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1. Wprowadzenie i cel pracy

Syntetazy aminoacylo - tRNA (EC 6.1.1.) spelniajg kluczowg role w metabolizmie
komorki, katalizujac przytaczenie wlasciwego aminokwasu do specyficznego tRNA. Produkt
reakcji, aa - RNA posredniczy w procesie tlumaczenia informacji zapisanej w postaci
sekwencji nukleotydowej na sekwencje aminokwasowa. Syntetazy aminoacylo - tRNA
(aaRS) s3 zatem unikalnymi enzymami dzialajacymi na granicy dwoch $wiatow - $wiata
kwasow nukleinowych i biatek. Zahamowanie aminoacylacji tRNA prowadzi do akumulacji
wolnych czasteczek tRNA, ktore wigzac si¢ do rybosomdéw powodujg zatrzymanie
przebiegajacej na nich elongacji tancucha peptydowego. Zatem inhibicja aktywnos$ci jednej
lub kilku aaRS hamuje synteze biatka i wywoluje zmiany w metabolizmiec komorki
prowadzace do jej $mierci [1].

Poznanie sekwencji i struktury aaRS roznych organizméw umozliwito zrozumienie
mechanizmu  reakcji ~ aminoacylacji. Uwidocznito  rowniez  réznice  pomigdzy
prokariotycznymi i eukariotycznymi aaRS, ktore mozna wykorzysta¢ projektujac inhibitory
selektywnie hamujace enzymy bakteryjne. Z Kkolei podobienstwo aaRS roznych bakterii
chorobotworczych umozliwia projektowanie lekéw o szerokim spektrum dziatania.

Celem moich badan byto znalezienie nowych inhibitorow reakcji aminoacylacji tRNA
katalizowanej przez syntetaze tyrozylo - tRNA (TyrRS) prokariotow, ktore w przysztosci
moga by¢ podstawa do opracowania nowego terapeutyku.

Wybor syntetazy tyrozylo - tRNA =z Escherischia coli podyktowany byt

spostrzezeniem, ze syntetazy tyrozylowe prokariotow i eukariotow wykazuja najwigksze
sposrod wszystkich syntetaz réznice struktury i sposobu dziatania oraz tym, ze ich udzial w
calkowitej puli syntetaz aminoacylo - tRNA jest stosukowo niewielki.
Centrum katalityczne TyrRS tworzone jest przez struktur¢ Rossmanna, natomiast wystgpujace
w jego obrebie wariancje sekwencji aminokwasowej w znaczacy sposob wptywaja na rdéznice
W jego geometrii u réznych organizméw [2]. Rozbieznosci wystepuja rowniez poza domeng
katalityczng, w miejscu wigzania antykodonu. Koniec karboksylowy biatka prokariotycznego
stanowi domena o - ACB oraz domena wykazujagca homologi¢ do konca C biatka
rybosomalnego S4. W biatku eukariotycznym natomiast jest to domena C-W/Y i Ct [3].

O wyborze bakterii, przeciwko ktorym maja by¢ skierowane wyselekcjonowane
inhibitory zdecydowalo ich znaczenie w epidemiologii zakazen wywolywanych u ludzi.
Szczepy gronkowca ztocistego oporne na metycyling (MRSA: methicilin resistant
Staphylococcus aureus) oraz wielooporne pateczki niefermentujace z rodzaju Pseudomonas
sa, zarowno w Polsce jak i na §wiecie, powodem ci¢zkich zakazen (réwniez szpitalnych).

Obecnie znanych jest wiele naturalnych inhibitorow kompetycyjnie hamujacych
syntetazy aminoacylo - tRNA. Wsréd nich sg m.in. mupirocyna, borelidyna, indolmycyna,
chuangksinmycyna, agrocyna, ochratoksyna A, furanomycyna, granatycyna i reveromycyna
A. Jednak za sprawg zbyt niskiej selektywno$ci wobec bakterii chorobotworczych, wysokiej
toksyczno$ci w stosunku do komorek gospodarza oraz niestabilnosci wigkszo$¢ z nich, z
wyjatkiem mupirocyny (IleRS), nie zostala wprowadzona na rynek. AN-2690 oraz
icofungipen skierowane przeciwko 1leRS patogenow grzybowych, znajduja sie obecnie
odpowiednio w I11 i Il fazie badan klinicznych [4,5]. Wobec obserwowanej szybkiej ewolucji
bakterii i nabywania przez nie opornosci na obecnie stosowane terapeutyki istnieje ryzyko, ze



w najblizszej przysztoSci pojawi si¢ powazny problem braku skutecznych terapeutykow do
leczenia groznych dla zdrowia i zycia zakazen (np. sepsa). W tej sytuacji poszukiwanie
nowych bezpiecznych dla ludzi terapeutykow, hamujacych rozwoj patogennych bakterii jest
niezwykle waznym zadaniem dla medycyny molekularne;.

Niniejsza rozprawa jest wynikiem prac zwigzanych z poszukiwaniem nowych
inhibitoroéw reakcji aminoacylacji prokariota. Realizowatam nast¢pujgce cele badawcze:

10.

Izolacja 1 rozdziat tRNA z bakterii (Escherischia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa) i watroby §winskiej (Sus scrofa domestica),
Klonowanie, nadprodukcja i oczyszczanie TyrRS E. coli,

Opracowanie warunkéw reakcji aminoacylacji in vitro dla oceny aktywnosci
potencjalnych inhibitoréw,

Wyznaczenie wartosci ICsp wobec TyrRS prokariota dla wszystkich
aktywnych zwigzkoéw niskoczasteczkowych,

Wyznaczenie wartosci statej inhibicji (K;) oraz okreslenie typu inhibicji
badanych zwigzkéw niskoczasteczkowych wobec TyrRS prokariota dla
inhibitorow naturalnych o I1Csp <200 uM,

Ocena zaleznosci pomiedzy wlasciwosciami fizykochemicznymi i aktywnoscia
inhibitorowg wybranych zwigzkow,

Ocena wptywu wyselekcjonowanych inhibitorow na aktywno$¢ eukariotyczne;j
TyrRS,

Analiza cytotoksycznosci badanych zwigzkéw na liniach komorkowych,
Oznaczenie wartosci MICsy wybranych zwigzkow dla E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa,

Okreslenie wptywu wybranych inhibitorow na zywotno$¢ komorek VERO
zakazonych inwazyjnym, wnikajacym do komorek szczepem E. coli.
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2. Wykaz wazniejszych skrotow

o A —adenina

. aa — aminokwas

e A—angstrem (1 A=10"m)

o aa - AMP — aminoacylo - AMP

. aa — tRNA — aminoacylo - tRNA

. aaRS — syntetaza aminoacylo - tRNA

e  AMP — monofosforan adenozyny

e  ATP —trifosforan adenozyny

e ApsA —trifosfataza diadenozyny

e  Ap,A —tetrafosfataza diadenozyny

e  APS —nadsiarczan amonu

e  ATP —trifosforan adenozyny

e  BrEt - bromek etydyny

. BSA — albumina z surowicy wotowej

. C —cytozyna

e C - TyrRS — karboksylowy koniec syntetazy tyrozylowej

e cDNA - DNA komplementarny do mRNA

e  CFU —jednostki tworzace kolonie (ang. colony-forming units)

e  CP1 - bialko taczace polipeptyd (ang. connective polypeptide 1)

e  cpm —ilo$¢ rozpadéw promieniotworczych na minute (ang. counts per minute)

o Da — dalton, jednostka masy atomowej

. DMSO - dimetylosulfotlenek

o DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

e  dsDNA — dwuniciowy DNA

. DTT - ditiotretiol

. EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

. G —guanina

e  GDP - difosforan guanozyny

e  GSH —glutation

. GST - S-transferaza glutationu

. GTP — trifosforan guanozyny

o IPTG — izopropylo B - D - tiogalaktopiranozyd

. ICsp — stezenie inhibitora powodujace 50% inhibicje¢ (ang. half maximal inhibitory
concentration)

. Ha — atom begdacy akceptorem wigzania wodorowego

o Hd — atom bedacy donorem wigzania wodorowego

o His - Tag — metka histydynowa

e  kDa - kilodalton (1 kDa = 1000 Da)

. K; — stata inhibicji (ang. inhibition constant)

. Kq — stata dysocjacji (ang. dissociation constant)

. Km — stata Michaelisa



LogP — logarytm wspoétczynnika rozdzialu P, bedacego stosunkiem stezen danego
zwigzku w dwoéch niemieszajacych si¢ rozpuszczalnikach (oktanol/woda) w stanie
rOwnowagi

MCS — miejsce wielokrotnego klonowania (ang. multiple cloning sites)

MIC — minimalne stezenie hamujgce (ang. minimal inhibitory concentration)

MICsp — minimalne stgzenie antybiotyku hamujgce wzrost 50% kolonii bakterii

MRNA — informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

MRSA - gronkowiec ztocisty oporny na metycyling (ang. methicilin resistant
Staphylococcus aureus)

