.97 0 (36.6) | 2.87 0(27.9) | 2.69 0(32.3) | 270
Met112 O (41.9) | 2.89 0 (37.3) | 2.80 0 (36.7) | 3.38 0O (42.8) |3.10
Ser1l5 | 0(39.7) | 2.65 0(34.2) | 2.45 0(41.7) | 2.44 0 (42.9) | 2.40
His117 | 0 (42.3) | 2.70 0 (36.2) | 2.67 0(36.2) | 2.34 0 (37.4) | 2.61
Woda 0 (33.6) | 2.55 0 (28.1) | 2.46 0(36.7) | 2.23 0(35.1) | 2.28
Woda 0 (55.6) | 2.99 0 (41.9) | 3.42 O (34.5) | 2.34 0 (49.4) | 3.21

Tabela 7.11. Koordynacja jonu metalu w petlach aktywujacych struktury PvAspG1-K/Na. W nawiasach
podaje czynniki temperaturowe (A?) dla danego atomu/jonu metalu, odleglosci podaje w A. Wartosci
procentowe dotycza wspotczynnikéw obsadzenia.

PVASpG1-K/Na A’ I3<0% (34.5) yc?% @28.1) | A’ I3<0% (47.8) '7\13% (25.0)
reszta aminokwasowa | atom odlegtos¢ odlegltosé atom odlegltos¢ odleglosé
vall1l 0(19.2) |2.86 2.31 0(18.2) |- 2.43
Met112 0(20.9) |341 2.78 0(26.0) |- 3.01
Ser115 0(35.7) |3.23 2.23 0(40.1) | 273 2.35
His117 0(25.8) |2.36 2.81 0(253) |- 2.50
Woda 0(35.4) | 277 2.39 0(26.1) | 3.04 2.63
Woda 0(40.7) | 279 - 0 (515) |- 2.55
Woda 0(18.7) |- 2.92 0(45.4) |3.22 -

Woda - - - O (445) | 268 -

Tabela 7.12. Poréwnanie obszarow petli aktywujacych modeli PvAspG1-K, PvAspG1-Na i PvAspG1-
K/Na. Natozytam wszystkie atomy reszt 108-121 w programie ALIGN (Satow et al., 1986). Parametry
r.m.s.d. podane sa w A.

PvAspG1-K PvAspG1-Na PvAspG1-K/Na
Ap Ac An Ac An Ac
Aa 0 0.18 0.40 0.48 0.27 0.26
PvAspG1-K
Ac 0 0.36 0.38 0.26 0.27
Aa 0 0.16 0.17 0.15
PvAspG1-Na
Ac 0 0.16 0.17
Ana 0 0.10
PvAspG1-K/Na
Ac 0
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poza samg krzywizng p¢tli, reszty od strony N-konca (od Asp113) i C-konca (od Ser118)
w obu strukturach PvAspG1-K i PvAspG1-Na pozostaja doktadnie w tych samych
pozycjach 1 majg identyczne konformacje. Pordéwnanie to wskazuje, ze rodzaj
zwigzanego przez petle aktywujacag jonu metalu wptywa na jej konformacje, a
konkretnie na utozenie reszt aminokwasowych pomigdzy Aspl13 - Ser118.

Konformacja petli aktywujacych PvAspG1-K/Na jest zasadniczo podobna do tych
w PVAspG1-Na. Zarowno przebieg tancucha gléwnego jak i konformacje wigkszosci
reszt aminokwasowych sa takie same. Wyjatkiem jest reszta His117, ktorej tancuch
boczny przyjmuje dwie rézne konformacje. Jedna jest identyczna z konformacja
wystepujaca w PvAspG1-K (jej obsadzenie w PvAspG1-K/Na wynosi 30%), druga -
taka sama jak w PvAspG1-Na (o obsadzeniu 70%), co w peti koreluje z podwojnym
obsadzeniem tych petli przez jony K* (30%) i Na* (70%). Odlegto$¢ miedzy jonami w
petlach PvAspG1-K/Na wynosi ok. 1.5 A.

Te nowo odkryte, charakterystyczne petle nazwatam aktywujacymi, poniewaz
aktywuja one mechanizm przetacznika katalitycznego asparaginazy potasowo-zalezne;j,

opisany w nast¢pnym rozdziale.

7.2.2.6. Przelacznik katalityczny

Miejsce aktywne PvAspG1 znajduje si¢ pomigdzy petla stabilizujacg i aktywujaca,
jednak skoordynowane w tych petlach jony metali sg zbyt oddalone od katalitycznej
reszty Thrl96, aby wptywaé na miejsce aktywne w sposéb bezposredni. Odleglosci: jon
metalu w petli stabilizujacej - grupa OH Thr196 i grupa OH Thr196 - jon metalu z petli
aktywujacej wynosza odpowiednio ~10 A i ~18 A. Jednak tak jak jon obecny w petli
stabilizujacej usztywnia ja, co pozwala poprzez Asn65 ustabilizowaé reszte
nukleofilowg Thr196, tak jon kontrolujgcy uksztattowanie petli aktywujacej kontaktuje
si¢ z miejscem aktywnym poprzez system oddzialywan o charakterze przelacznika
katalitycznego.

W strukturze potasowo-zaleznej asparaginazy z fasoli zwyczajnej istnieja dwa
miejsca aktywne, zatem i1 dwa przelaczniki Kkatalityczne. Przetacznik AD jest
posrednikiem oddziatywania petli aktywujgcej zbudowanej z tancucha aminokwaso-
wego A na miejsce aktywne osadzone w tancuchu D. Przetacznik CB jest posrednikiem
oddziatywania petli aktywujacej zbudowanej z taficucha aminokwasowego C na miejsce

aktywne osadzone w tancuchu B. Przelaczniki te skladajg si¢ z trzech reszt
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aminokwasowych: His117, Arg224 i Glu250, ktore przyjmujac rézne konformacje

wlaczajg i wylaczaja (maksymalng) aktywnos$¢ asparaginazowa enzymu.

Rysunek 7.12. Zblizenie obszaru przetacznika katalitycznego obejmujace miejsce aktywne i petle
aktywujaca w stanie ON (zielony) i OFF (fioletowy). Natozenie przetacznika CB struktury PvAspG1-K
(tancuchy polipeptydowe: C - jasnozielony, B - ciemnozielony) z jonem potasu (jasnozielona kula) i
ligandem (czarny) na przetacznik CB struktury PvAspG1-Na (C - jasnofioletowy, B - ciemnofioletowy) z
jonem sodu (jasnofioletowa kula). Lancuchy boczne istotnych reszt aminokwasowych zostaty pokazane i
opisane. Wyrézniono atomy: N - niebieskie, O - czerwone, S - zotte. Wiaczony przelacznik tworzy
wigzania wodorowe zaznaczone jako przerywane czerwone linie.

Stan ,,wlaczony” (ON) asparaginazy jest przyjmowany gdy petla aktywujaca
koordynuje jon potasu. Stan ten zobrazuj¢ na przyktadzie modelu PvAspGl-K, a
konkretnie przetagcznika CB oddzialujacego z miejscem aktywnym (w tancuchu B), w
ktorym zwigzany jest L-Asp (Rysunek 7.12). Jon potasu zwigzany w petli aktywujace;j
(tancuch C) narzuca jej uksztattowanie, a wigc 1 konformacje Hisll7 - jednej z reszt
petli, ktora jest jednocze$nie centralnym elementem przetacznika. Pier§cien
imidazolowy His117 (tancuch C) jest skierowany w stron¢ powierzchni biatka, co
umozliwia znajdujacej si¢ glebiej reszcie Arg224 (tancuch B) ustawienie tancucha
bocznego w taki sposob, by byt on skierowany w strone¢ miejsca aktywnego. Takie
utozenie tancucha bocznego Arg224 umozliwia solidne kotwiczenie substratu/produktu

w miejscu aktywnym. Grupa guanidynowa Arg224 kotwiczy L-Asp za pomocg dwoch
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wigzan wodorowych w mostku solnym pomig¢dzy atomami N,; i N, a grupa a-
karboksylowa liganda. Potozenie tancuchow bocznych Hisl17 1 Arg224 jest
stabilizowane przez trzecig reszte przetgcznika, Glu250 (z tancucha B). Grupa f-
karboksylowa Glu250 zwigzana jest wodorowo z grupg guanidynowg Arg224, tworzgc
z nig dwa rownolegle wigzania wodorowe W mostku solnym Og;-+-N; i O Ny, oraz z
pierscieniem aromatycznym Hisl17 wigzaniem O°'---N. Dla porzadku i czytelnosci
dalszych rozwazan nalezy tu przypomniec, ze jon potasu w petli aktywujacej (tancuch C)
jest koordynowany przez 4 reszty petli oraz dwie czgsteczki wody utrzymywane w
odpowiedniej pozycji przez tancuch boczny ostatniej reszty petli, Serl18, tworzacej z

nimi wigzania wodorowe o dtugo$ciach 3.21 i 3.68 A.

Rysunek 7.13.

Oddziatywania pomigdzy
Serl18 i G250 w o e ,‘
przetgczniku AD struktury ' ;

PvAspG1-K. Kolorami
oznaczytam fancuchy
polipeptydowe: A -
jasnozielony i D -
ciemnozielony, przy czym
atomy N s3 niebieskie, O
czerwone. Zielona kula
0znacza jon potasu w petli
aktywujacej, czerwone
kule czasteczki wody,
czarne linie przerywane
wigzania  koordynacyjne
jonu  metalu w petli
aktywujacej. Czerwone
linie przerywane obrazujg ) ;
niektoére z oddziatywan w

. M112
obszarze przetacznika a\
katalitycznego AD modelu
PvAspG1-K.

H117

Drugi przetacznik modelu PvAspG1-K (przetacznik AD), kontaktujacy petle
aktywujaca (tancuch A), koordynujaca jon potasu i miejsce aktywne (tancuch D) nie
obsadzone ligandem, jest rowniez ,,wlaczony”. Reszty His117 (z tancucha A) 1 Arg224
(z tancucha D) sg utozone identyczne jak w przetaczniku CB PvAspG1-K. Konformacja
Glu250 (z tancucha D) jest minimalnie zmieniona, ale jej tancuch boczny zajmuje to
samo miejsce w przestrzeni i nadal petni funkcje stabilizujaca dla dwoch pozostatych
reszt przetacznika. Grupa B-karboksylanowa Glu250 (a konkretnie jej atom Og;)
oddzialuje z N, i Ny, Arg224 oraz z pierScieniem imidazolowym His117 (Rysunek 7.13).
Wszystkie trzy reszty przetacznika AD majg takie ulozenie jak w przelaczniku CB.
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Pozwala ono na kotwiczenie L-Asp w miejscu aktywnym. Zatem czasteczka liganda nie
ma wplywu na ulozenie reszt przelacznika katalitycznego, ktorym steruje tylko i
wylacznie rodzaj jonu skoordynowanego w petli aktywujacej. Co ciekawe, grupa -
karboksylanowa Glu250 (atom Oy,) z przetagcznika AD tworzy rowniez dodatkowe
oddziatywania z tancuchem bocznym oraz grupa amidowa reszty Serl118 (Rysunek
7.13). Jednocze$nie wigzania pomigdzy atomem O, Serll8 i czasteczkami wody
koordynujacymi jon potasu w petli aktywujacej stabng (odlegtosci: 3.74 1 4.14 A).

