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STRESZCZENIE

,Otrzymywanie 1 analiza krystalograficzna wybranych bialek uktadu roslina
motylkowata — rizobium” jest pracg doktorska, w ktorej przedstawiam wyniki prac nad
trzema niezaleznymi zadaniami sktadowymi. Poszczegolne zadania dotyczyty réznych
obiektow badan, tj. roznych bialek uktadu symbiotycznego i obejmowaty inny zakres
prac stanowigcych fragment wieloetapowego procesu okreslania struktury przestrzennej

biatek. Stad, w kazdym z zadan pojawialy si¢ inne problemy do rozwigzania.

1. Bakteryjne bialka nodulacji

W pierwszym z zadan, obiektem badan byta grupa pieciu biatek 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 wigc podjecie proby uzyskania krysztatow tych biatek, bez
ktérych 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;
- stosujgc wektory plazmidowe nadajace rozne cechy produkowanym biatkom;
- zmieniajac fizyko-chemiczno-biologiczne warunki procesu ekspresji

(m. in. temperature, sktad pozywek, komorki gospodarza);
- podejmujac probe ponownego zwinigcia bialek izolowanych z ciatek inkluzyjnych.
Sposrod wszystkich przetestowanych rozwigzan dwa okazaly si¢ kluczowe: termiczna
indukcja bialek opiekunczych nastgpujaca przed ekspresja w 18°C oraz obecnos$c

kowalencyjnie zwigzanego biatka fuzyjnego MBP. Dzigki tym dwom zabiegom trzy
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biatka, NodA, NodB i Noel, mogly zosta¢ poddane procesowi oczyszczania. Niestety,
mimo moich usilnych staran, dwa pozostate obiekty badan (NodU i NolO) pozostawaty
nierozpuszczalne uniemozliwiajac mi przejscie do nast¢gpnego etapu badan.

Kolejnym problemem w tym zadaniu byla niestabilno$¢ biatek nodulacji, ktore
bardzo fatwo wytracaty si¢ z roztworoéw. Staratam si¢ ograniczy¢ agregacje modyfikujac
protokoty oczyszczania, dodajac lub usuwajac poszczegoélne etapy. Modyfikowatam
takze sktad stosowanych roztworow: uzywajac buforow o réznym pH, optymalizujgc
stezenie soli, wprowadzajgc czynniki redukujgce oraz substancje poprawiajace
rozpuszczalno$¢ biatek (np. glicerol, detergenty). Jedynie w przypadku biatka NodA
zwigzanego z biatkiem fuzyjnym MBP udato mi si¢ skutecznie opanowac agregacje.

Aby zachowaé rozpuszczalno$¢ 1 stabilno$¢ biatko NodA musiato pozostad
zwigzane z MBP, co zle wplywato na homogennos$¢ preparatu (weryfikowang przy
uzyciu pomiarow DLS) i zmniejszalo szanse pojawienia si¢ krysztalow. Zmienitam
wigc plazmidowy wektor ekspresyjny tak, aby rekombinowane potgczone biatka NodA i
MBP tworzyly sztywna konstrukcj¢. 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 systemow 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.

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 byto
umozliwienie podjecia proéby rozwigzania struktury tego enzymu, a wigc

przeprowadzenie obiektu przez te wszystkie etapy catego procesu okreslania struktury
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przestrzenne] bialek, ktore dotycza pracy z materialem biatkowym: od ekspres;ji,
poprzez oczyszczanie i krystalizacje biatka, az do rejestracji danych dyfrakcyjnych.

Prace nad tym zadaniem rozpoczg¢tam przejmujac wektor ekspresyjny pET-Re-
AnsA umozliwiajacy ekspresje rekombinowanego biatka AnsA w komorkach
gospodarza E. coli. Produkcja rozpuszczalnego biatka i opracowanie wydajnego
protokotu oczyszczania nie przysporzyly mi wigkszych probleméw. Uzyskiwane
preparaty AnsA byly dobrej jakosci, homogenne i stabilne, co potwierdzaly wyniki
pomiarow DLS. Z kolei znalezienie i optymalizacja warunkow krystalizacyjnych byly
zadaniami niezwykle pracochtonnymi oraz czasochtonnymi. Jednak wytrwale
kontynuowatam proby majace na celu zmian¢ pokroju krysztatow. Ostatecznie zamiast
pozrastanych igiet i plytek uzyskiwatam osobne, duze ptytki nadajace si¢ do pomiarow
dyfrakcji. Najlepszy wyhodowany przeze mnie krysztat AnsA rozpraszal
promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci 1.5 A, a kluczowym odczynnikiem
pozytywnie wptywajacym na pokroj krysztalow byta oktyloglukoza.