MSC — kompleks multienzymatyczny syntetaz (ang. multisynthetase complex)

mt - aaRS — mitochondrialne syntetazy aminoacylo - tRNA

MTT — bromek 3 - [4,5 - dimetylotiazol - 2 - ylo] - 2,5 - difenylotetrazolowy

My — ciezar czgsteczkowy (ang. molecular weight)

nt — nukleotyd

OD — gesto$¢ optyczna

PAA — poliakrylamid

PCR — reakcja fancuchowa polimerazy

RNA — kwas rybonukleinowy

rRNA — rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

PMSF — fluorek fenylometylosulfonylu

pz — para zasad

rpm — obrét na minute (ang. rotation per minute)

SAR — zaleznos$¢ pomiedzy strukturg a dziataniem biologicznym (ang. structure activity
relationship)

sSDNA — jednoniciowy DNA

T —tymina

TEMED - tetrametylenodwuamina

TF — czynnik transkrypcyjny (ang. transcription faktor)

TNFa — czynnik martwicy nowotworéw

Tris — hydroksymetyloaminometan

TyrRS — syntetaza tyrozylo-tRNA

tRNA — transferowy RNA (ang. transfer RNA)

U — jednostka aktywnoS$ci enzymatycznej

WO — wigzanie obrotowe



3. Opracowanie literaturowe

3.1. Charakterystyka syntetaz aminoacylo - tRNA

W roku 1957 ukazata si¢ praca autorstwa Hoaglanda, Zamecnika i wsp., w ktorej
pokazano proces aktywacji aminokwasow oraz ich przeniesienie na czasteczki obecne we
frakcji RNA. Dowiedziono takze, ze proces ten zachodzi w obecnos$ci enzymow 1 jest
kluczowym etapem w biosyntezie bialek [6]. Dzi§, ponad pdét wieku po tym odkryciu
wiadomo, ze aminokwas przenoszony jest na czgsteczke transportujgcego RNA (tRNA) w
dwuetapowej reakcji katalizowanej przez swoiste enzymy — syntetazy aminoacylo - tRNA.

Sugeruje si¢, ze aaRS sg jednymi z pierwszych enzyméw. Zgodnie z teorig ,,Swiata
RNA” zanim pojawily si¢ syntetazy, aminoacylacja katalizowana byla przez rybozymy, ktére
w procesie ewolucji stopniowo zostaly zastgpione najpierw poprzez kompleksy RNA - biatko
a nastgpnie przez zroéznicowang rodzing biatek [7]. Pierwsze aaRS charakteryzowaty si¢
niezwyktg prostota. Jedna domena odpowiadala zaréwno za aktywacje aminokwasu jak i
rozpoznanie matej, helikalnej czasteczki RNA przypominajacej rami¢ akceptorowe
wspotczesnych tRNA. W toku ewolucji zyskaty one dodatkowe domeny (m. in. wigzaca
rami¢ antykodonu), dzigki czemu staly si¢ bardziej specyficzne zaré6wno w stosunku do
powstatych, réznorodnych czasteczek tRNA jak i poszczegdlnych aminokwasow [8].

3.1.1. Budowa i podzial na klasy

aaRS znacznie roznig si¢ migdzy sobag sekwencjg oraz dlugoscig tancucha
aminokwasowego, a co za tym idzie rowniez strukturg przestrzenng [9].

Poznanie struktury krystalicznej SerRS i kompleksu AspRS z tRNAP pozwolito na
ustalenie elementow wspolnych w ogdlnej budowie 1 strukturze miejsca aktywnego,
odrozniajacych je od dwoch innych poznanych wezeséniej syntetaz — GInRS i TyrRS [10,11].

W miar¢ poznawania nowych cztonkéw rodziny syntetaz aminoacylo - tRNA
odkrywano ich réznorodnos¢. Dotyczy ona zaréwno wielkoSci poszczegdlnych aaRS,
ich sekwencji a takze struktury trzecio- i czwartorzedowej. Po szczegotowe] analizie
enzymOw pochodzacych z ro6znych gatunkéw okazato si¢ jednak, ze mozliwe jest
wyodrgbnienie charakterystycznych dla ich struktury motywow. To z kolei bylo punktem
wyjscia do podziatu aaRS na dwie klasy [Tab. 3.1] [12].

Miejsce aktywne enzymow klasy I tworzy tzw. struktura Rossmanna zbudowana z co
najmniej trzech réwnoleglych struktur B polaczonych helisami a - motyw: B-a-f-a-f. W jej
obregbie znajdujg si¢ dwa charakterystyczne motywy: HIGH 1 KMSKS stanowigce miejsce
wigzania ATP (Rys. 3.1). Syntetazy klasy II wyroznia natomiast miejsce aktywne sktadajace
si¢ z antyrownoleglych struktur f otoczonych helisami a oraz trzy konserwowane motywy
[13]. Motyw 1 to dtuga helisa o potgczona ze strukturg p, motyw 2 — dwie antyrownolegte



struktury B potagczone pe¢tla, motyw 3 — struktura 3 z helisg a (Rys. 3.1). Motyw 1 uczestniczy
W oddziatywaniach migdzy domenami, motywy 2 i 3 sg czg¢$cig miejsca aktywnego.

Tab. 3.1. Cechy budowy syntetaz aminoacylo - tRNA

Cecha

Klasa aaRS

Struktura miejsca aktywnego
Charakterystyczne motywy

Domena Rossmanna
HIGH
KMSKS

Antyréwnolegle struktury 8

motyw 1 — pGOxxOxxPOO

motyw 2 — dp®0xvxxx(F/Y/H)RXE
motyw 3 - xOGOGOGOEROOOBOO

Miejsce wigzania tRNA do
syntetazy

Mniejsza bruzda ramienia
akceptorowego tRNA

Wigksza bruzda ramienia
akceptorowego tRNA

Pozycja ramienia

Skierowane na zewnatrz

Zwrécone do wnetrza kompleksu

ATP

dodatkowego tRNA kompleksu tRNA - aaRS [tRNA - aaRS
Miejsce aminoacylacji 2'-OH 3'-OH

3' koncowej rybozy tRNA (wyjatek PheRS)
Konformacja przytaczonego |Rozluzniona Napieta

Podklasy

la: IleRS (a), LeuRS (),
ValRS (a), CysRS (a),
MetRS (a lub o), ArgRS
(o)

Ila: AlaRS (o lub a4), ProRS (ay),
HisRS (o), SerRS (ay), ThrRS (ay),
GlyRS ((12 lub dsz)

I1b: AsnRS (ay), AspRS (o2), LysRS-

Ib: GINRS (o), GIURS (a),
LysRS-I (a)
Ic: TyrRS (02), TrpRS (o)

I ((12)
llc: PheRS (ap)2

Charakterystyczne motywy przedstawiono w kodzie literowym (¢ — aminokwas obdarzony tadunkiem
dodatnim, ® — aminokwas hydrofobowy, x — dowolny aminokwas). W nawiasach przedstawiono rodzaj
struktury czwartorzedowej poszczegdlnych aaRS: a — monomer, a, — homodimer, a4 — homotetramer, (af), —
dimer zbudowany z dwdch podjednostek.

Podziat aaRS na klasy znajduje odzwierciedlenie w mechanizmie ich dziatania. aaRS
klasy I przylaczaja aminokwas do grupy 2'-OH adenozyny znajdujacej si¢ przy koncu 3'
czasteczki tRNA, klasy II natomiast do grupy 3'-OH. Wyjatkiem jest PheRS — enzym klasy 11,
przytaczajacy aminokwas do grupy 2'-OH [12]. Natomiast wsérod LysRS mozna wyréznic te,
ktore dziataja zgodnie z mechanizmem charakterystycznym dla syntetaz klasy | (LysRS-I)
oraz klasy Il (LysRS-Il); pierwsze z nich wystepuja gltdéwnie u archeonow, drugie u
wszystkich eukariotow 1 wigkszo$ci bakterii. Postgp w poznaniu genomoéw dostarcza coraz
liczniejszych przyktadow wspotistnienia obu rodzajéow LysRS w jednym organizmie [14,15].
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Klasa I P Klasa IT

0 motyw 1
B motyw 2
) motyw 3

Rys. 3.1. Topologia miejsca aktywnego syntetaz klas 1 i 11.

Dalszy podziat syntetaz aminoacylo - tRNA na podklasy wynika z chemicznej natury
przytaczanego aminokwasu [Tab. 3.1] [16].

Poréwnujac strukture czwartorzedowa syntetaz amninoacylo - tRNA mozna zauwazy¢, ze
wigkszo$¢ aaRS klasy I wystgpuje w postaci monomerow. Wyjatek stanowia syntetazy:
TyrRS i TrpRS - dimery stanowiace odrgbng podklasg Ic. Enzymy klasy II wykazuja z kolei
tendencje do tworzenia symetrycznych dimeré6w wigzacych dwie czasteczki tRNA, jak np.
AspRS [17]. Zdarzaja si¢ rowniez przypadki, ze obie podjednostki dimeru wspottworza
miejsce aktywne i uczestniczg w wigzaniu jednej czasteczki tRNA, np. SerRS T. termophilus
[18]. Cze$¢ syntetaz klasy II wystepuje w postaci tetrameréw zbudowanch badz z dwoch
podjednostek (af), — PheRS [19], badZ homotetrameru a4 — AlaRS [20].