Model PvAspG1-Na, zawierajacy jony sodu w petlach aktywujacych, jest
przykladem enzymu z wylaczong (zredukowang) aktywnoscig asparaginazowa (stan
OFF), poniewaz reszty tworzace przetaczniki katalityczne CB i AD majg zmienione
konformacje. Mechanizm dziatania przetacznika opisze etapami, porownujac PvAspGl-
K (przetagcznik CB w staniec ON) i PvAspGl-Na (przelagcznik CB w stanie OFF)
(Rysunek 7.12), przy czym nalezy pamigtaé, ze w rzeczywisto$ci wszystkie opisywane
zmiany nastepuja najprawdopodobniej rdwnoczes$nie, a nie sekwencyjnie. Gdy jon
potasu zostaje zastgpiony jonem sodu, petla aktywujaca (np. w tancuchu C) ulega
rearanzacji. Zmienia si¢ przebieg jej tancucha gléwnego oraz nastepuja zmiany
konformacyjne kilku reszt budujacych petle. Reszta His117 (fancuch C), a wlasciwie jej
pierscien imidazolowy zostaje niejako ,,wepchniety” do wnetrza biatka, zajmujac
miejsce do tej pory zajmowane przez tancuch boczny Arg224 (taficuch B). Dla
uniknigcia zawady sterycznej, reszta Arg224 rotuje, zmieniajac potozenie tancucha
bocznego o 180°, ktéry traci przez to mozliwos¢ kotwiczenia produktu/substratu w
miejscu aktywnym. Jednocze$nie nast¢puje przemieszczenie znajdujacej si¢ w poblizu,
petli Met218-Gly223 (tworzonej przez tancuch B) oraz zmiana potozenia tancucha
bocznego Met221. Trzecia reszta przelacznika katalitycznego, Glu250 (tancuch B),
takze zmienia swojg konformacje. -Karboksylanowa grupa reszty Glu250 w nowej
orientacji nie ma juz mozliwosci oddziatywania z resztami aminokwasowymi biatka
(Rysunek 7.14). Lancuch boczny tej reszty tworzy jedyne wigzanie wodorowe z
czasteczka wody, ktdra jest unieruchomiona w przestrzeni przez fancuch boczny Ser118
(fancuch C) i koordynuje jon sodu w petli aktywujacej (fancuch C).

Przetacznik AD modelu PvAspG1-Na uksztattowany jest w identyczny sposob jak
CB. Istnieja jedynie dwie drobne roznice, a mianowicie: (I) rearanzacja polozenia
czasteczek wody znajdujacych si¢ pomigdzy jonem sodu w petli aktywujacej (fancuch

A) 1 reszta Glu250 (tancuch D), oraz (II) fragmentaryczna mapa ggstosci elektronowe;j
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fancucha bocznego Glu250, ktoremu nadatam konformacj¢ wytaczona, podobng do tej

w lancuchu B.

Rysunek 7.14.
Oddziatywania
pomigdzy  Serll8 i
Glu250 w przetaczniku
CB struktury PvAspG1-
Na. Kolorami
oznaczylam  lancuchy
polipeptydowe: C -
jasnofioletowy i B -
ciemnofioletowy,  przy
czym atomy N s3
niebieskie, O czerwone.
Fioletowa kula oznacza
jon sodu, czerwone kule
czasteczki wody, czarne
linie przerywane
wigzania koordynacyjne
jonu metalu w petli
aktywujacej. Czerwone
linie przerywane
obrazuja  niektére z
wigzan wodorowych w
obszarze  przetacznika
katalitycznego CB
modelu PvAspG1-Na.

Rysunek 7.15. Zblizenie obszaru przetacznika katalitycznego PvAsSpG1-K/Na. Kolorami oznaczytam
fancuch C - jasnopomaranczowy i B - ciemnopomaranczowy, przy czym atomy N sa niebieskie, O
czerwone, S zo6lte. Jon potasu reprezentuje jasnozielona kula, a jon sodu jasnofioletowa kula.

)2
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W modelu PVAsSpG1-K/Na reszty przelacznikow katalitycznych przyjmuja
identyczne konformacje w obu heterodimerach struktury. W tym przypadku, ze wzgledu
na podwodjne obsadzenie petli aktywujacej (jonami K* 30% i Na® 70%) mamy do
czynienia z sytuacja posrednia, a raczej ze wspoéOhistnieniem, w tym samym krysztale,
kopii biatka w konformacji ON i w konformacji OFF (Rysunek 7.15). Lancuchy boczne
His117 i Arg224 posiadaja podwojna konformacje przyjmujac potozenia analogiczne do
tych w modelach PvAspG1-K (z obsadzeniem 30%) i PvAsSpG1-Na (70%), a wiec
zaro6wno konformacj¢ wtaczong jak i wylaczong. Reszta Glu250 ma nowa konformacje,
cho¢ potozenie jej tancucha bocznego jest zasadniczo zbiezne z tym w PvAspG1-Na,
bez oddziatywan z innymi resztami aminokwasowymi. Podobnie, konformacja petli
Met218-Gly223 jest taka jak w PvAspG1-Na, przy czym tancuch boczny reszty Met221

ma podwojng konformacje.

7.3. Dyskusja wynikéw

7.3.1. Analiza poréwnawcza réznych asparaginaz typu roslinnego

7.3.1.1. Por6wnanie sekwencji aminokwasowych

Asparaginazy typu roslinnego dzielone sa na dwie podgrupy: enzymy potasowo-
zalezne i potasowo-niezalezne, cho¢ sekwencje aminokwasowe obu podgrup wykazuja
znaczne podobienstwo i identyczno$¢ wynoszace odpowiednio ok. 70% i ok. 60%
(Tabela 7.13). Sekwencje enzyméw danej podgrupy sa jeszcze bardziej zgodne,
podobienstwo wynosi nawet ok. 95%, identycznos¢ dochodzi do ok. 90%. Wyjatkowa
zbieznos¢ sekwencji aminokwasowej w podgrupie enzymoéw K'-zaleznych istnieje
pomiedzy asparaginaza z fasoli zwyczajnej (PvAspGl) i asparagiaza z Lotus japonicus
(LjNSE1). Oba enzymy maja taka samg liczbg reszt aminokwasowych wynoszacg 326 i
tylko 29 réznic w sekwencji, przy czym 15 z tych reszt okresla si¢ jako podobne.
Homologi asparaginaz typu roslinnego u organizmoéw innych niz roslinne sa duzo
bardziej odmienne. Zaro6wno identyczno$¢, jak i podobienstwo ich sekwencji, w

poréwnaniu do enzymow z roslin, jest obnizone do ok. 40%.
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Tabela. 7.13. Porownanie sekwencji aminokwasowych wybranych asparaginaz typu roslinnego (czg$é
niezacieniowana - % identyczno$ci; czg¢$¢ zacieniowana - % podobienistwa). Pogrubiong czcionka
zaznaczylam enzymy potasowo-zalezne, niepogrubiona potasowo-niezalezne, pochyta homologi
asparaginaz potasowo-niezaleznych typu roslinnego nie pochodzace z roélin (skroty reprezentujgce
poszczegblne enzymy zamie$citam w rozdziale 1. Wykaz stosowanych skrotow).

LjNSE1
At3g16150
LIA
PvAsSpGT?2
LjNSE2
At5g08100
EcAlll
hANSase3
gpASNase3

60 59 59 59 40 38 40

PvAspGl

LjNSE1 95 59 57 58 57 51 41
At3916150 90 89 59 73 57 57 53 41
LIA 71 58 58 74 46 41 42

PvAspGT?2 71 70 72 90 77 46 41 41

LjNSE2 73 72 57 91 94

At5g08100 70 70 69 82 83

EcAlll 56 41 40 61 63

hANSase3 50 40 41 55 56

gpANSase3 51 53 53 55 55

7.3.1.2. Porownanie struktur czwartorzedowych

Porownanie struktur asparaginaz typu roslinnego (PVAspG1l, LIA, EcAlll,
hASNase3, gpASNase3) pokazuje, ze mimo réznic W Sekwencjach ich struktura
czwartorzedowa jest bardzo podobna. Najwigksza zgodnos¢ wystepuje migdzy blisko
spokrewnionymi enzymami, ssaczymi hASNase3 i gpASNase3, oraz ro$linnymi
PVvAspGLl i LIA (Tabela 7.14).

Tabela. 7.14. Poréwnanie struktur heterotetramerow asparginaz typu roslinnego wykonane za pomocg
programu ALIGN (Satow et al., 1986). Podane wartosci to r.m.s.d. (A) dla atoméw C,. Poréwnatam
pozycje atomoéw C, struktur: PvAspG1-K (model enzymu zbadanego w niniejszej pracy, w stanie ON i ze
zwigzanym L-Asp W miejscu aktywnym, rozdzielczo$é 2.3 A), LIA (kod PDB: 2gez - jedyny model
aparaginazy z lubinu zottego, rozdzielczo$¢ 1.9 A), EcAIll (kod PDB: 2zal - model z E. coli o
najwiekszej kompletnosci i ze zwigzanym L-Asp w migjscu aktywnym, rozdzielczoéé 1.9 A), hASNase3
(kod PDB: 4gdw - jedyny model w petni dojrzatego enzymu ludzkiego ze zwigzanym L-Asp w miejscu
aktywnym, rozdzielczo$¢ 1.84 A), gpASNase3 (kod PDB: 4048 - jedyny model aparaginazy ze $winki
morskiej, rozdzielczoéé 2.29 A).

LIA (2gez) EcAIlll (2zal) hASNase3 (4gdw) gpASNase3 (4048)
PvAspG1-K 0.61 0.90 1.02 1.03
LIA (2gez) 0.82 0.96 1.02
EcAlll (2zal) 1.03 1.01
hASNase3 (4gdw) 0.46
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Topologia heterodimerow off PvAspGl jest identyczna z topologia LIA
(Michalska et al., 2006). Asparaginaza EcAlll zawiera dwie dodatkowe helisy: aH1 i
BH4 (Michalska et al., 2005). Natomiast enzymy hASNase3 i gpASNase3 posiadaja
dodatkowg ni¢ B w wickszym arkuszu B (BS10 - oznaczong oryginalnie jako M;
Nomme et al., 2012; Schalk i Lavie, 2014). Co zaskakujace, w modelach ssaczych nie
uwzgledniono innej nici B: BS3 znajdujacej si¢ na przeciwnym skraju wigkszego
arkusza B, ktory spina dwa heterodimery aff asparaginazy. Pomini¢cie BS3 bylo praw-
dopodobnie spowodowane niedoskonatoscig oddziatywania (obecne tylko dwa wigzania
wodorowe -CO---HN-) migdzy tancuchami oS4 i fS3, co mogto utrudni¢ rozpoznanie
tego waznego elementu drugorzgdowego przy pomocy automatycznych algorytméow.
Rysunek 7.16. Obszar asparaginaz typu roslinnego o najbardziej zréznicowanym pofatdowaniu: petla
Gly13-GIn23 znajdujaca si¢ w podjednostce a i petla Arg283-Lys288 z podjednostki . Natozytam atomy
C, heterodimeréw CD struktur: PvAspG1-K (zielony), LIA (niebieski), EcAIll (fioletowy), hASNase3
(pomaranczowy), gpASNase3 (r6zowy). Zielone kule reprezentujg jony potasu w petlach stabilizujacej i
aktywujacej struktury PvAspG1-K, numeracja reszt aminokwasowych pochodzi takze ze struktury

PvAspG1-K. W miejscu aktywnym osadzony jest produkt reakcji (L-Asp) pochodzacy ze struktur EcAIII,
hASNase3, gpASNase3 (w kolorach tancuchow biatkowych).

Poza wspomnianymi powyzej réznicami, natozenie wszystkich atoméw C, pieciu
struktur asparaginaz ujawnito dodatkowo kilka mniej zgodnych fragmentéw lancucha
biatkowego, ktore wynikaja gtéwnie z insercji reszt aminokwasowych oraz naturalnej
elastycznosci petli, czy helis znajdujacych sie przy powierzchni biatek. Tylko dwa z
tych obszarow mozna uzna¢ za znaczaco rdznigce si¢, poniewaz ich tancuchy gtéwne
maja zupetnie inne pofaldowanie: petle Arg283-Lys288 w podjednostce B 1 petle Gly13-
GIn23 w podjednostce o (numeracja wg PvAspG1l) (Rysunek 7.16). Petla Gly13-GIn23
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znajduje si¢ tuz za tzw. obszarem bogatym w Gly o wysoce zachowawczej strukturze.
Konformacje tych petli moga by¢ zwigzane ze zréznicowang specyficznoscia
substratowa asparaginaz lub/i ich (nie)zaleznoScig od potasu. Rejony te analizuje
doktadniej w kolejnych rozdziatach.