W moich badaniach przyjetam strategic wykorzystujaca sygnal anomalny do
rozwigzywania struktury krystalicznej. Niestety ingerencja w sklad krysztatow,
polegajaca na wprowadzeniu atomdéw specjalnych (nasgczanie kompleksem tantalu,
krystalizacja biatka znakowanego selenometioning) drastycznie pogarszala ich zdolnos¢
rozpraszania promieniowania rentgenowskiego. Podjetam réwniez probe rejestracji
stabego sygnalu anomalnego pochodzacego od naturalnie wystepujacych w biatku
atomow siarki, korzystajac z najlepszych jakie udato mi si¢ uzyska¢ natywnych
krysztaldow AnsA. Niestety krysztaty te cechowata 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 uzywajac promieniowania o standardowej
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.
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3. Potasowo-zalezna asparaginaza z Phaseolus vulgaris (PvAspG1)

W trzecim zadaniu obiektem badan byla asparaginaza z Phaseolus vulgaris
(PvAspG1l), potasowo-zalezny enzym typu roslinnego. Biochemiczna charakterystyka
bialek z tej rodziny pokazuje, ze obecne w s$rodowisku jony metali alkaicznych
wplywaja na ich aktywno$¢ enzymatyczng: jony K* zwicksza ja, natomiast jony Na*
zmniejsza ja. Celem zadania bylo wyjasnienie podstaw molekularnych tej zaleznosci.
Szczegotowy zakres prac obejmowatl: rozwigzanie Struktury przy uzyciu metody pod-
stawienia czgsteczkowego oraz udoktadnienie i przeanalizowanie kilku modeli biatka.

Prace rozpocz¢tam wychodzac z zarejestrowanych na synchrotronie danych
dyfrakcyjnych. W sumie, rozwigzane i udoktadnione zostaly az trzy struktury tego
samego bialka, roznigce si¢ zawartoscig jonow: PvAspG1l-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
stabilizujgca (Leu58-Arg68), a wlasciwie wystepujaca 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 sodowsa, ale zostala przeze mnie przemianowana,
poniewaz potrafi koordynowa¢ zaréwno jony sodu jak i potasu nie tracac swojej
stabilizujacej funkcji. Nie wiadomo jednak jaki wpltyw mialyby inne jony
jednowartosciowe (np. Li* lub Rb") skoordynowane w tej petli na jej strukture i funkcje.

Petla aktywujaca (Vallll-Serl118) jest specyficzng cechg 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
PvAspG1 wplywa na aktywno$¢ enzymu za posrednictwem mechanizmu opartego na
zmianach konformacyjnych trzech reszt (Hisl117, 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 aktywujaca koordynuje jon
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potasu (stan wiaczony) tancuchy boczne reszt przelacznika przyjmuja potozenia
umozliwiajace stabilne kotwiczenie (przez Arg224) substratu/produktu w miejscu
aktywnym. W strukturach enzyméw potasowo-niezaleznych taki uktad przestrzenny
reszt aminokwasowych wystepuje permanentnie. Gdy petla aktywujgca koordynuje jon
sodu (stan wylaczony) reszty przetacznika zmieniajg konformacje powodujac czgsciows
destabilizacje architektury miejsca aktywnego (od strony grupy a-karboksylowej
substratu/produktu). Pozostale elementy tworzgce miejsce aktywne (np. katalityczna
Thr196, reszty wneki oksyanionowej, triada treoninowa, itp.) zachowujga swoje
potozenia i pozostaja poza wplywem koordynowanych jondéw. Fakt ten wyjasnia,
dlaczego przy nieobecnosci jonow K' potasowo-zalezne enzymy zmniejszaja swoja
aktywnos$¢ asparaginazowa, lecz nie tracg jej catkowicie. Wydaje si¢, ze wymiana
jonow K* na Na* w petli aktywujacej mogtaby rowniez powodowaé zmiane preferenciji
substratowych PvAspGl, co zauwazytam poréwnujac ta petle z analogicznym obszarem
w Tasl, jednak hipoteza ta musi zosta¢ zweryfikowana za pomoca badan
biochemicznych.

Oba heterodimery aff modelu PvAspG1-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. Wnioskuje zatem, ze
obecno$¢ substratu/produktu w miejscu aktywnym nie wptywa na konformacj¢ reszt
przetacznika 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 czasteczkami wody koordynujacymi jon metalu w petli aktywujacej oraz
posredniczy w zmianach konformacyjnych jednej z reszt przetacznika katalitycznego,
Glu250. Postulat ten nalezy jednak zweryfikowac przy pomocy testow biochemicznych
oraz badan strukturalnych ukierunkowanych mutantow PvAspGl.

Analiza PvAspGl wyjasnia tez znaczenie czwartorzgdowej struktury tego
enzymu. Potasowo-zalezne asparaginazy moga funkcjonowa¢ 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).
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Rozwigzanie struktury krystalograficznej PvAspG1 wyjasnia zagadke zaleznosci
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 B-peptydami, skoro jego
sekwencja 1 budowa jest zachowana we wszystkich poznanych dotad strukturach
niezaleznie od preferencji substratowych? Ktore cechy strukturalne odpowiedzialne sa
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 enzymow i na
ich bazie stworzenie nowych lekéw na biataczke? Te wszystkie aspekty wymagaja

dalszych badan nad asparaginazami typu roslinnego.