3.1.2. Mechanizm aminoacylacji tRNA

Mimo iz rodzing aaRS cechuje niezwykta roznorodnosé sekwencji i struktur, enzymy
te katalizuja reakcj¢ aminoacylacji wg zblizonego mechanizmu. W pierwszym etapie
nastepuje aktywacja aminokwasu, efektem czego jest utworzenie aminoacyloadenylanu (1).
Jest to mieszany bezwodnik, w ktorym grupa karboksylowa aminokwasu jest zwigzana z
grupa fosforanowag AMP. Do syntezy aa - AMP zasadniczo nie jest wymagana czasteczka
tRNA, wyjatkiem sg ArgRS, GIuRS, GInRS. W drugim etapie nastgpuje przylaczenie
aminokwasu do grupy 2'-OH (klasa | aaRS) lub 3'-OH (klasa II aaRS) adenozyny przy koncu
3'tRNA, efektem czego jest powstanie aminoacylo - tRNA (2) [21].

aaRS + aa + ATP <> aaRS-(aa - AMP) + PP, 1)

aaRS-(aa - AMP) + tRNA < aa - tRNA + AMP (2

11



Poznanie struktur krystalicznych komplekséw poszczegdlnych syntetaz z substratami,
produktami posrednimi reakcji i ich analogami, umozliwitlo zrozumienie mechanizmu
pierwszego etapu reakcji aminoacylacji. Utworzenie kompleksu aktywnego nastepuje w
wyniku zwiazania przez enzym aminokwasu, ATP oraz jonéw Mg?*, a w przypadku ArgRS,
GluRS, GInRS réowniez specyficznego tRNA. Miejsca wigzania wymienionych sktadnikow
kompleksu sg swoiste dla danej klasy. Topologia kieszeni wigzacej ATP jest podoba u
wszystkich aaRS klasy I. Wyrdzniono w niej charaktrystyczne sekwencje KMSKS i HIGH
wchodzace w sktad struktury Rossmanna, z niewielkimi réznicami jak np. 2BKISKR?
BHVGT® w GIURS E. coli. Wigksze réznice wystepuja w obrebie miejsc wiazania
aminokwasu, co zapewnia selektywnos$¢ aaRS [22,23].

GIuRS jest jednym z trzech enzymoéw, obok GInRS i1 ArgRS, ktore aktywuja
aminokwas jedynie w obecnosci odpowiedniego tRNA. W tym przypadku fosforan w pozycji
o - ATP i grupe o - karboksylowg aminokwasu dzieli zbyt duza odleglo$¢ (6.2A), aby
mozliwe bylo utworzenie wigzania. Dopiero przylaczenie tRNA zmienia konformacj¢ aaRS
skutkiem czego jest zblizenie grupy o - karboksylowej do fosforanu a ATP na odpowiednia
odleglos¢. Po zwigzaniu w kieszeni aktywnej syntetaz klasy I, ATP przyjmuje
charakterystyczng konformacje, w ktorej atomy fosforu B 1 y znajduja si¢ w sasiedztwie
adeniny, dzigki czemu fosforan a zostaje wyeksponowany w kierunku grupy karboksylowej
aminokwasu. Taka zmiana konformacji ATP pozwala na atak nukleofilowy grupy
a - karboksylowej na fosfor o czasteczki ATP i utworzenie aa - AMP [23].

W tworzeniu kompleksu aa - tRNA - aaRS biora udziat rowniez jony Mg?*. Dodatnio
naladowane jony oddziatujace z atomami fosforu w pozycjach B i y w GInRS ekranujg ich
tadunki ujemne stabilizujac czasteczk¢ ATP. W przypadku innych syntetaz jony Mg2+
ulokowane sg migdzy fosforanami a i B uczestniczac w stabilizacji pigciokoordynacyjnego
stanu przejsciowego. W kompleksach syntetaz klasy Il stwierdzono obecnos$¢ trzech jondéw
magnezu (w tym jednego zwiazanego z ATP). Enzymy klasy 1 wykazuja aktywnos$¢ po
zwigzaniu jednego jonu Mg?*. Zaobserwowano réwniez, ze jony te determinuja szybko$é
dysocjacji kompleksu enzym - aa - tRNA wplywajg zatem na szybkos¢ obrotu syntetaz [24].

Pomimo wysokiej specyficznosci aaRS zdarzajg si¢ jednak przypadki btednej acylacji
tRNA. Zjawisko to obserwuje si¢ najczgsciej dla aa o podobnej strukturze np. Ile, Val 1 Thr.
W celu zapobiezenia btgdnej aminoacylacji, syntetazy wyksztalcity mechanizm naprawczy.
IleRS 1 ValRS posiadaja tzw. domen¢ redagujaca, ktéra znajduje si¢ poza miejscem
aktywnym enzymu. Domena ta hydrolizuje aminoacyloadenylany btednie rozpoznanych
aminokwasow. Inne aaRS wykazuja dodatkowo aktywnos¢ deacylazy niepoprawnych aa -
tRNA [20].

W drugim etapie reakcji nastgpuje zwigzanie czgsteczki tRNA do enzymu oraz jej
aminoacylacja. Roznice w strukturze 1 sekwencji miedzy poszczegdlnymi tRNA umozliwiaja
ich prawidtowe rozpoznanie przez odpowiednig syntetaze. Najistotniejszymi determinantami
specyficznosci tRNA sa: petla antykodonu, rami¢ akceptorowe oraz nukleotydy wystepujace
w ramieniu D 1 T. Sg one gléwnymi miejscami kontaktu tRNA z aaRS, ktére zajmuja okolo
20% powierzchni enzymu [13]. Miejsca wigzania ramienia akceptorowego oraz 3' konca
czasteczki tRNA enzymow klasy 11 Il wydaja si¢ by¢ swoimi odbiciami lustrzanymi. aaRS
klasy I oddziatuja z nukleotydami w mniejszej bruzdzie ramienia akceptorowego tRNA, klasy
Il — wigkszej bruzdzie. GInRS (klasa 1) wigza si¢ z nukleotydami znajdujgcymi si¢ w
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Mniejszej bruzdzie ramienia akceptorowego za posrednictwem helisy a i petli, AspRS (klasa
I1) — z adenozyng przy koncu 3' tRNA oraz pierwszym nukleotydem znajdujacym si¢ W
wickszej bruzdzie z udziatem dtugiej petli, w obrebie ktorej znajduje si¢ motyw 2. Czasteczka
tRNA zwigzana z syntetazg przyjmuje charakterystyczna konformacje. W kompleksach aaRS
klasy I rami¢ dodatkowe tRNA znajduje si¢ na powierzchni kompleksu, natomiast klasy II
wewnatrz. Roznice obserwowane sg rowniez w konformacji konca 3', ktory w kompleksie
AspRS - tRNA”P jest prosty, w GINRS - tRNA®" zagicty. Konsekwencja tych roznic jest
odmienny mechanizm syntezy aa - tRNA [13]. W wyniku wigzania tRNA przez aaRS
nastepuje zmiana konformacji petli z motywem KMSKS (klasa I), a w klasie II petli miedzy
motywem 1 i 2. Dodatkowo, rozpoznanie wtasciwego antykodonu w tRNA indukuje zmiany
konformacji enzymu zmierzajace do maksymalnego zwigkszenia kontaktu tRNA z aaRS [17].
Rozpoznanie specyficznego tRNA przez aaRS wymaga identyfikacji unikalnego zestawu
elementow: nukleotydéw lub zmodyfikowanych nukleotydéw w poszczegdlnych pozycjach
tRNA. Elementy identycznosci tRNA zlokalizowane sg zazwyczaj W ramionach
akceptorowym, antykodonu i zmiennym oraz petli antykodonu tRNA. Sa one bardzo
roznorodne co powoduje, ze aaRS mogg je specyficznie rozpoznawac [25].

3.1.3. Rozszerzenie kodu genetycznego

Tuz po odkryciu syntetaz aminoacylo - tRNA, Francis Crick postulowat, ze kazdemu
sposrod grupy 20 uniwersalnych dla kazdej komoérki aminokwasow, odpowiada inna aaRS.
Jednak juz w 1968 roku zaobserwowano odstepstwa od tej reguly. Jedynie eukarionty i
nieliczne bakterie posiadaja zestaw 20 aaRS [Tab. 3.2]. W genomach zadnego z poznanych
archeon6éw oraz znacznej wigkszosci prokariotdw nie stwierdzono gendw kodujacych GInRS.
Bakterie bardzo czesto nie posiadaja AsnRS, a metanogenne archeony rowniez CysRS [26].
Genom Methanococcus janashii zawiera geny kodujace jedynie 16 aaRS. Nie
zidentyfikowano w nim genow dla GInRS, AsnRS, LysRS oraz CysRS, mimo obserwowanej
aktywnos$ci charakterystycznej dla tych enzymow. Gdy w komorce brak jest swoistych dla
aminokwasow i tRNA syntetaz, tworzenie odpowiednich aminoacylo - tRNA moze odbywaé
si¢. w dwustopniowym procesie: najpierw z udzialem nieswoistych syntetaz, nastgpnie
amidotransferaz [27]. Podobny mechanizm tworzenia aminoacylo - tRNA obserwowany jest
w przypadku selenocysteiny (Sec) — jednego z dwoch aminokwasow wykraczajacych poza
kanoniczny zestaw 20 reszt aminokwasowych [28]. Z kolei dla drugiego z nich — pirolizyny
(Pyl) odkryto swoista syntetaze pirolizylo - tRNA [29].
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Tab. 3.2. Strategie syntezy niektorych aa - tRNA
aa-tRNA |Synteza aminoacylo - tRNA