W strukturach asparaginaz wystepuje jeszcze jeden fragment, co do ktorego
istnieje podejrzenie, ze jest wyznacznikiem preferencji substratowych (Gabriel et al.,
2012). Jest to tzw. petla zmienna (ang. variable loop), C-terminalny fragment
polipeptydu podjednostki o, ktory tworzy w niedojrzalym biatku element tgczacy
podjednostki heteodimerdow i jest uwalniany w trakcie cigcia autoproteolitycznego. Petla
zmienna jest najbardziej zréznicowanym fragmentem struktur asparaginaz pod
wzgledem sekwencji oraz ilosci reszt aminokwasowych. Niestety wigkszo$s¢ modeli
asparaginaz (réwniez wszystkie trzy modele PvAspGl prezentowane w niniejszej
rozprawie) nie posiada tego fragmentu ze wzgledu na jego nieuporzadkowanie lub
degradacje. Jedynie w modelu LIA (Michalska et al., 2006) w dwoch podjednostkach a
(z czterech wystepujacych w czgsci asymetrycznej krysztatu LIA) udato sig
wymodelowa¢ 0 kilka reszt aminokwasowych wiecej, stanowigcych ok. 25% petli
zmiennej. Natozenie modeli PvAspG1, LIA, EcAlll, hASNase3 i gpASNase3 pokazuje,
ze dobudowany w LIA fragment jedynie okrywa miejsca aktywne i nie mogltby
oddziatywaé bezposrednio z resztami tworzacymi miejsce aktywne, petle koordynujace
metale, czy przelacznik katalityczny w strukturze PvAspGl. Co ciekawe, tancuch
boczny reszty Thr165 znajdujacej si¢ w petli zmiennej LIA tworzy stabe wigzanie
wodorowe z resztg Gly10, ktora (jako Gly9 w hASNase3) petni przypuszczalnie istotna
role podczas dojrzewania biatek hASNase3 i gpASNase3. Konformacja oraz
potencjalne oddziatywania tworzone przez ten niezdefiniowany w modelach fragment

petli zmiennej pozostaja nieznane.

7.3.1.3. Petle koordynujace jony metali

W strukturach LIA, EcAIlll, hASNase3 i gpASNase3 istnieje tylko jeden rodzaj
petli wigzacych jon metalu - tzw. petle sodowe (we wszystkich modelach tych struktur
koordynujace jony sodu) odpowiadajgce petli stabilizujacej PvAspGl. Sekwencje
aminokwasowe tych petli roznig si¢ (Tabela 7.15), jednak nie ma to znaczacego wptywu
na ich funkcje ze wzgledu na fakt, ze koordynacja centralnie umieszczonego jonu

metalu odbywa si¢ wytgcznie za pomocg grup karbonylowych tancucha gtownego reszt
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tworzacych petle. Rozne rodzaje grup bocznych decyduja jedynie o dopasowaniu petli
do otaczajacych ja elementow strukturalnych. Przebieg tancucha gléwnego oraz
geometria sfery koordynacyjnej jonu sg zatem podobne. Reszta Asn65, ktoéra w
PvAspG1 odpowiada za stabilizujace oddziatywanie z katalityczng resztg Thr196 jest w
innych strukturach asparaginaz zachowana, ma ta samg konformacj¢ i pozycje w
przestrzeni. Pelni takze t¢ sama funkcje we wszystkich w petni dojrzatych (pocigtych na
podjednostki a i ) enzymach (cho¢ nie we wszystkich heterodimerach modeli
hASNase3). Petla stabilizujgca posiada zatem takg konformacje, ktora umozliwia
koordynowanie réznych jonéw metali i (W przewazajacej wigkszosci przypadkow)
zachowanie funkcji stabilizujace;j.

Reszty, ktore w PvAspGl tworza petle aktywujaca (Vallll-Serll8), w
strukturach innych asparaginaz typu roslinnego rowniez tworzg podobne petle, przy
czym obsadzenie tych petli jest zaskakujaco zréznicowane. W modelu LIA (ktory
zawiera dwa heterotetramery asparaginazy w czeSci asymetrycznej komorki
elementarnej) petle te sg albo puste (dwie petle) albo zawieraja czasteczki wody (dwie
petle) (Michalska et al., 2006). W modelach EcAlIIl, ktérych w bazie PDB jest sze$¢
(12 podjednostek o), w petle zostaly wbudowane czasteczki wody (osiem petli),
czasteczka Tris (jedna petla), jon Ca®* (jedna petla) oraz jony Na* (dwie petle modelu o
kodzie PDB: 3c¢17). Obecnos¢ jondw sodu w petlach aktywujacych EcAlll (kod PDB:
3cl7) to jednak artefakt, nie majacy nic wspdlnego z funkcja tej petli w PvAspGl.
Model ten zawiera jeszcze dziewige¢ jondw sodu zwigzanych w rdéznych czeSciach
struktury, w tym w obu miejscach aktywnych, w obu petlach sodowych/stabilizujacych
1 w pigciu dodatkowych pozycjach na powierzchni biatka. Takie wysycenie struktury
jonami sodu jest efektem bardzo duzego stezenia chlorku sodu (4.3 M) w roztworze
krystalizacyjnym (Michalska et al., 2008). W modelach hASNase3 (kody PDB: 4gdt,
4gdu, 4gdv, 4gdw, 4hlo, 4hlp, 400c, 400d, 400e, 400f, 400g, 400h) petle aktywujace sg
puste (dwie petle), zawieraja czasteczki wody (trzynascie petli) lub czasteczki glicyny
(osiem petli), ktérej uzywano podczas krystalizacji. Jedna petla hASNase3 (kod PDB:
400c) zawiera jon sodu, przy czym Krysztaty te przeptukiwano 75% nasyconym NaCl.
Co ciekawe, w innych modelach hASNase3, ktorych krysztaty traktowano w ten sam
sposob (Nomme et al., 2014) sg petle z prawdopodobnie btgdnie wymodelowanymi
czasteczkami wody zamiast jonow Na® (co wynika z weryfikacji geometrii oraz
dlugos$ci wigzan). Modele gpASNase3 (PDB: 4047, 4048) zawieraja w petlach
aktywujacych czasteczki wody (cztery petle) (Schalk i Lavie, 2014). Zréznicowane
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obsadzenie petli aktywujacych asparaginaz potasowo-niezaleznych jest oczywiscie
skutkiem procesu przygotowywania oraz krystalizacji biatek. Ewidentne jest, ze petle
aktywujace (w sprzyjajacych warunkach) moga zwigza¢ jony obecne w $srodowisku,
jednak tylko w enzymie potasowo-zaleznym PvAspGl koordynacja jonéw metali
alkaicznych jest specyficzna, jako ze wszystkie trzy modele asparaginazy z fasoli
zwyczajnej niezaleznie od warunkow krystalizacji takie jony zawieraja.

Tabela. 7.15. Analogiczne reszty aminokwasowe w roznych strukturach asparaginaz typu roslinnego.

Reszty tworzace oktaedryczne miejsce koordynujace jony metali w petlach sa zaznaczone pogrubiong
czcionka, reszty nie posiadajace analogicznej funkcji sa zaznaczone kursywa.

PvAspG1 LIA EcAIlI hASNase3 | gpASNase3

katalityczny nukleofil Thr196 Thr193 Thrl79 Thrl68 Thrl68

Thr196 Thr193 Thrl79 Thr168 Thr168

triada treoninowa Thr214 | Thr21l | Thr197 | Thrise Thr186

(Rozdziat 7.3.2) Thr246 | Thr243 | Thr230 | Thr219 | Thr219

reszty budujace wneke Thr246 Thr243 Thr230 Thr219 Thr219

oksyanionowa Gly247 Gly244 Gly231 Gly220 Gly220

N ngszttryatjgfggﬁit Asp227 | Asp224 | Asp210 | Aspl99 | Aspl99
miejsce

al(tyJW e orupa a-aminowa Gly247 | Gly244 | Gly231 | Gly220 Gly220

reszty wigzace
substrat/produkt Arg224 Arg221 Arg207 Arg196 Argl96

orupa o-karboksylowa Gly249 | Gly246 | GIy233 | Gly222 Gly222

His9 His9 His9 His8 His8

obszar bogaty w Gly Gly10 Gly10 Gly10 Gly9 Gly9
(zawierajacy motyw GAG Glyll Glyll Glyll Gly10 Gly10
oraz petle HGG) Alal2 Alal2 Alal2 Glyll Glyll
Gly13 Gly13 Gly13 Alal2 Alal2
Leu58 Leu59 Leu60 Leu55 Leu55
Glu59 Glu60 Glu6l Glu56 Glu56
Thr60 Asn61 Glu62 Asp57 Asp57
Asp61 1le62 Cys63 Asp58 Asp58

petla stabilizujaca Pro62 Gl_u63 Pro64 Pro59 Ala59
(wokol pozycji Sarc jonow) Leu63 His64 Leu65 Glu60 Glu60
Phe64 Phe65 Phe66 Phe61 Phe61
Asn65 Asn66 Asn67 Asn62 Asn62

Ser66 Ala67 Ala68 Ala63 Ala63
Gly67 Gly68 Gly69 Gly64 Gly64

Arg68 11e69 1le70 Cys65 His65

Vallll Valll2 Valll3 Vall108 Val108
Met112 Met113 Met114 Met109 Met109
Aspl13 Aspli4 Glul15 Glul10 Aspl110

petla aktywujaca Lys114 Lys115 GIn116 Lys111 Lys111
(wokot pozycji Aac jondow) Serl115 Thrli6 Serll7 Thr112 Thr112
Prol16 Proll7 Prol18 Pro113 Prol113

Hisl117 His118 His119 His114 His114

Ser118 11e119 Val120 Cysl15 Cysl115

His117 His118 His119 Hisl114 Hisl114

przelacznik katalityczny Arg224 Arg221 Arg207 Arg196 Arg196

Glu250 Glu247 Glu234 Glu223 Glu223
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Pomimo zrdéznicowanego obsadzenia oraz niezaleznie od réznic w sekwencjach
(Tabela 7.15) petle aktywujace w strukturach czterech asparaginaz potasowo-
niezaleznych (LIA, EcAIll, hASNase3, gpASNase3) przyjmujg bardzo podobng
konformacje, przypominajgca sytuacj¢ W strukturze asparaginazy z fasoli zwyczajnej, z
grupami karbonylowymi skierowanymi do $rodka i tancuchami bocznymi
skierowanymi na zewnatrz. Co wigcej, przebieg tancucha glownego jest zblizony do
tego w PVAsSpG1-K, a kluczowa reszta petli, His117, bedaca jednocze$nie elementem
przetacznika katalitycznego jest zachowana i posiada konformacj¢ permanentnie
wilaczong (ON).

Poréwnujac sekwencje roznych asparaginaz typu roslinnego (Rysunek 7.17)
zauwazylam, ze ostatnig reszta tworzacg petle aktywujaca w enzymach potasowo-
zaleznych jest Ser, a w enzymach potasowo-niezaleznych lle, Val lub Cys. W PvAspG1
Ser118 oddziatuje z czgsteczkami wody koordynujgcymi jon metalu w petli aktywujace;j
oraz prawdopodobnie posredniczy w zmianach konformacyjnych jednej z reszt
przelacznika katalitycznego (Glu250). Wydaje si¢ zatem, ze zarOwno specyficzne
powinowactwo do metali alkaicznych, jak i1 mozliwo$¢ wilaczania 1 wylaczania
przetacznika katalitycznego jest zwigzana z obecno$cig Serl18 w petli aktywujacej
asparaginaz potasowo-zaleznych.

Rysunek 7.17. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych obszaru petli aktywujacej roznych asparaginaz
typu roslinnego. Reszty tworzace petle w PvAspGl zaznaczytam zottym tlem; kolorem czerwonym
zaznaczytam His117, zielonym Ser118 (tak jak i analogiczne reszty w innych asparaginazach). Gwiazdki

oznaczajg reszty identyczne, Kropki i dwukropki reszty odpowiednio mniej i bardziej podobne.
Pordéwnanie wykonatam w programie ClustalO (McWilliam et al., 2013).

PvAspGl 100 TVKNPISLARL VMDKSPHS YIAFSGAEDFAR 130 | enzymy
LINSE1 100 TVKNPISLARL VMDKSPHS YLAFDGAEDFAR 130 | K'-zalezne
At3gl6150 100 TVKNPISLARL VMDKSPHS YLAFSGAEDFAR 130 |

PvAspGT2 100 TVVNAISLARL VMEKTPHI YLAFDGAEEFAR 130 | enzymy

LINSE2 100 TVVNAVSLARL VMEKTPHI YLAFDGAEEFAR 130 | K'-niezalezne
At5g08100 101 TVVNPISLARL VMEKTPHI YLAFDAAEAFAR 131 |

L1A 101 TVLNPISLARL VMDKTPHI YLAFQGAQDFAK 131 |

EcAIIT 102 HLRNPVLAARL VMEQSPHV MMIGEGAENFAF 132 | homologi
hASNase3 97 CIANPIKLARL VMEKTPHC FLTDQGAAQFAA 127 | nie pochodzace
gpASNase3 97 CIANPIKLARL VMDKTPHC FLTGQGAAKFAA 127 | z ro$lin

* . *hkkhk kk e o o kK . * * Kk

7.3.1.4. Miejsca aktywne i przelacznik katalityczny

Porownanie miejsc aktywnych PvAspG1-K, LIA, EcAIll, hASNase3 i

gpASNase3 pokazuje znacznag zbiezno$¢ sekwencyjng i strukturalng niezaleznie od
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obecnosci czasteczki L-Asp. Co wigcej, jezeli w miejscu aktywnym znajduje si¢
produkt reakcji, jak w EcAIlll (kod PDB: 2zal), hASNase3 (kod PDB: 4gdw) i
gpASNase3 (kod PDB: 4048) ma on takg samg orientacje i konformacje jak produkt w
strukturze PvAspG1-K. Miejsca aktywne PvAspG1-Na i PVAspG1-K/Na odrdzniajg si¢
jednym waznym szczegotem, tj. polozeniem *lancucha bocznego reszty Arg224
przeltacznika katalitycznego.

Trzy reszty aminokwasowe tworzace w modelu PvAspGl przelgcznik
katalityczny (His117, Arg224, Glu250) réwniez sg zachowane w sekwencjach LIA,
EcAlll, hASNase3 i gpASNase3 (Tabela 7.15). Ponadto, we wszystkich modelach
asparaginaz potasowo-niezaleznych reszty te przyjmuja takie same konformacje jak
reszty przetacznika katalitycznego CB modelu PvAspG1-K (ON). Mozna zatem
powiedzie¢, ze enzymy potasowo-niezalezne (a przynajmniej poznane struktury LIA,

EcAlll, hASNase3 i gpASNase3) sg permanentnie wlaczone, niezaleznie od obsadzenia

petli aktywujacych.

7.3.2. Autokatalityczne dojrzewanie biatka

Wszystkie asparaginazy typu roslinnego podlegaja dojrzewaniu, ktore jest
procesem autokatalitycznym i polega na rozcieciu prekursorowego tancucha
polipeptydowego na podjednostki o i f. Dojrzewanie jest procesem niezbednym dla
aktywno$ci enzymatycznej asparaginaz, poniewaz dzigki cigciu uwalniana jest
katalityczna reszta treoniny, ktora staje si¢ pierwsza reszta na N-koncu podjednostki f3.
Proces dojrzewania zachodzi jednak dos$¢ réznie. Rekombinowane biatko EcAIII
dojrzewa w kilka godzin, LIA potrzebuje kilku dni (Michalska i Jaskélski, 2006), a
hASNase3 i gpASNase3 wymagaja jeszcze wigcej czasu. Preparaty bialek ssaczych w
zasadzie zawsze pozostaja niedotrawione, chyba ze do preparatu biatka zostanie dodany
katalizator jakim jest glicyna (Nomme et al., 2012; Su et al., 2013; Schalk i Lavie,
2014).

Istniejg dwie koncepcje wyjasniajace mechanizm autokatalitycznego ciecia
asparaginaz. Oba proponowane mechanizmy postuluja, ze grupa hydroksylowa
tancucha bocznego treoniny (ktora po cigciu staje si¢ N-koncowg resztg podjednostki B i
jednoczesnie nukleofilem reakcji katalitycznych przeprowadzanych przez te enzymy)
atakuje wlasne N-koncowe wigzanie amidowe. Pierwsza koncepcja zostata

zaproponowana na podstawie struktury krystalicznej niedojrzatego biatka EcAIll z
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mutacja w miejscu aktywnym Thr179Ala (Michalska et al., 2008). Mechanizm ten
wskazuje niezbedne dla procesu elementy strukturalne: obecnos¢ katalitycznej reszty
Thr179 (w dojrzalym biatku bedacej reszta nukleofilowa reakcji enzymatycznej),
Thr230 petnigcej role zasady i Asn67 (z petli sodowej / stabilizujacej), ktorej tancuch
boczny miatby by¢ czescia wneki oksyanionowej. Alternatywny mechanizm zostat
zaproponowany na podstawie niedojrzalej (nieprzecigtej) struktury hASNase3, w ktorej
katalizator glicynowy, potozony w bezposrednim sgsiedztwie katalitycznej Thr168,
pelni role zasady i inicjuje przeciecie tancucha polipeptydowego (Nomme et al., 2012;
Su et al., 2013). W dojrzewaniu ssaczych asparaginaz typu roslinnego biorg tez udzial
dwie treoniny, ktore razem z katalityczng resztg (Thrl68) tworzg tzw. triad¢ treoninowa
(Nomme et al., 2014; Schalk i Lavie, 2014). Lancuch boczny Thr186 jest donorem
wigzania wodorowego dla Thr168, co ma sprawia¢ ze proton grupy hydroksylowej
katalitycznej reszty staje si¢ bardziej labilny. Thr219 natomiast ma wplywaé na
potozenie petli HGG (znajdujacej sie¢ w tzw. obszarze bogatym w Gly), w ktorej
konformacja glicyny (Gly9) zmienia si¢ w zaleznosci od tego, czy prekursorowy
polipeptyd jest juz przeciety, czy tez nie.

Roéwnie wazne dla procesu autokatalitycznego cigcia powinno by¢ umiejscowienie
petli zmiennej, a przynajmniej tego fragmentu jej tancucha, ktéry tworza reszty
potozone najblizej Katalitycznej treoniny. Jednak pordéwnanie roéznych modeli
niedojrzatych asparaginaz typu roslinnego (kody PDB: 3cl7, 2zak, 4gdu, 4hlo, 400c,
400d, 400e, 400f, 4009, 4048) pokazuje duza roznorodnos¢ konformacji tego fragmentu,
prowadzacg do przerdéznych oddzialtywan z katalityczng treoning.

Jako ze nie istnieje struktura niedojrzatej PvAspGl, w tym przypadku mozna
tylko spekulowaé¢ na temat specyficznego mechanizmu autokatalitycznej proteolizy.
Jednak na podstawie informacji uzyskanych podczas oczyszczania biatka mozna
przypuszczaé, ze PvAspGl dojrzewa najprawdopodobniej wedlug mechanizmu
zaproponowanego dla EcAIIl. Probka rekombinowanego biatka PvAspG1 pobrana juz
na etapie izolacji z komoérek gospodarza E. coli byta forma dojrzata. Obraz rozdziatu
elektroforetycznego (SDS-PAGE) pokazal dwa prazki o masie 21 kDa (podjednostka o)
i 13.6 kDa (podjednostka ). Swiadczy to o bardzo szybko postepujacym procesie
dojrzewania, prawdopodobnie zaraz po translacji - jeszcze w komorkach gospodarza.
Co wiecej, PvAspGl nie potrzebuje glicyny do zajécia autoproteolizy. Katalizator
glicynowy, niezb¢edny do autoproteolizy hASNase3 1 gpASNase3 (rowniez

otrzymanych metodami biotechnologicznymi; Nomme et al., 2012, 2014; Su et al.,
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2013; Schalk i Lavie, 2014), prawdopodobnie nie jest (wystarczajaco) dostgpny w
komorkach gospodarza (E. coli), jako ze musial by¢ dodawany podczas oczyszczania w

celu przys$pieszenia dojrzewania tych ssaczych homologow asparaginazy roslinne;.

7.3.3. Mechanizm reakcji katalitycznej

Asparaginazy typu roslinnego posiadaja dwa rodzaje aktywnos$ci, przy czym
substratem reakcji jest zawsze L-asparagina lub jej pochodna. Jako asparaginazy
enzymy te katalizuja reakcj¢ hydrolizy L-asparaginy z uwolnieniem czasteczki
amoniaku. Jako izoaspartylopeptydazy katalizujag reakcje hydrolizy wigzania f-
amidowego pomiedzy dwoma aminokwasami -peptydu.

Najnowszy mechanizm reakcji katalitycznej zostal zaproponowany przez Nomme
et al. (2014) na podstawie analizy struktury krystalicznej hASNase3 (kod PDB: 400h),
w ktorej produkt reakcji (asparaginian) nadal pozostaje kowalencyjnie zwigzany z
katalityczng treoning. Podstawowym elementem tego mechanizmu odpowiedzialnym za
aktywnos$¢ asparaginazowa jest triada treoninowa (Thrl68, Thr219, Thrl186), co
udowodniono za pomocg badan strukturalnych oraz biochemicznych z wykorzystaniem
mutantow hASNase3 (Nomme et al., 2014).

Wedlug mechanizmu zaproponowanego przez Nomme et al., (2014), reakcja
rozpoczyna si¢ nukleofilowym atakiem aktywowanego tancucha bocznego Thr168 (N-
koncowej reszty podjednostki ) na grupe karbonylowa tancucha bocznego substratu.
Nukleofilowos¢ Thr168 zapewniajg dwa oddzialywania: tancucha bocznego Thrl86
bedacego donorem wigzania wodorowego z grupa hydroksylowa Thr168, oraz wolnej
grupy o-aminowej samej katalitycznej treoniny, ktora petni role zasady. Podczas ataku
nukleofilowego na atomie tlenu tancucha bocznego substratu w stanie przejSciowym
powstaje tadunek ujemny. Jest on stabilizowany przez wneke oksyanionowa, ktorg
tworzg Thr219 i Gly220. Po uwolnieniu czasteczki amoniaku, drugi produkt reakcji
(asparaginian) pozostaje kowalencyjnie zwigzany z Thr168 wigzaniem estrowym.
Nastepnie aktywowana czasteczka wody atakuje estrowy atom wegla i poprzez stan
przejsciowy uwalnia produkt.

Wneka katalityczna w poznanych dotad strukturach dojrzatych (pocietych na
podjednostki a i B) asparaginaz z réznych organizmoéw (PvAspGl-K, LIA, EcAlIl,
hASNase3, gpASNase3) jest w zasadzie identyczna w budowie (zachowane sa

wszystkie reszty tworzace oddzialywania oraz ich konformacja) niezaleznie od
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obecnosci produktu. L-Asp osadzony w miejscu aktywnym przyjmuje taka samg
konformacje i tworzy takie same wigzania. Mozna zatem spodziewac si¢ tego samego
mechanizmu reakcji u wszystkich tych enzyméw. Weryfikujagc mechanizm odnoszg si¢
zatem nie tylko do prezentowanych w niniejszej rozprawie struktur PvAspG1, ale do
wszystkich struktur asparaginaz typu roslinnego, zawezajac jednak rozwazania do tych
modeli, ktore prezentuja w pelni dojrzate enzymy, poniewaz tylko takie asparaginazy sa
katalitycznie aktywne (kody PDB: 4pu6, 4pv2, 4pv3, 2gez, 1t3m, 1k2x, 2zal, 1jn9,
4gdw, 4hlp, 400h, 4048).

Zaproponowany dla hASNase3 mechanizm pozostawia watpliwosci dotyczace
aktywacji nukleofila (Michalska i Jaskélski, 2006). Po pierwsze wydaje si¢, ze
utworzenie wewnatrzczasteczkowego wigzania wodoroweg0 pomigdzy grupa
hydroksylowg 1 a-aminowg katalitycznej treoniny jest mato prawdopodobne ze wzgledu
na niekorzystnag geometri¢ takiego wigzania. Ponadto wolna grupa -NH, jest staba
zasadg w porownaniu do grupy -OH i tatwo ulega protonacji do formy -NHs;. Druga
watpliwos¢ dotyczy wigzania wodorowego pomiedzy tancuchami bocznymi Thr168 i
Thrl86 (numeracja wg hASNase3). Grupa hydroksylowa Thrl86 jest akceptorem
protonu w wigzaniach wodorowych z grupami -NH dwoéch reszt Gly187 1 Gly188 oraz
donorem protonu w wigzaniu z Thr168. Katalityczna treonina przyjmuje zatem proton,
a wiec jej nukleofilowo$¢ zmniejsza si¢ zamiast wzrasta¢. W mechanizmie tym
prawdopodobnie nalezaloby uwzgledni¢ wigcej oddziatywan z otoczenia miejsca
aktywnego, aby lepiej wytlumaczy¢ wzrost nukleofilowosci katalitycznej treoniny.