Posredni szlak Z udzialem swoistej aaRS

GIn - tRNA |Archeony, wigkszos$¢ bakterii, Eukariota, niektore bakterie
chloroplasty

Asn - tRNA  [Wigkszo$¢ bakterii i archeonow Eukariota, liczne bakterie i archeony

Cys - tRNA |Metanogenne archeony (z wyjatkiem |Eukariota, bakterie, archeony
M. smithii i M. stadtmanae) i A.

fulgidus

Sec - tRNA |Eukariota, archeony, bakterie Zaden ze znanych organizméw
wstawiajace Sec w pozycj¢ kodonu
UAG

Pyl - tRNA |Brak znanych przyktadow Metanogenne archeony 1 niektore

bakterie Gram (+)

We wszystkich znanych archeonach, komodrkach bakteryjnych i chloroplastach, w
ktérych brak GInRS, synteza Gln - tRNA®" katalizowana jest przez GIuRS o obnizonej
specyficznosci w stosunku do tRNA®", zdolnej réwniez do wigzania tRNA®". W pierwszym
etapie powstaje Glu - tRNA®", ktory poprzez amidacje Glu do Gln katalizowana przez
amidotransferaze¢ Glu - tRNASM (Glu - AdT), w obecnosci ATP i donora grupy amidowe;j
zostaje przeksztalcony w Gln - tRNA®" (Rys. 3.2) [30]. Synteza Asn - tRNA™" u
organizméw nie posiadajagcych AsnRS przebiega z udzialem AspRS. Asp - tRNAA"
przeksztalcany jest nastepnie przez odpowiednig amidotransferazg (Asp - AdT) w Asn -
tRNA®" (Rys. 3.2) [31,32]. W mitochondriach wielu eukariotow stwierdzono obecno$é Glu -
tRNA®" i Glu-AdT. Wydaje si¢ wicc, ze eukariotyczne amidotransferazy moga rowniez
uczestniczy¢, w syntezie Gln - tRNAS", Zadziwiajacy jest zatem fakt, ze mtGIluRS tych
organizméw nie katalizuja aminoacylacji tRNA®™ [32]. Jak dotad funkcja Glu - AdT i
mechanizm powstawania Glu - tRNA®" u eukariotow nie zostaly wyjasnione.

U archeondéw metanogennych i redukujacych siarczany, u ktérych nie stwierdzono
CysRS w syntezie Cys - tRNA®® udzial biora dwa dodatkowe enzymy: syntetaza O -
fosfoserylo - tRNA (SepRS) i syntaza Sep - tRNA:Cys - tRNA (SepCysS) [33]. SepRS jest
syntetazg klasy II wystepujacg w postaci homotetrameru (o4) katalizujaca tworzenie Sep -
tRNA®Y, ktory w reakcji zaleznej od fosforanu pirydoksalu (PLP), a katalizowanej przez
SepCysS jest przeksztatcany do Cys - tRNA®YS. Zdarza sig, ze szlak SepRS/SepCysS
wspotistnieje z CysRS (Rys. 3.2.). U pewnych organizmow jest jednak jedynym, w ktoérym
powstaje Cys, gdyz oprocz tego, ze nie stwierdzono u nich CysRS nie kodujg réwniez
enzymow uczestniczacych w biosyntezie cysteiny [33,34].

Rozszerzenie kodu genetycznego o selenocysteing (Sec) byto mozliwe tylko dzieki
wyksztalceniu wydajnego mechanizmu syntezy Sec - tRNAS, Jak dotad nie poznano
syntetazy katalizujacej bezposrednie tworzenie tego kompleksu. U niektorych roslin i bakterii
Sec wlaczana jest w biosynteze biatka za posrednictwem CysRS i tRNAY. Wydajnos¢ tej
strategii jest niska z powodu ograniczonego stezeniu Sec w komorce [35]. Alternatywa jest
synteza selenocysteiny zalezna od swoistego dla niej tRNA. W pierwszym etapie SerRS
katalizuje wiazanie Ser do tRNA>® [36]. Nastgpnic syntaza selenocysteiny (SelA)
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przeksztatca Ser w Sec 1 powstaje Sec - tRNA>®, Sec wlaczana jest w sekwencje biatka tylko
w przypadku, gdy w jego sasiedztwie znajduje si¢ charakterystyczny element struktury RNA
— SECIS (selenocysteine insertion sequence) i specyficzny dla selenocysteiny czynnik
elongacyjny (SecB) (Rys. 3.2) [37]. U pewnych archeondw i eukariotow Ser - tRNAS nie
jest przeksztalcany bezposrednio w Sec - tRNA®. Etapem posrednim jest utworzenie, z
udziatem kinazy O - fosfoserylo - RNA (PSTK), Sep - tRNAS®, ktory przeksztalcany jest
ostatecznie w Sec - tRNAS w reakcji katalizowanej w obecnosci selenofosforanu przez
synteze¢ Sep - tRNA:Sec - tRNA (SepSecS). Zarowno SecA, jak 1 SepSecS sg biatkami
zaleznymi od PLP (Rys. 3.2) [38]. Warto w tym miejscu wspomnie¢ roOwniez o pirolizynie
(Pyl) 1 swoistej dla niej syntetazie - PylRS. Aminokwas ten wlaczany jest do tancucha
polipeptydowego podczas translacji jedynie u pewnej grupy archeonéw i bakterii. Wymagana
jest do tego zgodno$¢ kodonu UAG z sekwencja antykodonu zwigzanej z Pyl czasteczki
tRNA™! oraz obecno$é struktury okreslonej jako PYLIS (pyrrolysine insertion sequence)
[39].

& Gln Ser® Cys
NS-GIURS Glu-AdT SepRS SepCysS
N N al ;PLP:P
Glu  AMP ATP  ADP erp :\EP donor S
PPi Pi ATP
tRNAGIn  ATP Glu-tRNAGI GIn-tRNAGIN ERNACYS Sep-tRNACYS Cys-tRNASY
Asp Asn Ser Sec
NS-AspRS Asp-AdT SerRS | I—r\ SelA |_,-.
7~ 7~ N PP o
N S AMP Selp &
Asp AMP ATP  ADP & opi P & e
I i Asn tRNASec  ATP ATP™ G/:f SR
tRNAASY Asp-tRNAAS Asn-tRNA ) p /e
ADP Ser SelP

c%lr

Ser-tRNASEC Sep-tRNASEC  Sec-tRNASS

Rys. 3.2. Posrednie szlaki syntezy aa - tRNA (bez udziatu specyficznych aaRS).

Glu — kwas glutaminowy, GIn — glutamina, Asp — kwas asparaginowy, Asn — asparagina, Ser — seryna, Cys —
cysteina, Sec — selenocysteina, NS - GIURS — GIuRS wykazujaca specyficznos¢ zardéwno do tRNA®M jak i
tRNA®" NS - AspRS — AspRS wykazujaca specyficznoéé zardwno do tRNA® jak i tRNA™", Glu - AdT -
amidoransferaza Glu - tRNA®", Asp - AdT — amidotransferaza Asp - tRNA™", SepRS — syntetaza fosfoserylo -
tRNA, SepCysS — syntaza Sep - tRNA:Cys - tRNA, SelA — syntaza selenocysteiny, SepSecS — syntaza Sep -
tRNA:Sec - tRNA, PSTK — kinaza O — fosfoserylo - tRNA, PLP — fosforan pirydoksalu.

3.1.4. Inne funkcje aaRS

Od prawidlowego funkcjonowania syntetaz zalezy nie tylko biosynteza biatka ale
réwniez szereg innych proceséw komorkowych, czgsto warunkujacych przezycie komorki.
Niektore sposrod aaRS regulujg ekspresje wiasnych genow, np. ThrRS z E. coli. Enzym ten
wigzac si¢ do odcinka liderowego wiasnego mRNA, ktory tworzy strukture przypominajaca
ksztaltem rami¢ antykodonu tRNA™, co uniemozliwia jego zwiazanie z rybosomem, a tym
samym synteze kolejnych czasteczek enzymu. Z kolei AlaRS reguluje ekspresje wlasnego
genu przez wigzanie si¢ z sekwencja palindromowa otaczajaca miejsce startu transkrypcji
genu alas [40].
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Mitochondrialne aaRS moga uczestniczy¢ w dojrzewaniu mitochondrialnego RNA. MtTyrRS
N. crassa, P. anserine, mtLeuRS S. cerevisiae, S. douglasii rozpoznaja i biorg udziat w
wycinaniu intronow grupy I dzigki znacznemu ich podobienstwu do tRNA [41]. Niektore z
aaRS wystepujacych w mitochondriach, mimo iz nie uczestnicza w sktadaniu witasnych
genoéw, z powodu braku w ich obrebie introndw, posiadaja zdolno$¢ wycinania intronéw z
gendw innych organizmoéw. Przyktadowo ludzka mtLeuRS nie uczestniczy w dojrzewaniu
mRNA wiasnego genu, ale genu kodujacego mtLeuRS S. cerevisiae [42].