Michalska et al. (2005) sugerowata na przyktadzie EcAIlll, ze w oderwaniu
protonu z katalitycznej treoniny mogltaby pomodc reszta asparaginy (Asn62 wg
hASNase3) znajdujaca si¢ w petli sodowej/stabilizujacej, ktéra w proponowanym
mechanizmie zupetnie nie zostata wzigta pod uwagg. Stabilizujace wigzanie wodorowe
pomiedzy wolng grupa a-aminowg Katalitycznej treoniny i karbonylem tancucha
glownego tej asparaginy istnieje we wszystkich rozwazanych modelach asparaginaz.
Niewykluczone jest tez, ze to wigzanie zapewnia odpowiednig do ataku nukleofilowego
orientacj¢ przestrzenng Katalitycznej treoniny. Rowniez tancuch boczny omawianej
asparaginy moglby bra¢ udzial w reakcji, poniewaz znajduje si¢ on blisko grupy a-
aminowej katalitycznej treoniny, jednak odleglosci miedzy tymi grupami s3
zroznicowane i nie zawsze stanowig o silnym wigzaniu wodorowym (3.0 - 4.2 A).
Alternatywnie, jak zaproponowali Nomme et al. (2012), tancuch boczny Asn moglby

oddzialywaé z czgsteczkami wody, ktore posredniczylyby w aktywacji treoniny przez
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jej wlasna grupg a-aminowa. Jednak zidentyfikowanie w ré6znych modelach asparaginaz
charakterystycznych, katalitycznych, identycznie usytuowanych czasteczek wody nie
jest mozliwe. Co ciekawe, analizowana reszta asparaginy z petli stabilizujgcej potozona
jest rowniez w poblizu kolejnej reszty triady treoninowej (Thr186 wg hASNase3), ktora
miataby zapewnia¢ nukleofilowos¢ katalitycznej treoniny 168. Odlegtos¢ od tancucha
bocznego Thrl86 do tancucha bocznego Asn62 wynosi 3.5 - 4.0 A, a pomiedzy
tancuchem bocznym Thr186, a grupa karbonylowa Asn62 3.2 - 4.1 A. Ponadto istotna
role funkcjonalng przewiduje si¢ tez dla usytuowanej obok miejsca aktywnego (w tzw.
obszarze bogatym w Gly) petli HGG (Nomme et al., 2014). Grupa karbonylowa
srodkowej glicyny tej petli zazwyczaj oddziatuje z grupa karbonylowa tancucha
glownego katalitycznej treoniny. Interakcja ta w przypadku modelu hASNase3, w
ktorym produkt zwigzany jest kowalencyjnie, (kod PDB: 400h) jest zaktocona z
powodu podwojnej konformacji Gly9, co ewidentnie sugeruje jej udzial w reakcji. Tak
wigc, pomimo okreslenia licznych struktur przestrzennych asparaginaz typu roslinnego,
jak dotad nie ma w pelni przekonujacego i powszechnie akceptowanego mechanizmu
reakcji  katalitycznej.  Niezwykle  pomocna  bylaby  mozliwo$¢  analizy

wysokorozdzielczej struktury asparaginazy z tej rodziny.

7.3.4. Specyficzno$¢ substratowa

Testy biochemiczne (przeprowadzone w Kanadzie przez grupe dr Marsolais)
potwierdzity zalezno$¢ maksymalnej aktywnosci asparaginazowej enzymu PvAspG1 od
obecnosci jonow potasu (Bejger et al., 2014). Nie wiadomo jednak, jakie sg preferencje
substratowe asparaginazy z fasoli zwyczajnej. Na podstawie wysokiego podobienstwa
sekwencyjnego (95%) do enzymu z Lotus japonicus (LjNSE1) mozna przewidywacé, ze
nie bedzie ona hydrolizowata B-peptydow (Credali et al., 2011). Co wigcej, dzieki
obecnosci L-Asp w jednym z miejsc aktywnych PvAspG1-K mozna takze, poprzez
poréwnywanie z innymi Ntn-hydrolazami, spekulowa¢ na temat potencjalnych
substratow 1 okresli¢ cechy strukturalne decydujace o wlasciwosciach biochemicznych
tego enzymu.

Badania biochemiczne, jakie przeprowadzono dla biatek LIA i EcAIIl pokazaty,
ze enzymy te nie moga hydrolizowac substratow, ktore posiadaja modyfikacje grup a-
karboksylowej lub a-aminowej (Borek et al., 2004). Obserwacja ta zgodna jest z

cechami strukturalnymi, poniewaz w PvVAspG1-K oraz w innych asparaginazach typu
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ros$linnego wymienione grupy odpowiadaja za kotwiczenie produktu (a wigc i substratu)
w miejscu aktywnym (Rysunek 7.7). Grupa a-aminowa oddziatuje z resztami Asp227 i
Gly247, a grupa a-karboksylowa z Arg224 i Gly249. Dwa wigzania wodorowe jakie
istnieja miedzy grupg karboksylowg L-Asp 1 grupa guanidynowa Arg224
uniemozliwiaja obracanie si¢ produktu/substratu wokot wiasnej osi i1 precyzyjnie
unieruchamiaja go we wnece katalitycznej. Odleglos¢ od konca tancucha bocznego
Arg224 do grupy hydroksylowej katalitycznej Thr196 definiuje doktadng dlugos¢, jaka
powinien mie¢ substrat, aby hydrolizowane wigzanie znalazto si¢ w odpowiednim dla
ataku nukleofilowego miejscu (Michalska i Jaskoélski, 2006). Tak wigc, kazda mata
czasteczka bedaca pochodng L-asparaginianu, jak L-asparagina czy B-peptydy (np. B-
Asp-Leu) moze by¢ potencjalnym substratem, jednak tancuch boczny L-glutaminy jest
juz za dlugi, aby ulec hydrolizie przez LIA czy EcAlll (Borek et al., 2004) i
prawdopodobnie takze przez PvAspG1-K.

Co ciekawe, nie wszystkie powyzsze spostrzezenia mozna 0dnies¢ do modelu
PVAspG1-Na. Reszty przelacznika katalitycznego asparaginazy z fasoli zwyczajnej,
ktora w petli aktywujacej koordynuje jon sodu, maja konformacje wytaczong. W tej
sytuacji, fancuch boczny Arg224 nie jest juz skierowany W Stron¢ miejsca aktywnego,
przez co nie jest mozliwe utworzenie wigzan pomiedzy Arg224 i (nieobecnym w tym
modelu) produktem/substratem. Zaktadajac, ze kontrolowana przez metale alkaiczne
przemiana konformacyjna Arg224 jest cecha wszystkich asparaginaz potasowo-
zaleznych mozna przypuszczaé, ze to wlasnie ona jest przyczyng zmiennej (a wigc
regulowanej) aktywnosci asparaginazowej tych enzymow. Pozostale reszty biorgce
udzial w wigzaniu L-Asp we wngce katalitycznej nie zmieniaja swojego potozenia, stad
przy braku jonoéw K* enzymy te choé ,,ostabione” nadal sa aktywne.

Do rownie interesujacych wnioskéw doszlam poréwnujac PvAspGl z taspaza
(Tasl), ktora jest proteazg (aspartazg treoninowg) katalizujacg potranslacyjne
dojrzewanie biatek jadrowych MLL (ang. mixed-lineage leukaemia) poprzez cigcie
tancucha glownego za resztg asparaginianu (Asp-Gly). W analogicznym do obszaru
przetacznika katalitycznego rejonie struktury taspazy petla aktywujaca w ogole nie
istnieje, dwie z trzech reszt przelacznika katalitycznego sa zachowane (Arg 1 Glu), a
trzecia (His) jest zmieniona na duzo mniejszg proling (Khan et al., 2005). Lancuch
boczny argininy jest odchylony o ok. 60° od potozenia skierowanego w strong¢ miejsca
aktywnego (standardowego potozenia ,,aktywnego” w asparaginazach) (Rysunek 7.18).

Taka orientacja reszt aminokwasowych pozwala na zwigzanie W miejscu aktywnym
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Tasl znacznie wickszego substratu, nawet fragmentu tancucha gléwnego biatka
(konkretnie takiego z motywem -Xxx-(a-Asp)-Gly-Xxx-, jaki wystepuje w biatkach
jadrowych MLL). Mozliwe wigc, ze zmiany konformacyjne reszt przetgcznika
katalitycznego wywotane zamiang jonéw metali w petlach, nie tylko regulujga poziom
aktywnos$ci asparaginazowej PvAspGl, ale takze zmieniaja preferencje substratowe
tego enzymu. Jednak pomyst ten to tylko spekulacja, ktéra powinna by¢ zweryfikowana
za pomocg badan biochemicznych oraz strukturalnych.

Rysunek 7.18. Poréwnanie rejondw obejmujacych miejsce aktywne, przetacznik katalityczny i petle
aktywujaca struktury taspazy, Tasl (kod PDB: 2a8j) (czerwona) ze strukturg PvAspG1-K (tancuch C -
jasnozielony, B - ciemnozielony, jon potasu - zielona kula, L-Asp w miejscu aktywnym — czarny kolor).

Natozytam atomy C,, kolorami zaznaczytam atomy N - niebieskie, O - czerwone. Oznaczenia reszt
aminokwasowych sg w kolorach zgodnych z kolorystyka struktur.

Miejsce aktywne aspartyloglukozaminidazy (AGA), ktora jest kolejng Ntn-
hydrolazg strukturalnie podobng do asparaginaz typu ros§linnego, jest tak skonstruowane,
aby moglo pomies$ci¢ N-B-glikozylowang asparaging. Wneka katalityczna od strony
tancucha bocznego produktu zbudowana jest z krotkiej petli zawierajacej reszty
aromatyczne (Trpl1 i Phel3), ktore majg za zadanie wigza¢ grupe cukrowsa substratu
(Oinonen et al., 1995; Guo et al., 1998; Xuan et al., 1998). W PvAspG1 (jak i w
innych asparaginazach typu ro$linnego) obszar ten wypetnia dluga petla, dlatego tak
duzy substrat nie moglby zmiescic si¢ w jej miejscu aktywnym (Rysunek 7.19). Petla ta
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zawiera reszty Gly13-GIn23 (numeracja wg PVAspG1l) i jest jednym z najbardziej

zroznicowanych (strukturalnie i sekwencyjnie) rejonow tych enzyméw (Rysunek 7.16).

Rysunek 7.19. Poréwnanie rejonu miejsca aktywnego PvAspG1-K oraz AGA. Natozytam atomy C, tych
struktur, AGA jest przedstawiona kolorem r6zowym, PvAspG1-K kolorem zielonym (jasny - fancuch A,
ciemny - B) z L-Asp w miejscu aktywnym (czarny). Kolory oznaczen reszt aminokwasowych sg zgodne z
kolorami struktur, atomy N sa niebieskie, O czerwone.

Co ciekawe, rejon Gly13-GIn23 nastepuje po tzw. rejonie bogatym w Gly, w
ktorym znajduje si¢ petla HGG oraz motyw GAG (Tabela 7.15). Petla HGG, a
doktadniej obie jej glicyny, w strukturach asparaginaz oddziatuje z grupg karbonylowa
katalitycznej treoniny. Wedlug propozycji przedstawionej dla asparaginaz ssaczych
(hASNase3 i gpASNase3), gra ona potencjalnie istotng role funkcjonalng zaréwno
podczas reakcji enzymatycznej jak i autokatalitycznego dojrzewania tych enzymow
(Nomme et al.,, 2014; Schalk i Lavie, 2014). Motyw GAG (nie wystgpujacy w
gpASNase3, a w hASNase3 przesunicty o jedng resztg¢) ma prawdopodobnie
oddziatywa¢ z odcinang resztg aminokwasowg B-peptydowych substratow (Michalska
et al., 2006). Jako ze cztery potasowo-niezalezne asparaginazy (LIA, ECAIlll, hASNase3,
gpASNase3) potrafig hydrolizowa¢ oba substraty (L-Asn i B-peptydy, cho¢ z ré6znym
powinowactwem substratowym), a w stosunku do PvAspGL istnieje podejrzenie (oparte
na podobienstwie do LJNSE1), ze enzym ten nie hydrolizuje B-peptydéw, mozna by
spodziewac si¢ znacznych r6znic miedzy tymi biatkami w obszarze bogatym w glicyny.

Jednak caty ten rejon (mimo réznic sekwencyjnych) ma wysoce zachowawczg strukture,
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nie ma zatem oczywistej korelacji konformacji tego fragmentu tancucha biatkowego z
dostgpnymi  informacjami  na  temat  aktywno$ci  asparaginazowej i
izoaspartylopeptydazowe;j.

Znajdujaca si¢ na C-koncu podjednostek o asparaginaz typu roslinnego petla
Zmienna, rOwniez jest uznawana za obszar decydujacy o preferencjach substratowych.
Wymiana sekwencji tego rejonu pomiedzy enzymami potasowo-zaleznym i
niezaleznym z Arabidopsis thaliana dokonana metodami inzynierii genetycznej
znaczgco wplyneta na ich aktywno$¢ (Gabriel et al., 2012). Niestety praktycznie we
wszystkich strukturach krystalicznych dojrzatych asparaginaz obszar ten nie jest
wymodelowany ze wzgledu na brak dobrej jakosci gestosci elektronowej. Tylko w
modelu LIA widoczny jest fragment petli okrywajacy miejsce aktywne (Michalska et
al., 2006). Brak mozliwo$ci porownania petli zmiennych z roéznych enzymow
uniemozliwia weryfikacje tezy o wplywie tego regionu na specyficznos¢ substratowg

asparaginaz typu roslinnego.

7.3.5. Struktura krystaliczna PvAspGL1 na tle hipotez literaturowych

Przedstawiona w niniejszej rozprawie struktura PvAsSpGL1 jest pierwszg strukturg
potasowo-zaleznej asparaginazy typu roslinnego zdefiniowang na podstawie dyfrakcji
promieni X na krysztatach. Wcze$niejsze doniesienia literaturowe mowigce o tego typu
enzymach dotyczyly gtéwnie badan kinetycznych. Istnieje takze jedna publikacja
(Credali et al., 2011), w ktorej autorzy wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne
skonstruowali in silico model potasowo-zaleznej asparaginazy z Lotus japonicus
(LjNSE1) i na jego podstawie wskazali trzy reszty (Glu248, Asp285, Glu286)
potencjalnie koordynujace jon K'. Komputerowe modelowanie molekularne zostato
uzupetnione ukierunkowang mutagenezg trzech wskazanych reszt, ktore zostaty
zamienione na odpowiednie reszty (Lys248, Pro285, Lys286) wystepujace w sekwencji
potasowo-niezaleznej asparaginazy z Lotus japonicus (LjNSE2). Badania biochemiczne
mutantow potwierdzily istotng role tych reszt dla aktywnosci enzymatycznej LjNSE].
Wykazano réwniez, ze aktywno$¢ asparaginazowa enzymu posiadajagcego wszystkie
trzy mutacje przestaje zaleze¢ od obecnosci jonéw potasu. Niestety wygenerowana in
silico struktura LJNSEL nie jest dostepna W zadnej bazie struktur, stad niemozliwe jest
dokladne jej przeanalizowanie. Jednak w oparciu o ewolucyjne pokrewienstwo i

niezwykla zgodno$¢ sekwencyjng enzymoéw LjNSEL i PvAspG1l (95% podobienstwa,
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taka sama liczba i, co za tym idzie, numeracja poszczegolnych reszt aminokwasowych)
mozna zatozy¢ rownie wysoka zgodnos$¢ struktur i skonfrontowac doniesienia
dotyczace bioinformatycznego modelu ze strukturg ustalong eksperymentalnie.

W PvAspGL1 trzy wskazane reszty aminokwasowe Glu248, Asp285 i Glu286 sa
zachowane 1 umiejscowione obok siebie w obszarze sasiadujacym z miejscem
aktywnym (Rysunek 7.20). Dwie z nich znajduja si¢ w petli Arg283-Lys288, ktora jest
jednym z dwodch najbardziej zmiennych strukturalnie obszarow asparaginaz typu
roslinnego (Rysunek 7.16). Trzecia, Glu248, miesci si¢ w petli pomiedzy nicig PS5
(zawierajacg Thr246 1 Gly247, ktére oddziatuja z L-Asp) 1 helisa BH1 (zawierajaca
Gly249, ktora wigze L-Asp, oraz Glu250, czyli element przetacznika katalitycznego).

Rysunek 7.20. Obszar zawierajacy Glu248, Asp285, Glu286 w PvAspGl-K. Laficuchy: D -
ciemnozielony, A - jasnozielony, B - jasnoniebieski, potas w petli aktywujacej - zielona kula, atomy N -

niebieskie, O - czerwone.
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W trzech przedstawionych przeze mnie modelach PvAspG1 wszystkie sze$¢ reszt
Glu248 ma doktadnie taka sama konformacj¢ zdefiniowang przez jednoznaczne mapy
gestosci elektronowej. Reszta Glu248 nie oddzialuje z resztami tworzacymi miejsce

aktywne, czy z produktem reakcji. Nie uczestniczy tez, tak jak to sugerowali Credali et
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al., (2011) w koordynacji jonu potasu. Obecne w PvAspG1 jony metali znajduja si¢ w
odlegtosci ok. 13 A (z petli aktywujacych) i ok. 20 A (z petli stabilizujacych) od atomu
C, Glu248. Lancuch boczny reszty Glu248 oddzialuje z grupa amidowa tancucha
glownego Lys288. W strukturze potasowo-niezaleznej asparaginazy z tubinu zolttego
(LIA) w analogicznej pozycji znajduje si¢ reszta Lys245, ktorej tancuch boczny nie
tworzy zadnych znaczacych wigzan wodorowych (Michalska et al., 2006). Mutacja
Glu248 na Lys248 w LjNSE1 powodowata znaczace (pigcdziesieciokrotne) obnizenie
aktywnos$ci asparaginazowej enzymu (Credali et al., 2011). Taka sama mutacja w
PvAspGl1 nie powinna powodowa¢ znaczacych zmian w strukturze.

Reszty Asp285 1 Glu286 s3 elementami elastycznej petli Arg283-Lys288, ktorej
tancuch glowny ma taki sam przebieg we wszystkich trzech modelach, we wszystkich
af heterodimerach PvAspG1. W petli tej brakuje jednak gestosci elektronowej dla wielu
tancuchow bocznych. Niemozliwe jest zatem dokladne poréwnanie konformacji reszt
aminokwasowych petli Arg283-Lys288 w roznych modelach PvAspGl. Z tej przyczyny,
przeanalizowalam tylko konformacje Asp285 i Glu286 na podstawie reszt, ktore
posiadaja kompletne mapy gestosci elektronowe;.

Lancuch boczny Asp285 jest w petni widoczny w obu heterodimerach modelu
PVAspG1-K. Oddziatuje on z tancuchami bocznymi reszt Arg254 i Arg90 (Rysunek
7.20). Odlegto$¢ do najblizszego jonu K™ (w petli aktywujacej) wynosi ok. 16 A.
Lancuch boczny Glu286 jest stuprocentowo zdefiniowany tylko w fancuchu D modelu
PvAspG1-Na. Oddziatuje on z tancuchem bocznym reszty Arg254, a odleglos¢ do
najblizszego jonu Na® (w petli aktywujacej) wynosi ok. 13 A. Poréwnanie Asp285 i
Glu286 z analogicznymi resztami innych asparaginaz typu roslinnego (LA, EcAIIl,
hASNase3, gpASNase3) nie jest mozliwe ze wzgledu na zbyt duze rdéznice w przebiegu
tancuchow gtéwnych petli Arg283-Lys288 w tych enzymach. Mutacje Asp285Pro i
Glu286Lys (Credali et al., 2011) w PvAspGl prawdopodobnie spowodowatyby
destabilizacje petli Arg283-Lys288, poniewaz zaniklyby oddzialywania z Arg254 i
Arg90.

Reasumujac, Glu248, Asp285 i Glu286 w PvAspGl nie oddziatuja z resztami
tworzacymi miejsce aktywne, przetacznik katalityczny, czy petle wigzace jony metali
(Rysunek 7.20). W ich bezposrednim otoczeniu nie ma ggstosci elektronowej
$wiadczacej o obecnosci jonow metali, a ich liniowe utozenie (Rysunek 7.20) na
powierzchni struktury uniemozliwia stworzenie sfery koordynacyjnej 0 odpowiedniej

geometrii. Co ciekawe, w strukturach biatek jony sodu i potasu cztery razy czesciej
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koordynowane sa przez grupy karbonylowe tancucha gléwnego niz przez tancuchy
boczne Glu i Asp (Harding et al., 2010). Stad r6znice w sekwencjach asparaginaz
niekoniecznie muszg wskazywac reszty aminokwasowe biorgce udzial w koordynacji
jonoéw metali alkaicznych.

W petli Arg283-Lys288, oprocz reszt Asp285 i Glu286 wystepuje jeszcze jedna
wazna reszta: Arg283. Bioragc pod uwage wszystkie trzy modele PvAspGl, tancuch
boczny tej reszty posiada doskonatg gesto$¢ elektronowa w czterech z szesciu
przypadkow. Arg283 jest jedyng reszta struktury, ktoéra oddzialuje az z trzema
tancuchami biatka jednoczesnie. Przyktadowo, Arg283 z tancucha D oddziatuje z
Gly255 i Thr256 z tego samego tancucha (D), z Arg90 z tancucha A i Tyr236 z
tancucha B (Rysunek 7.4). Jesli Arg283 (w dwoch kopiach: B i D) stanowi centrum
spojnosci heterotetrameru PvAspGl, to mozliwe jest, ze wszelka destabilizacja petli
Arg283-Lys288 (np. mutacje Glu248Lys, Asp285Pro lub/i Glu286Lys) bedzie wptywac
na strukture czwartorzedowa PvAspGl i w konsekwencji na aktywno$¢ enzymatyczng
biatka.
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,Otrzymywanie 1 analiza krystalograficzna wybranych biatek uktadu ro$lina
motylkowata — rizobium” jest praca doktorska, w ktorej przedstawiam wyniki prac nad
trzema niezaleznymi zadaniami sktadowymi. Poszczegolne zadania dotyczyly réznych
obiektow badan, tj. roznych biatek uktadu symbiotycznego i obejmowatly inny zakres
prac stanowigcych fragment wieloetapowego procesu okreslania struktury przestrzennej

biatek. Stad, w kazdym z zadan pojawialy si¢ inne problemy do rozwigzania.

8.1. Bakteryjne bialka nodulacji

W pierwszym z zadan, obiektem badan byta grupa pigciu bialek nodulacji: NodA,
NodB, NodU, NolO i Noel, pochodzacych z symbiotycznych bakterii brodawkowych.
Celem zadania byto przetestowanie wybranych biatek pod katem ich przydatnosci do
badan krystalograficznych, a wigec podjgcie proby uzyskania krysztatow tych biatek, bez
ktorych zastosowanie rentgenografii strukturalnej nie jest w ogole mozliwe.
Szczegotowy zakres prac obejmowal: uzyskanie plazmidowych  wektorow
ekspresyjnych, produkcje biatek w komorkach E. coli, ich oczyszczanie i krystalizacje.