Niektére bakteryjne 1 eukariotyczne LysRS, PheRS, SyrRS zaangazowane sg w
synteze alarmonow (ApsA, ApsA, ApsG, ApsG, ApsGpp) bedacych czastkami sygnalnymi
komorki w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki otoczenia [43]. Z kolei GluRS roslin
wyzszych, glonéw, Eubacteria i Archeobacteria uczestniczg w biosyntezie porfiryny. Produkt
reakcji GIURS — glutamylo - tRNA®" stanowi poczatek szlaku syntezy zwiazkow
tetrapirolowych, do ktorych zaliczamy m.in. hem i chlorofil [44]. W genomach B. subtilis, L.
lactis i Synechocystic spp. stwierdzono obecno$¢ biatka uczestniczacego w biosyntezie
histydyny i wykazujacego podobienstwo do HisRS tych bakterii [45].

aaRS mogg katalizowac takze przytaczenie aminokwasu do RNA wiruséw np. wirusa
mozaiki tytoniu TMV i zottej mozaiki rzepy TYMV. Aminoacylacji ulega koniec RNA
wirusa przypominajacy czasteczke tRNA oraz posiadajacy sekwencje CCA na koncu 3’
(dotaczang przez nukleotransferaz¢ tRNA gospodarza). Obecnos¢ tej sekwencji na koncu
RNA wirusa i zwigzanego z nig aminokwasu chroni kwasy nukleinowe wirusa przed
dziataniem nukleaz gospodarza [46].

Niektore syntetazy, jak np. ludzka TyrRS moga wykazywac aktywnos$¢ cytokin. Na
koncu karboksylowym tej syntetazy znajduje si¢ domena podobna strukturalnie do biatka
EMAPII (ang. endothelial - monocyte - activating polypeptide Il) uczestniczacego w
odpowiedzi zapalnej i procesie apoptozy. Z kolei domena katalityczna TyrRS ma zdolnos¢
wigzania si¢ do receptora interleukiny 8A [47].

Mutacja w genie kodujacym GlyRS A. thaliana prowadzi do ograniczonego wzrostu
rosliny, bedacego skutkiem nieprawidtowo wyksztatconych plastydow. Do prawidlowego ich
rozwoju niezbedny jest odpowiedni poziom GIyRS uczestniczacej w przekazywaniu
sygnatow miedzy jadrem komorkowym, a plastydami [48].

Istnieje réwniez zwiazek migdzy niektorymi syntetazami a rozwojem embrionalnym
zwierzat. Podczas rozwoju gruczotow S$linowych zaobserwowano podwyzszony poziom
ekspresji TrpRS, TyrRS, SerRS i AlaRS. W kulturach komoérek ludzkich zauwazono, ze
poziom ekspresji TrpRS moze by¢ regulowany przez czynniki transkrypcyjne aktywowane
przez przeciwwirusowy czynnik IFN - y. Zatem mozliwe jest, ze podwyzszony poziom TrpRS
stanowi barier¢ przed rozwojem wiruséw i wewnatrzkomorkowych pasozytow [49].
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3.2. Inhibitory syntetaz aminoacylo - tRNA

3.2.1. Sposoby hamowania reakcji aminoacylacji tRNA

Zwiazki hamujace aktywno$¢ syntetaz aminocylo - tRNA mozna podzieli¢ na
inhibitory naturalne i ich pochodne oraz inhibitory potsyntetyczne i syntetyczne. Wigkszos¢ z
nich to inhibitory kompetycyjne, konkurujace z substratem o wigzanie w miejscu aktywnym
enzymu, najczescie] bedace analogiem aminoacyloadenylanu. Mniejszg grupg stanowig
inhibitory allosteryczne oraz analogi tRNA.

Aminoacyloadylan, bedacy produktem posrednim aminoacylacji jest silniej zwigzany
z syntetaza niz aminokwas czy ATP. Stala dysocjacji kompleksu aminoacyloadenylan - aaRS
osigga warto$ci nano lub pikomolarne, jest zatem o 3 do 4 rzgdow wielkoS$ci nizsza niz Ky dla
aa i ATP. Analogi tego zwigzku maja wigc wyzszy potencjal inhibitorowy niz analogi
pojedynczych substratow, co jest pozadang cecha dla potencjalnego leku. Z drugiej strony
przeszkoda do ich uzycia moze by¢ ich niewystarczajagca selektywno$¢ 1 ewentualne
oddziatywanie z enzymami gospodarza (wymagana jest minimum 100 - krotna selektywnos¢
inhibitora).

Porownanie sekwencji miejsc aktywnych syntetazy izoleucylowej wyizolowanej z 3
patogenow - S. aureus, E. faecalis, E. coli z ludzkim odpowiednikiem tego enzymu,
pozwolito okresli¢ kilka miejsc w obrebie regionu peptydu CP1 (ang. connective polypeptide
1) réznigcych sie znacznie miedzy obiema grupami. Inhibitory skierowane przeciwko
syntetazom bakteryjnym moga by¢ projektowane z uwzglednieniem tych wlasnie rdznic.
Przyktady zwigzkéw, bedacych inhibitorami kompetycyjnymi syntetazy izoleucylowej
przedstawione sa na Rys. 3.3. Tworzac je zachowano struktur¢ adenylanu izoleucyny
natomiast labilne  wigzanie acylofosforanowe zastgpiono trwatym  wigzaniem
sulfaminianowym lub sulfonamidowym [16,25].
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Rys. 3.3. Wzory strukturalne inhibitorow pochodnych aminoacyloadenylanu.

Celem dla potencjalnych terapeutykow, inhibitoréw allosterycznych, moze by¢ takze
domena redagujaca enzymu posiadajgca aktywno$¢ korygujaca bledy w aminoacylacji dzigki
swojej hydrolitycznej aktywnosci. Zablokowanie aktywnosci domeny redagujacej moze
spowodowa¢ inhibicje enzymu i w konsekwencji by¢ letalne dla komorki patogenu [50]. Do
tej grupy zwigzkoéw ktore mimikujg nieprawidlowo aminoacylowany tRNA nalezg mato
zbadane do tej pory inhibitory np. Nva2AA (2° - (L-norwalilo) amino - 2’ -
deoksyadenozyna), ktorej celem jest domena redagujaca LeuRS [51].

Dla wigkszosci enzymow katalizujacych procesy metabolizmu komérkowego, miejsce
wigzace substraty i produkty znajduje si¢ w domenie katalitycznej. W przypadku aaRS,
miejsca wigzgce ATP 1 aa znajdujg si¢ w caloSci kieszeni katalitycznej enzymu stanowigcej
gleboka szczeling w strukturze biatka. Ze wzgledu jednak na to, ze czagsteczka tRNA ma
wielko§¢ porownywalng do enzymu, tylko jej koniec 3’ wigze si¢ w obrgbie miejsca
aktywnego. Wigzanie innych nukleotydéw oddalonych od konca 3’ tRNA warunkujace
selektywne rozpoznawanie wlasciwej czasteczki tRNA nastepuje poza domena katalityczng.
Roéwniez miejsce oddzialywania tRNA - aaRS stanowig dobry cel dla blokowania aktywnosci
katalitycznej enzymu [50].
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Jednym ze sposobow hamowania aktywnos$ci syntetaz w przypadku bakterii, ktore
wyksztaltcity opornos¢ na istniejace terapeutyki jest jednoczesne zahamowanie kilku syntetaz.
Jest to mozliwe dzigki elementom struktury zakonserwowanym w catej rodzinie syntetaz lub
przynajmniej w obrebie ich klas. W przypadku zastosowania tego typu inhibitorow
wyksztalcenie opornosci jest bardzo mato prawdopodobne. Mozliwe byloby jedynie w
przypadku, gdyby rownoczesnie we wszystkich syntetazach bedacych celem dziatania
terapeutyku zaszty, na skutek mutacji punktowych w genach je kodujacych, zmiany
warunkujace ich niewrazliwo$¢ na lek. Okazato si¢, ze zwigzki hamujace réwnoczesnie wiele
syntetaz, moga rownie skutecznie zmniejsza¢ prawdopodobienstwo wyksztatcenia opornosci
powstajacej na skutek horyzontalnego transferu genow.

Inng strategia zmierzajaca do zwigkszenia efektywno$ci terapii i zmniejszenia
prawdopodobienstwa powstawania szczepéw opornych jest rownoczesne uzycie dwoch lub
wiecej inhibitoréw aaRS. Zastosowano ja w przypadku mupirocyny i REP8839. Dziataja one
synergistycznie 1 mimo, iZ znane sg szczepy oporne zarOwno na mupirocyng, jak i REP8839,
nie odnotowano bakterii opornych rownoczesnie na oba terapeutyki. Opracowanie struktury
farmakoforu moze ulatwi¢ tworzenie tego typu par inhibitorow. Przykltadowo usunigcie
pierScienia fenylowego ze struktury ochratoksyny A, inhibitora PheRS, i zastgpienie go
podstawnikiem charakterystycznym dla waliny sprawia, ze czasteczka zmienia specyficznos¢
w kierunku inhibicji ValRS. Niestety zwigzki te nie wykazuja specyficznosci w stosunku do
syntetaz bakteryjnych, hamujg réwniez ich eukariotyczne odpowiedniki.

Opornos¢ bakterii moze wynika¢ z odstgpstw od standardowego modelu budowy ich
btony komorkowej. Obecnos¢ na jej powierzchni aa - PG, np. Lys - PG, Arg - PG, znosi jej
tadunek ujemny czyniac ja niedostgpna dla wielu enzyméw 1 peptydow odpowiedzialnych za
lize bakterii. Enzymami zaangazowanymi w synteze aa - PG (ang. aminoacyl -
phosphatidylglycerol) sa np. MprF1 i MprF2, katalizujace powstawanie odpowiednio Ala -
PG i Lys - PG. Aktywnos¢ ich warunkowana jest dostgpnosciag aa - tRNA, zatem zalezy
rowniez od prawidlowego funkcjonowania aaRS bakteryjnych. Podobnie aktywno$¢
enzymoOw uczestniczacych w tworzeniu w $cianie komorkowej poprzecznych mostkow
peptydowych taczacych tancuchy wielocukrowe zalezy od aa - tRNA. Wspomniane wyzej
grupy enzymoOw mogg, obok aaRS, stanowi¢ obiecujacy obiekt badan majacych na celu
poszukiwanie nowych antybiotykow [52].

3.2.2. Konsekwencje zahamowania aminoacylacji tRNA

Inhibicja aminoacylacji prowadzi do akumulacji w komorce niezwigzanych z
aminokwasem czasteczek tRNA, ktére wiazac si¢ do rybosomow blokuja elongacje tancucha
peptydowego. Wzrost stezenia wolnego tRNA prowadzi do aktywacji rybosomalnego enzymu
relA, wywotujacego plejotropowe dziatanie na komorki bakterii. W wyniku przeniesienia
grupy pirofosforanowej z ATP na 3'GTP powstaje guanozyno -5' - trifosforan - 3' - difosforan
(pppGpp). Ten z kolei po odtgczeniu jednej grupy fosforanowej przez produkt genu gpp jest
przeksztatcany w ppGpp - gtowny efektor kontroli $cistej metabolizmu. Wysokie stgzenie
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alarmonu ppGpp hamuje polimerazg¢ RNA oraz drastycznie obniza wydajnos¢
wysokoenergetycznych proceséw komorkowych, np. syntezy RNA, DNA, biatek i
peptydoglikanu (Rys. 3.4). Zahamowanie jednej lub kilku aaRS moze w bardzo krotkim
czasie wywola¢ zmiany w metabolizmie komorki, prowadzace do zahamowania wzrostu
bakterii i w konsekwencji do ich $§mierci [53,54].

Podwyzszone stezenie Spadek wydajnosci wszelkich
wolnego (RN A procesow komorkowych
rdA ggp/
GTP ppPGPP ) PPGPP GDP
ppGppaza
Deficyt energii
hamuje enzym

Rys. 3.4. Efekt plejotropowy zwigzany z zahamowaniem aktywnosci aaRS.

GTP - trifosforan gunozyny, pppGpp — guanozyno 5' — trifosforan - 3' - difosforan, ppGpp — guanozyno 5' -
difosforan - 3' - difosforan, GDP — difosforan guanozyny, relA — biatko katalizujace reakcje przeniesienie grupy
pirofosforanowej z ATP na GDP w pozycje 3', ggp — bialko odlaczajace jedng grupe fosforanows z pppGpp w
wyniku czego powstaje ppGpp.

3.2.3. Naturalne inhibitory aaRS

Obecnie znanych jest wiele naturalnych inhibitorow specyficznie hamujacych
bakteryjne syntetazy aminoacylo - tRNA, ktore cechuja niskie wartosci K; lub/i 1Csp. Jednak z
powodu zbyt niskiej selektywnosci wobec bakterii chorobotworczych, wysokiej toksycznosci
w stosunku do komorek gospodarza oraz niestabilnosci zaden z nich, z wyjatkiem
mupirocyny, nie zostat do tej pory wprowadzony na rynek. Moga jednak stanowi¢ doskonaty
punkt wyjscia w projektowaniu nowych lekow.

Na etapie badan klinicznych znajdujg si¢ natomiast inhibitory skierowane przeciwko
lleRS z grzybow: tavaborol (AN-2690) - grzybica paznokci, faza 111 [55,56] oraz icofungipen
(PLD-118) — kandydoza, faza Il [57] (Rys. 3.10 S i T).

Mupirocyna (ang. mupirocin) jest jedynym zarejestrowanym lekiem przeciwbakteryjnym
(Bactroban®) hamujacym aktywno$¢ bakteryjnej syntetazy 1leRS [58,59]. Zwiazek ten jest
metabolitem wtoérnym syntezowanym przez bakterie Pseudomonas fluorescens [60] Sktada
si¢ z krotkiego kwasu tluszczowego potgczonego z kwasem monowym i mimikuje adenylan
izoleucynowy (lle - AMP). Mupirocyna jest inhibitorem bifunkcjonalnym,
wspotzawodniczacym o miejsce aktywne zarowno z izoleucyng jak i ATP [59]. Grupa
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epoksydowa inhibitora oddzialuje w centrum aktywnym enzymu w migjscu grupy
fosforanowej aa - AMP, fragment przypominajacy hydrofobowy tancuch boczny Ile w
kieszeni hydrofobowej podobnie jak izoleucyna, a pierscien dihydrotetrahydropiranowy — w
miejscu wigzania rybozy (Rys. 3.5). Gléwna rdznice stanowi miejsce wigzania kwasu
monowego, ktore w kompleksie Ile - AMP - 1leRS pozostaje puste. Okazuje si¢ jednak, ze
odgrywa ono kluczows rol¢ w stabilizacji kompleksu mupirocyna - enzym. Pochodne
mupirocyny pozbawione kwasu monowego nie wykazujg tak efektywnego dziatania jak
posta¢ pierwotna inhibitora [4,61].

Mupirocyna hamuje IleRS bakterii, archeonéw i grzybow. Bakterie P. fluorescens
wytwarzajace ten zwigzek sa niewrazliwe na jego dziatanie dzigki obecnosci dwodch
izoenzymow IleRS. Jeden z nich (IleRS - R2), podobnie jak IleRS eukariotow nie wigze
mupirocyny. Do tej pory nie odnotowano przypadkéw inhibicji ortologdw ssaczych, co
zadecydowato o wpisaniu tego zwigzku na liste lekow przeciwbakteryjnych. Mupirocyna jest
antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania, hamuje kompetycyjnie IleRS bakterii (K; = 2,5
nM dla E. coli). Dziala na bakterie Gram (+) (S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae, E.
faecium) oraz Gram () (H. influenzae, M. catarrhalis) i grzyby (C. albicans) [60]. Niestety,
mata stabilnos$¢ tego zwiazku powoduje, Ze jego uzycie jest ograniczone. We krwi ulega on
hydrolizie do kwasu monowego — nieaktywnego metabolitu, ktéry bardzo szybko wydalany
jest z organizmu [60,62]. Mupirocyna stosowana jest gtdwnie w postaci 2% masci w leczeniu
infekcji skornych lub 2% emulsji przy infekcjach gornych drog oddechowych. Uzywana jest
réwniez w zwalczaniu szczepow S. aureus opornych na metycyline [63].
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Rys. 3.5. Poréwnanie struktur 1leRS S. aureus zwigzanego z mupirocyna i Ille - AMP oraz
konformacji tych zwiagzkoéw po zwigzaniu z enzymem.
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Powszechne uzycie mupirocyny spowodowalo jednak pojawienie si¢ szczepéw opornych na
ten zwiazek [64,65]. Umownie podzielono je na dwa fenotypy. Pierwszy z nich cechuje tzw.
niski poziom opornosci (MIC: 8 — 256 mg/ml) wyksztalcanej na skutek mutacji punktowej w
genie ileS znajdujacym si¢ na chromosomie bakteryjnym. Drugi cechuje wyzsza opornosc
(MIC > 256 mg/ml), ktora jest efektem pojawienia si¢ genu MUpA kodujacego niewrazliwg na
mupirocyn¢ forme enzymu IleRS - R2 [63,66]. Pochodzi on prawdopodobnie z organizmu
eukariotycznego lub B. anthracis [67] (Rys. 3.6.A).

Borelidyna (ang. borrelidin), syntezowana jest przez dwa szczepy Streptomyces
albovinaceous (bakteria glebowa). Jej wlasciwosci antybakteryjne po raz pierwszy
zaobserwowano w stosunku do Treponema hyodysenteriae. Znane sg rOwniez inne bakterie
wrazliwe na ten zwigzek. Analiza struktury kompleksu ThrRS E. coli z borelidyng pokazata,
ze inhibitor ten wigze si¢ z enzymem w kieszeni hydrofobowej, poza domeng katalityczng. W
przeciwienstwie do znacznej wigkszosci inhibitorow aaRS borelidyna jest inhibitorem
allosterycznym, ktérego zwigzanie utrudnia zmiany konformacyjne niezb¢dne do zwigzania
Thr i ATP. Borelidyna aktywuje ponadto kaspazy 3 i 8 a wigc indukuje apoptoze. Zwigzek
cechuje dobra absorpcja i przenikanie przez btong komérkowa [68,69]. Borelidyne badano
rowniez pod katem stworzenia nowego leku przeciw malarii [70]. Okazato si¢, ze zwigzek ten
hamuje selektywnie proliferacje komorek ludzkich linii rakowych [71] (Rys. 3.6.B).