Glownym problemem w tym zadaniu byla nierozpuszczalno$¢ obiektow badan.
Staratam si¢ pokona¢ te trudnos$¢ na rézne sposoby:

- wykorzystujac odmiennos¢ sekwencji biatek pochodzacych z réznych szczepow;
- stosujac wektory plazmidowe nadajace rozne cechy produkowanym biatkom;
- zmieniajac fizyko-chemiczno-biologiczne warunki procesu ekspresji

(m. in. temperature, sktad pozywek, komorki gospodarza);
- podejmujgc probg ponownego zwini¢cia bialek izolowanych z ciatek inkluzyjnych.
Sposrod wszystkich przetestowanych rozwigzan dwa okazaly si¢ kluczowe: termiczna
indukcja biatek opiekunczych nastgpujaca przed ekspresja w 18°C oraz obecno$¢
kowalencyjnie zwigzanego biatka fuzyjnego MBP. Dzigki tym dwom zabiegom trzy
biatka, NodA, NodB i Noel, mogly zosta¢ poddane procesowi oczyszczania. Niestety,
mimo moich usilnych staran, dwa pozostate obiekty badan (NodU i NolO) pozostawatly
nierozpuszczalne uniemozliwiajac mi przejécie do nastepnego etapu badan.

Kolejnym problemem w tym zadaniu byla niestabilno$¢ biatek nodulacji, ktore

bardzo tatwo wytracaty si¢ z roztworow. Staratam si¢ ograniczy¢ agregacje modyfikujac
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protokoty oczyszczania, dodajac lub usuwajac poszczegdlne etapy. Modyfikowatam
takze sktad stosowanych roztwordéw: uzywajac buforéw o réznym pH, optymalizujac
stezenie soli, wprowadzajgc czynniki redukujgce oraz substancje poprawiajace
rozpuszczalnos$¢ biatek (np. glicerol, detergenty). Jedynie w przypadku biatka NodA
zwigzanego z biatkiem fuzyjnym MBP udato mi si¢ skutecznie opanowac agregacjg.

Aby zachowa¢ rozpuszczalno$¢ i stabilno$¢ biatko NodA musialo pozostaé
zwigzane z MBP, co Zle wptywalo na homogenno$¢ preparatu (weryfikowang przy
uzyciu pomiarow DLS) i zmniejszalo szanse pojawienia si¢ krysztalow. Zmienitam
wigc plazmidowy wektor ekspresyjny tak, aby rekombinowane polaczone biatka NodA i
MBP tworzyty sztywna konstrukcje. Ponadto zaprojektowatam dedykowany dla MBP
zestaw roztworoOw do krystalizacji. Pomimo staran, nie uzyskatam zZadnych
monokrysztatéw biatek nodulacji.

Nie wiadomo dlaczego system ekspresyjny E. coli, ktory sposrod wszystkich
dostepnych systemoéw jest najblizszy genetycznie rizobiom i teoretycznie powinien by¢
najwlasciwszy do produkcji ich Dbiatek, w zasadzie nie pozwalat uzyskaé
rozpuszczalnych biatek. Nie wiadomo rowniez dlaczego biatka te sg tak niestabilne w
roztworach. Zawarta w literaturze charakterystyka biatek nodulacji jest zbyt skapa, aby
moc wyciggaé rzetelne wnioski. To wszystko sprawia, ze biatka nodulacji sg niezwykle
trudnymi obiektami badan i wigkszo$¢ z nich nie nadaje si¢ do badan
krystalograficznych, z jedynym wyjatkiem biatka NodA, ktére daje pewne nadzieje na
pozytywny wynik ewentualnie kontynuowanych prac.

8.2. Asparaginaza z Rhizobium etli (AnsA)

W drugim zadaniu obiektem badan byt enzym pochodzacy z bakterii glebowej
Rhizobium etli, ktora jest symbiotycznym partnerem fasoli zwyczajnej, zaliczany do
stabo poznanej rodziny asparaginaz typu Rhizobium etli (AnsA). Celem zadania bylo
umozliwienie podjecia proéby rozwigzania struktury tego enzymu, a wigc
przeprowadzenie obiektu przez te wszystkie etapy calego procesu okres$lania struktury
przestrzennej bialek, ktére dotycza pracy z materiatem biatkowym: od ekspresji,
poprzez oczyszczanie i krystalizacje biatka, az do rejestracji danych dyfrakcyjnych.

Prace nad tym zadaniem rozpoczg¢tam przejmujac wektor ekspresyjny pET-Re-
AnsA umozliwiajacy ekspresj¢ rekombinowanego biatka AnsA w komorkach

gospodarza E. coli. Produkcja rozpuszczalnego biatka i opracowanie wydajnego
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protokolu oczyszczania nie przysporzyly mi wigkszych probleméw. Uzyskiwane
preparaty AnsA byly dobrej jakosci, homogenne i stabilne, co potwierdzaty wyniki
pomiarow DLS. Z kolei znalezienie 1 optymalizacja warunkow krystalizacyjnych byly
zadaniami niezwykle pracochtonnymi oraz czasochtonnymi. Jednak wytrwale
kontynuowatam préoby majace na celu zmiang pokroju krysztatow. Ostatecznie zamiast
pozrastanych igiet i ptytek uzyskiwatam osobne, duze ptytki nadajace si¢ do pomiarow
dyfrakcji. Najlepszy wyhodowany przeze mnie krysztal AnsA rozpraszal
promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci 1.5 A, a kluczowym odczynnikiem
pozytywnie wplywajacym na pokrdj krysztatow byla oktyloglukoza.

W moich badaniach przyjetam strategic wykorzystujacg sygnatl anomalny do
rozwigzywania struktury krystalicznej. Niestety ingerencja w sklad krysztatow,
polegajaca na wprowadzeniu atomow specjalnych (nasgczanie kompleksem tantalu,
krystalizacja biatka znakowanego selenometioning) drastycznie pogarszala ich zdolnos¢
rozpraszania promieniowania rentgenowskiego. Podj¢tam réwniez probe rejestracji
stabego sygnatu anomalnego pochodzacego od naturalnie wystgpujacych w biatku
atomow siarki, korzystajac z najlepszych jakie udato mi si¢ uzyska¢ natywnych
krysztaldow AnsA. Niestety krysztaty te cechowala anizotropia dyfrakcji, ktora znaczaco
pogarszata jako$¢ danych dyfrakcyjnych. Z tego powodu zarejestrowanie statystycznie
istotnego sygnatu anomalnego nie byto mozliwe.

Korzystajac z natywnego, rozpraszajgcego do ~1.5 A krysztatu biatka AnsA
zarejestrowano rowniez jeden zbior danych uzywajgc promieniowania o standardowe;j
dhugosci fali (0.91841 A). Zbiér ten moze postuzyé w przysztoéci do rozwigzania
struktury metoda podstawienia czasteczkowego. W zwiazku z przewidywaniami ze,
struktura AnsA znacznie r6zni si¢ od struktury zbadanych dotad asparaginaz, do metody
MR najprawdopodobniej wykorzystany zostanie odpowiedni model wspomagany
informacjami bioinformatycznymi.

Projekt dotyczacy asparaginazy z Rhizobium etli jeszcze si¢ nie zakonczyl i
obecnie uczestniczag w nim kolejne osoby, wykonujace kolejne etapy prac niezbedne w

procesie poznania struktury tego wyjatkowego enzymu.

8.3. Potasowo-zalezna asparaginaza z Phaseolus vulgaris (PvAspG1)

W trzecim zadaniu obiektem badan byta asparaginaza z Phaseolus vulgaris

(PvAspG1l), potasowo-zalezny enzym typu ro$linnego. Biochemiczna charakterystyka
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biatlek z tej rodziny pokazuje, ze obecne w srodowisku jony metali alkaicznych
wplywaja na ich aktywno$¢ enzymatyczng: jony K* zwicksza ja, natomiast jony Na*
zmniejsza ja. Celem zadania bylo wyjasnienie podstaw molekularnych tej zaleznosci.
Szczegotowy zakres prac obejmowal: rozwigzanie Struktury przy uzyciu metody pod-
stawienia czgsteczkowego oraz udoktadnienie i przeanalizowanie kilku modeli biatka.

Prace rozpocz¢lam wychodzac z zarejestrowanych na synchrotronie danych
dyfrakcyjnych. W sumie, rozwigzane i udoktadnione zostaly az trzy struktury tego
samego bialka, rozniagce si¢ zawarto$cig jonow: PvAspGl-K z jonami potasu,
PvAspG1-Na z jonami sodu i PvAspG1l-K/Na z oboma rodzajami jondw. Istnienie
trzech modeli biatka, ktore reprezentowaly enzymy uchwycone w réznych stanach
aktywnosci enzymatycznej umozliwilo wykonanie analizy poréwnawczej |
zaowocowalo ciekawymi wnioskami.

PvAspGl ma zasadniczo taka samg struktur¢ jak inne asparaginazy typu-
ro$linnego, posiada jednak dwa rodzaje petli, w ktorych koordynowane sa metale. Petla
stabilizujagca (Leu58-Arg68), a wlasciwie wystgpujaca w jej sekwencji reszta
asparaginy, ,,stabilizuje” potozenie katalitycznej Thr196 i moze by¢ bezposrednio lub
posrednio odpowiedzialna za mechanizm reakcji. Petla ta, w enzymach potasowo-
niezaleznych, nazywana jest petla sodowa, ale zostala przeze mnie przemianowana,
poniewaz potrafi koordynowaé¢ zaréwno jony sodu jak i potasu nie tracac swojej
stabilizujagce; funkcji. Nie wiadomo jednak jaki wplyw mialyby inne jony
jednowartosciowe (np. Li* lub Rb") skoordynowane w tej petli na jej strukture i funkcje.

Petla aktywujaca (Vallll-Ser118) jest specyficzng cecha strukturalng
prezentowanego W niniejszej rozprawie enzymu potasowo-zaleznego. We
weczesniejszych strukturach potasowo-niezaleznych asparaginaz petla ta zazwyczaj nie
wiaze jonOw 1 nie petni zadnej funkcji. Jon metalu koordynowany w petli aktywujace;j
PvAspGl wplywa na aktywno$¢ enzymu za posrednictwem mechanizmu opartego na
zmianach konformacyjnych trzech reszt (His117, Arg224, Glu250) tworzacych tzw.
przelacznik katalityczny. Poréwnanie trzech modeli potasowo-zaleznej PvAspGl
zawierajacych dwa rézne rodzaje jonow (K* i Na*) pokazuje roznice strukturalne jakie
wystepuja w dwoch stanach aktywnosci enzymu. Gdy petla aktywujgca koordynuje jon
potasu (stan wilaczony) tancuchy boczne reszt przetacznika przyjmuja polozenia
umozliwiajace stabilne kotwiczenie (przez Arg224) substratu/produktu w miejscu
aktywnym. W strukturach enzyméw potasowo-niezaleznych taki uktad przestrzenny

reszt aminokwasowych wystepuje permanentnie. Gdy petla aktywujaca koordynuje jon
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sodu (stan wylaczony) reszty przetacznika zmieniaja konformacje powodujac czgsciowa
destabilizacje architektury miejsca aktywnego (od strony grupy a-karboksylowej
substratu/produktu). Pozostale elementy tworzgce miecjsce aktywne (np. katalityczna
Thr196, reszty wneki oksyanionowej, triada treoninowa, itp.) zachowujga swoje
polozenia i pozostaja poza wplywem koordynowanych jonow. Fakt ten wyjasnia,
dlaczego przy nieobecnosci jonow K' potasowo-zalezne enzymy zmniejszaja swoja
aktywno$¢ asparaginazowa, lecz nie tracg jej catkowicie. Wydaje si¢, ze wymiana
jonow K* na Na* w petli aktywujacej moglaby rowniez powodowaé zmiane preferencji
substratowych PvAspG1, co zauwazylam poroéwnujac ta petle z analogicznym obszarem
w Tasl, jednak hipoteza ta musi zosta¢ zweryfikowana za pomoca badan
biochemicznych.

Oba heterodimery aff modelu PvAspGl-K majg petle aktywujace obsadzone
jonami potasu i oba przetaczniki katalityczne w konformacji stanu wiaczonego, jednak
tylko jedna wneka katalityczna zawiera produkt reakcji L-Asp. Wnioskuj¢ zatem, ze
obecno$¢ substratu/produktu w miejscu aktywnym nie wptywa na konformacj¢ reszt
przelacznika i tylko jon koordynowany w petli aktywujacej steruje tym mechanizmem.
Co wigcej, ostatnia reszta budujgca petle aktywujaca, Serl18, jest najprawdopodobniej
odpowiedzialna za istnienie tego mechanizmu zaleznego od potasu. W sekwencjach
asparaginaz potasowo-zaleznych reszta ta jest zawsze zachowana, a w enzymach
potasowo-niezaleznych zawsze zmieniona. Lancuch boczny Serl18 tworzy wigzania
wodorowe z czgsteczkami wody koordynujagcymi jon metalu w petli aktywujacej oraz
posredniczy w zmianach konformacyjnych jednej z reszt przetacznika katalitycznego,
Glu250. Postulat ten nalezy jednak zweryfikowaé przy pomocy testow biochemicznych
oraz badan strukturalnych ukierunkowanych mutantow PvAspGl.