Chuangksinmycyna (ang. chuangxinmycin). Budowa przypomina tryptofan, z ktorym
konkuruje o wigzanie do enzymu, przez co hamuje tworzenie Trp - tRNA. Jej naturalnym
zrodlem jest Actinoplanes tsinanensis. Wykazuje specyficzno$¢ w stosunku do TrpRS bakterii
Gram (+) i Gram (-) E.coli i Shigella dysenteriae (ICsq dla TrpRS E. coli = 30 nM). Obecnie
badana jest jej skuteczno$¢ w leczeniu posocznicy i infekcji drog moczowych wywotywanych
przez E. coli [72] (Rys. 3.6.C).

Indolmycyna (ang. indolmycin) po raz pierwszy zostala wyizolowana z Streptomyces
griseus. Zwigzek ten przypomina L - tryptofan i selektywnie hamuje wybrane TrpRS
bakteryjne (1Csp dla E. coli wynosi 9,25 nM; ICsy dla enzymu z watroby wotowej 4,04 mM).
Ze wzgledu na lipofilowy charakter czasteczki oraz jej inkorporacj¢ do bton bakteryjnych nie
znalazta ona zastosowania w leczeniu infekcji wywotywanych przez gronkowce, paciorkowce
i bakterie z rodziny Enterobacteriaceae [73,74]. Indolmycyna okazata si¢ jednak skuteczna w
zwalczaniu wszystkich 54 znanych szczepow H. pylori (MICg: 0,03 pg/ml). Swoja
aktywno$¢ zachowuje nawet w silnie kwasnym $rodowisku Zotadka bedacego naturalnym
rezerwuarem tej bakterii [75]. Wysoka skuteczno$¢ oraz niska czesto$¢ powstawania
szczepOw opornych nasuwa przypuszczenie, ze wywiera ona roéwniez inny wplyw na komorki
patogendéw. Niestety, odnotowano réwniez negatywny wplyw indolmycyny na komorki
gospodarza. Przede wszystkim zaburza ona metabolizm tryptofanu oraz ma toksyczny wptyw
na komorki watroby [76]. Zaobserwowano rowniez, ze indolmycyna efektywnie hamuje
oporne na metycyling i pochodne wankomycyny szczepy S. aureus (MICq 0dpowiednio 0,5 i
1 pg/ml). Uzyskanie wysokiego stezenia leku w komoérkach patogenow jest mozliwe dzigki
bakteryjnemu systemowi pobierania tryptofanu. Btgdnie rozpoznaje on indolmycyng jako Trp
1 transportuje do komorki. Wysokie stezenie terapeutyku w komorce bakteryjnej oznacza
potencjalnie wigksze szanse pokonania infekcji [74,77] (Rys. 3.6.D).
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Ochratoksyna A (ang. ochratoxin A) jest mykotoksyng produkowang m.in. przez Aspergillus
ochraceus i Peniccilium verrucosum. Wykazano, ze zwiazek ten inhibuje PheRS z Bacillus
subtilis a warto$¢ K; wynosi 3 uM [78]. Ochratoksyna A hamuje rowniez aktywnos¢ PheRS
innych bakterii, drozdzy oraz ecukariota. Zwigzek ten wykazuje niestety dzialanie
immunosupresyjne, teratogenne i rakotworcze, prawdopodobnie z powodu wtornego

hamowania hydroksylazy fenyloalaninowej, peroksydacji lipidow i1 tworzenia adduktéw DNA
[79,80] (Rys. 3.6.E).

Furanomycyna (ang. furanomycin), chociaz swoja strukturg nie przypomina zadnego Zz
wystepujacych naturalnie aminokwasow, jest btednie rozpoznawana przez IleRS E. coli i
przytaczana do tRNA"™, co prowadzi do jej wbudowywania do tancucha peptydowego.
Furanomycyna, w postaci furanomycylo - tRNA", wiaze si¢ z kompleksem EF - Tu - GTP
rownie silnie jak izoleucyno - tRNA" i w tej postaci transportowana jest do miejsca A
rybosomu. Inkorporacje furanomycyny w miejsce izoleucyny do biatka potwierdzono w
prekursorze B - laktamazy otrzymanej w warunkach in vitro [81,82].

Wsréd wielu przebadanych analogow furanomycyny, oprocz jej demetylowanych
pochodnych, nie znaleziono innych, ktére miatyby porownywalng do niej aktywnosé
przeciwbakteryjna. Swiadczy to o niskiej korelacji struktury czasteczki z jej aktywnoscia [83]
(Rys. 3.6.F).

Purpuromycyna (ang. purpuromycin) to antybiotyk produkowany przez Actinoplanes
lanthinogenes. Zwigzek ten wigze si¢ z duzym powinowactwem do wszystkich tRNA.
Chociaz do tRNA wigze si¢ zawsze wigce] niz jedna czasteczka purpuromycyny to ich
dzialanie hamujace jest selektywne i1 ogranicza si¢ jedynie do hamowania aktywnos$ci
akceptorowej tRNA. Purpuromycyna nie wpltywa natomiast na inne funkcje tRNA takie jak
oddziatywania z miejscami P i A w rybosomie czy oddziatywania z czynnikami
translacyjnymi. Antybiotyk ten jest bardzo aktywny wobec grzyboéw i bakterii np. szczepow
S. aureus opornych na inne antybiotyki [84,85] (Rys. 3.6.G).

Reweromycyna A (ang. reveromycin A) to poliketyd produkowany przez grzyby z rodzaju
Streptomyeces. Jest specyficznym inhibitorem syntetazy izoleucylo - tRNA Saccharomyces
cerevisiae i wyzszych eukariota. ICsp dla enzymu drozdzowego wynosi 1,3 ng/ml.
Reweromycyna A blokuje cykl komorkowy komorek ssakow w fazie G1 [86].

Istniejg doniesienia, ze reweromycyna A moze uchroni¢ przed ztamaniami ko$ci osoby
cierpigce na osteoporoze aktywujac proces apoptozy osteoklastow i w ten sposob hamuje
resorpcje tkanki kostnej [87] (Rys. 3.6.H).

Granatacyna (ang. granatacin), aromatyczny poliketyd produkowany przez Streptomyces
okazat sie¢ specyficznym inhibitorem syntetazy leucylo - tRNA B. subtilis. Dowiedziono, ze
granatacyna wpltywa na wzrost poziomu ppGpp oraz pppGpp w traktowanych komorkach, co
w konsekwencji powoduje zatrzymanie syntezy biatka. ICsp wynosi 0,1 — 0,2 ug/ml (450 nM)
[88] (Rys. 3.6.1).

Cispentacyna, PLD-118 (ang. cispentacin), cykliczny B - aminokwas wizolowany z Bacillus
cereus i Streptomyces setonii jest z kolei inhibitorem ProRS C. albicans dziatajacym w
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stezeniach milimolarnych. Na bazie struktury cispentacyny (Rys. 3.6.J) stworzony zostat
icofungipen [54,89].

Agrocyna 84 (ang. agrocin 84). nalezy do inhibitorow begdacych analogami
aminoacyloadenylanu, ktory nie ulega hydrolizie. Zwiazek ten wytwarzany jest przez
Agrobacterium radiobacter przeciw Agrobacterium tumefaciens odpowiedzialnym za
wywotywanie zakazen roslin prowadzacych do powstawania tumorowatych naro$li na szyjce
korzeniowej. Agrocyna 84 w znacznym stopniu przypomina adenylan leucyny i jest
kompetycyjnym inhibitorem [leRS (ICsy < 10 nM). Posiada reszt¢ D - glukofuranozylo
oksyfosforylowa, ktora jest kluczowa przy pobieraniu agrocyny 84 przez patogen. Reszta ta
ulega hydrolizie w komoérce a powstaty zwigzek posiadajacy stabilne wigzanie fosfoamidowe
staje si¢ inhibitorem kompetycyjnym LeuRS [90,91] (Rys. 3.6.K).

Askamycyna (ang. ascamycin) to inny naturalny analog aa - AMP bedacy inhibitorem
PheRS, podstawiony chlorem w pozycji 2 adeniny. Wytwarzany jest przez Streptomyces.
Askamycyna hamuje aktywno$¢ PheRS Xanthomonas citri i Xanthomonas oryzae. Nie
zaobserwowano aktywno$ci wobec E. coli, co jest prawdopodobnie spowodowane tym, ze
obdarzona tadunkiem czgsteczka nie przenika przez btong komorek bakterii [92]. X. citri i X.
oryzae posiadajag natomiast enzym — XC - aminopeptydaze, ktora katalizuje hydrolize
askamycyny. Powstaly zwigzek ma szerokie spektrum dziatania wobec bakterii Gram (+) |
Gram (-) [93] (Rys. 3.6.L).