Analiza PvAspGl wyjasnia tez znaczenie czwartorzedowej struktury tego
enzymu. Potasowo-zalezne asparaginazy moga funkcjonowac jedynie jako dimery
heterodimeréw (af),, poniewaz miejsce aktywne polozone w jednym heterodimerze
(np. AB) jest kontrolowane przez petle aktywujaca z sasiedniego heterodimeru (CD) za
posrednictwem przetacznika katalitycznego utworzonego z reszt pochodzacych z obu
tych podjednostek (His117C, Arg224B, Glu250B).

Rozwigzanie struktury krystalograficznej PvAspG1l wyjasnia zagadke zalezno$ci
tego enzymu od potasu, ale takze umozliwia postawienie kolejnych pytan dotyczacych
funkcjonowania asparaginaz. Czy ma znaczenie region bogaty w glicyny, zawierajacy

motyw GAG potencjalnie odpowiedzialny za oddziatywanie z [3-peptydami, skoro jego
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sekwencja i budowa jest zachowana we wszystkich poznanych dotad strukturach
niezaleznie od preferencji substratowych? Ktore cechy strukturalne odpowiedzialne sg
za rozpoznawanie réznych substratow? Jak petla Arg283-Lys288 wptywa na aktywnos¢
enzymatyczng? Jak wzrasta nukleofilowos¢ katalitycznej treoniny umozliwiajgca
przeprowadzenie reakcji? Czy mozliwe jest zwigkszenie aktywnosci tych enzymdw i na
ich bazie stworzenie nowych lekow na biataczke? Te wszystkie aspekty wymagaja

dalszych badan nad asparaginazami typu roslinnego.
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9. Summary

“Preparation and crystallographic analysis of selected proteins from the legume
plant-rhizobium symbiotic system” is a PhD thesis in which | have presented the results
of my work on three independent but related projects. Each project concerned different
research targets, i.e. different proteins from the symbiotic system studied, and each
consisted of a different subset of the research tasks forming the multistage process of
protein crystal structure determination, thus in each of them different problems had to

be solved.
9.1. Bacterial nodulation proteins

In the first project, five nodulation proteins from symbiotic bacteria, including
NodA, NodB, NodU, NolO and Noel, were the research targets. The aim of this project
was to test whether the selected proteins are suitable for crystallographic studies, or in
other words it attempted to obtain single crystals adequate for X-ray diffraction
experiments. The detailed scope of my work included: preparation of expression
vectors, protein overexpression in E. coli bacterial cells, protein purification, and
crystallization.

The main difficulty of this project was insolubility of the selected proteins. I’ve
tried to overcome this barrier in several different ways:

- using sequence diversity of a given protein, derived from different species;

- utilizing plasmid vectors that introduced different features to the sequence of the

recombinant proteins;

- changing the physico-chemical-biological conditions of the overexpression process,
such as temperature, media composition, type (strain) of the host cells;

- trying to refold proteins isolated from inclusion bodies.

From all the tested solution, two turned out to be crucial, namely (i) thermal induction

of chaperones before protein overexpression at 18°C, and (ii) the presence of covalently

bound MBP fusion protein. Thanks to these two strategies, three proteins: NodA, NodB

and Noel, could be successfully expressed and subjected to purification. Unfortunately,

despite my efforts, the two remaining proteins (NodU and NolO) remained to be

insoluble and in those two cases | have been unable to proceed to the next step of the
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procedure.

Instability of the nodulation proteins, leading to precipitation, was the next
problem with this task. | tried to reduce the aggregation by modifications of the
purification protocols, and by adding or removing steps in the procedure. | was also
modifying the composition of the buffers: using different pH, optimizing salt
concentration, introducing reducing agents and factors that improve solubility, such as
glycerol or detergents. Only in the case of the NodA protein bound to MBP, | was able
to overcome the aggregation process.

To keep the NodA protein soluble and stable, it had to be fused with MPB, but this
was affecting the sample homogeneity (as verified by the DLS measurements) and
reducing the likelihood of crystallization. Therefore, | changed the expression vector to
link the NodA and MBP proteins with a short, rigid element. Moreover, | designed a set
of crystallization solutions dedicated to MBP. Despite these efforts, | was not able to get
any single crystals of nodulation proteins.

It is not known, why the E. coli expression system, which among all the available
systems is genetically the closest to the rhizobium organisms and theoretically should be
most appropriate for the production of their proteins, essentially did not allow to obtain
any soluble proteins. It is also unclear, why these proteins are so unstable in solutions.
The characterization of nodulation proteins that can be found in the literature is too
scanty to allow drawing any reliable conclusions. All this makes the nodulation
proteins an extremely difficult research object. Most of them are not suitable for
crystallographic studies, with the only possible exception of NodA, which gives some

hope for a positive outcome if the work is continued.

9.2. Asparaginase from z Rhizobium etli (AnsA)

The second project concerned AnsA, an enzyme from Rhizobium etli - a soil
bacterium which is a symbiont of common bean. The AnsA protein belongs to the
poorly known subfamily of Rhizobium etli-type asparaginases. The aim of my work was
to sound out and prepare ground for future work on the solution of the crystal structure
of AnsA, or in other words, to carry out the project through all the stages that lead to
crystallization and X-ray data collection.

| started the project by taking over the expression vector pET-Re-AnsA, which

allows the overexpression of the AnsA protein in E. coli host cells. Production of
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soluble protein and development of an efficient purification protocol was quite
straightforward. The obtained AnsA preparations were of good quality, homogeneous
and stable, as confirmed by DLS measurements. In contrast, finding and optimizing the
crystallization conditions was very laborious and time-consuming. However, |
persistently continued my attempts to improve the crystal morphology. Finally, instead
of bundles of needles or plates, | managed to grow large, separated plates suitable for
diffraction experiments. AnsA crystal of the best quality diffracted X-rays up to 1.5 A.
The critical reagent improving the crystals morphology was octyl-B-glucoside.

In my approach, | have adopted a strategy that would allow the use of anomalous
signal to solve the crystal structure. Unfortunately, tempering with crystal composition,
such as introduction of special atoms (by soaking with a tantalum complex, or
crystallization of Se-Met labeled protein) has invariably had a deletorious effect on
diffraction quality. | also made an attempt to register the weak anomalous signal from
the naturally occurring sulfur atoms, by using my best native AnsA crystals.
Unfortunately, those crystals showed a strongly anisotropic diffraction, effectively
prohibiting recording of a high-quality data set. For these reasons, exploitation of the
anomalous signal was not possible.

There is also one native data set, collected at a standard wavelength of 0.91841 A
to ~1.5 A resolution. This data set can be used in the future to solve the crystal structure
by bioinformatics-augmented molecular replacement. Sequence analyses predict that the
AnsA structure is different from other asparaginase structures examined so far, thus a
simple MR method is not likely to work.

I leave the AsnA project unfinished. Currently, other lab members will carry on,

hoping that the structure of this unique enzyme will be cracked one day.

9.3. Potassium-dependent asparaginase from Phaseolus vulgaris (PvAspG1)

In the third project, the potassium-dependent plant-type asparaginase from
Phaseoulus vulgaris (PvAspG1l) has been studied. Biochemical characterization of
proteins from this family shows that the alkali metal ions present in the environment
influence their enzymatic activity: the K* ions increase the activity, while Na* decrease
it. The goal of this project was to elucidate the molecular basics of this dependence. The
detailed scope of my work included: structure solution by molecular replacement,

refinement and analysis of several protein models.
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| started my work by processing X-ray diffraction data collected at a synchrotron.
In total, three crystal structures of the same enzyme were solved, differing in alkali
metal ion content: (i) PvAspG1-K with potassium ions, (ii) PvAspG1-Na with sodium
ions, and (iii) PvAspG1-K/Na with both ions. Three protein models that represent the
enzyme caught in different states of the enzymatic process, allowed me to carry out a
comparative analysis and resulted in interesting conclusions.

PvAspG1 has the same general fold as other plant-type asparaginases, but in
variance with potassium independent enzymes has not one but two types of loops where
metal ions are coordinated. The stabilization loop (Leu58-Arg68), or more precisely the
Asn residue in its sequence, “stabilizes” the position of the catalytic Thr196 nucleophile
and may be directly or indirectly responsible for the reaction mechanism. This loop in
potassium-independent asparaginases is called “sodium loop”, but | have renamed it as
it is capable of coordinating both sodium as well as potassium ions without losing its
stabilizing function.

The activation loop (Vallll-Ser118) is a specific structural feature of the
presented potassium-dependent enzyme. In previously reported structures of potassium-
independent asparaginases this loop usually does not coordinate any ions and has no
function. The metal ion coordinated in the activation loop of PvAspG1, affects the
enzyme activity through a mechanism based on conformational changes of three key
residues, Hisll7, Arg224 and Glu250, forming the so-called catalytic switch. A
comparison of the three models of the potassium-dependent PvAspG1 containing two
different types of ions (K" or/and Na*) shows the structural changes that occur in two
activity states of the enzyme. When the activation loop coordinates a potassium ion in
the ON state, the side chains of the catalytic switch residues adopt positions that enable
productive anchoring (by Arg224) of the substrate/product in the active site. In
potassium-independent enzymes such a spatial arrangement of the catalytic switch is
permanent. When the activation loop coordinates a sodium ion (in the OFF state), the
catalytic switch residues change their conformation leading to partial destabilization of
the active site architecture at the a-carboxyl end of the substrate/product. Other
elements forming the active site (e.g. the catalytic Thr196, the oxyanion hole residues, a
threonine triad, etc.) maintain their positions and are not influenced by the activation-
loop-coordinated metal ions. This explains why, when potassium ions are absent, the
potassium-dependent enzymes slow down their asparaginase activity, but do not lose it

completely. It seems that the K'/Na® exchange in the activation loop could also
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influence substrate preference of PvAspG1. However, this hypothesis has to be verified
by biochemical studies.

Both af heterodimers of PvAspG1-K have their activation loops occupied with
potassium ions and both catalytic switches are in the ON state, but only one active site
pocket is occupied by a reaction product molecule, L-Asp. I, therefore, conclude that the
presence of substrate/product in the active site does not affect the conformation of the
switch residues, and that the switch state is only controlled by the potassium ion
coordinated in the activation loop. Moreover, the last residue of the activation loop,
Serl118, is most likely responsible for the existence of this potassium-dependent
mechanism. Ser in this position is not present in potassium-independent asparaginases,
but is strictly conserved in the potassium-dependent enzymes. The side chain of Ser118
forms hydrogen-bonds with water molecules coordinated by the metal ion in the
activation loop and also mediates the conformational changes of one of the catalytic
switch residue, Glu250. This postulate has to be verified by biochemical tests and
structural studies of PvAspG1 mutants.

Analysis of PvAspGL1 explains also the significance of its quaternary structure, i.e.
why this potassium-dependent enzyme forms an obligatory (af), dimer of heterodimers.
Since the active site of one heterodimer (e.g. AB) is controlled by the activation loop
from the other heterodimer (CD) through the catalytic switch residues Arg224 and
Glu250 (from chain B) and His117 (from chain C), this mechanism can only work
within a dimer of heterodimers.

The crystal structure of PvAspG1 explains the enzyme’s potassium dependence
mystery, but also allows to raise further questions concerning asparaginases in general.
Does the glycine-rich region, containing a GAG motif potentially responsible for
interaction with B-peptide substrates, really matters, as its sequence and structure are
conserved in all known structures regardless of their of substrate preferences? Which
structural features are responsible for the recognition of different substrates? How does
the Arg283-Lys288 loop affect the enzymatic activity? How is the nucleophilicity of the
catalytic threonine enhanced? Is it possible to increase the asparagine affinity of these
enzymes and convert them to antileukemic drugs? All these aspects require further

studies on plant-type asparaginases.
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