Fozmidozyna (ang. phosmidosine) jest analogiem prolio - AMP, co przypuszczalnie
powoduje, ze celem jej dzialania jest ProRS. Zwigzek ten po raz pierwszy opisano w roku
1991 jako antybiotyk przeciwbakteryjny hamujacy tworzenie zarodnikow Botrytis cinerea w
stezeniu 0,25 mg/ml [94]. Fozmidozyna jest mato stabilnym zwigzkiem z powodu metylacji
grupy fosfo - amidowej. Otrzymano jej bardziej stabilne analogi i badano zalezno$¢ miedzy
aktywnoscig biologiczng a ich cechami fizykochemicznymi w kontekscie dzialania
przeciwnowotworowego. Zwigzek ten wykazuje unikalne wlasciwosci hamowania wzrostu
komorek w fazie G1 cyklu komérkowego [95] (Rys. 3.6.M).

Albomycyna (ang. albomycin) to inhibitor serylo - tRNA, ktory dziata na zasadzie ,,konia
trojanskiego”. Aktywna cze$¢ inhibitora polaczona jest ze specyficznym sideroforem, za
posrednictwem grupy hydroksamowej, odpowiedzialnej za pobieranie zwigzku i
hydrolizowanej w czasie aktywnego transportu przez bton¢. Reszta zwigzku, ktora zostaje
uwolniona do wnetrza komorki jest analogiem Ser - AMP z resztg tiofuranozowa zastepujaca
reszte rybofuranozowg 1 glicyna w pozycji 5°C. Zsyntezowano rézne pochodne albomycyny
(Rys. 3.6.N), z ktorych najbardziej aktywny (SB-217452) miat ICsq: 8 nM [96,97].

Mikrocyna C (ang. microcin C) wykazuje dziatanie bakteriostatyczne wobec
bakterii Gram (-): Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella [57] oraz niektorych bakterii
Gram (+). Mikrocyna C jest silnym zwigzkiem antybakteryjnym wytwarzanym przez niektore
szczepy E. coli i dziatajacym podobnie jak albomycyna na zasadzie konia trojanskiego. Jest
aktywnie pobierana do wnetrza komorki przez transportery YejABEF gdzie staje sig
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substratem dla aminopeptydaz. Produkt reakcji to nie podlegajacy hydrolizie analog aspartylo
- adenylanu, ktory hamuje aktywnos¢ AspRS [98,99] (Rys. 3.6.0).

Prowadzone sg badania majace na celu modyfikacje niektorych z powyzszych zwigzkow i
wprowadzenie zmian w obrgbie poszczegolnych elementéw ich struktury. Ich celem jest z
jednej strony zwiekszenie selektywnos$ci i stabilno$ci a z drugiej zmniejszenie ich
negatywnego wptywu na organizm gospodarza [100].
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reweromycyna, 1) granatacyna, J) cispentacyna, K) agrocyna, L) askamycyna, M)
fozmidozyna, N) albomycyna, O) mikrocyna C.

3.2.4. Syntetyczne i polsyntetyczne inhibitory aaRS

Poznanie mechanizmu aminoacylacji tRNA oraz struktur syntetaz aminoacylo - tRNA
stwarza wiele nowych mozliwosci w projektowaniu i1 syntezie inhibitorow aaRS. W
pierwszym etapie aminoacylacji powstaje aminoacyloadenylan — produkt posredni, ktory
tworzy z enzymem kompleks o statej dysocjacji rzedu kilku - kilkudziesieciu nanomoli,
podczas gdy warto$¢ stalej dysocjacji dla aminokwasu i ATP jest kilka rzedow wielkosci
wyzsza. Mozna wiec oczekiwac, ze analogi aminoacyloadenylanu, podobnie jak sam aa -
AMP, beda silniej wigzane przez enzym. Modyfikacje aa - AMP moga dotyczy¢ czterech
rejonow czgsteczki (Rys. 3.7):

1. wiazania fosfodwuestrowego,
2. rybozy,
3. adeniny,
4. reszty aminokwasowej.
Ponizej przedstawiono wybrane przyktady powyzszych modyfikacji:
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1. Modyfikacje wigzania fosfodwuestrowego

Przyktadowa strategia to zastgpienie atomu fosforu w wigzaniu fosfodwuestrowym siarka
(Rys. 3.7.A). Gtowna wada powstatych w ten sposob pochodnych jest ich niska specyficznos¢
w stosunku do enzymoéw prokariotycznych. Natomiast porownujac dziatanie odpowiednich
aminoalkilowych adenylanow i pochodnych aminoacylosulfaminowych na ArgRS, HisRS i
ThrRS, zauwazono korelacj¢ migdzy rodzajem pochodnych aa - AMP a klasg syntetaz.
Inhibicj¢ aktywnosci ArgRS (klasa I) obserwowano po =zastosowaniu obu rodzajow
pochodnych Arg - AMP juz w stezeniach nanomolarnych. W przypadku HisRS i ThrRS
(klasa II) skuteczne okazaly si¢ jedynie acylosulfaminiany. Obserwacja ta potwierdza
odmienny mechanizm wigzania produktu posredniego reakcji przez syntetazy klasy I i Il
[101]. Innym podejéciem w syntezie inhibitorow syntetaz w oparciu o modyfikacje aa - AMP
jest uzycie aminoalkoholi zamiast aminokwasow. Zwiazki te posiadaja w czasteczce
rownocze$nie grupy hydroksylowe — OH i aminowe — NH,. Powstajgcy produkt — ester
aminoalkilo - AMP (Rys. 3.7.B) wykazuje znacznie wigkszg stabilno$¢ niz acylofosforan i
rownie wysokie powinowactwo do aaRS [102,103].

2. Modyfikacje rybozy
Istotng role¢ w wigzaniu aa - AMP do odpowiadajacych im syntetaz pelnig grupy
hydroksylowe rybozy. Ich zastapienie przy C2’ i C3’ (Rys. 3.7.C,D) znaczaco zmniejsza
powinowactwo pochodnych do aaRS.

3. Modyfikacje adeniny

Pochodne zmodyfikowane w obrebie reszty adeniny moga by¢ wigzane przez enzym
znacznie silniej niz zwigzek wyjsciowy, co czyni je potencjalnymi inhibitorami aaRS. Tak
jest w przypadku 2 - jodo (Rys. 3.7.E) i 2 - etynylo pochodnych adenylanu izoleucynowego z
wigzaniem sulfonowym. Tiazole (Rys. 3.7.F), estry, karbaminiany aa - AMP hamuja
aktywno$¢ wybranych enzymoéw juz w stezeniach nanomolarnych. Przyktadowo, 1Csp dla
sulfamidowej pochodnej izoleucynowej z grupa tiazolowa potaczong z fenolem (Rys. 3.7.G),
skierowanej przeciwko IleRS E. coli wynosi 1,3 nM [104].

4. Modyfikacje reszty aminokwasowej

Modyfikacje moga by¢ wprowadzane w obrebie aminokwasowego tancucha bocznego
aa - AMP lub dotyczy¢ uzycia pochodnych aa. Chociaz aaRS wszystkich organizméw
przyltaczaja te same aa, to jednak réznice w mechanizmie ich rozpoznawania dajg mozliwos¢
uzycia tego typu analogéw. Przyktady to: kwas glutaminowy potaczony wigzaniem estrowym
z pochodng piperydyny (inhibitor GIuRS E. coli) [105] (Rys. 3.7.H), hydroksylowana L -
metionina (MetRS E. coli) [106] (Rys. 3.7.1), wanilloid i izowanilloid (1leRS E. coli) [107],
tyrozyno - fenyloglicyna (TyrRS S. aureus) [108] (Rys. 3.7.J).
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3.24.1. Komputerowo wspomagane badania przesiewowe i ukierunkowane
projektowanie inhibitoréw aaRS

W Protein Data Bank zdeponowanych jest kilkaset struktur krystalicznych aaRS
pochodzacych z archeondw, eubakterii 1 eukariota oraz chloroplastéw i1 mitochondriow,
rowniez w kompleksach z substratami, inhibitorami i produktami posrednimi reakcji. Bank
danych dotyczacy sekwencji aaRS zawiera ponad 1000 pozycji [109]. Informacje te zostaty
wykorzystane do poszukiwania nowych lub optymalizowania juz istniejacych zwigzkow
hamujacych aktywno$¢ aaRS. Przyktadowo, w wyniku wirtualnego (in silico) badania
przesiewowego ponad 500 000 zwigzkéw otrzymano 91 nowych, potencjalnych inhibitoréw
MetRS. Zwigzkiem o najsilniejszym dzialaniu (ICsp: 237 nM) okazal si¢ analog kwasu
benzoesowego hamujacy aktywno$¢ MetRS E. coli (Rys. 3.8.A) [110]. W ten sam sposob
zidentyfikowano inhibitory AsnRS Brugia malayi dziatajace w st¢zeniach mikromolarnych
[111].

Modelowanie molekularne miejsca aktywnego aaRS i dokowanie zwigzkow
niskoczasteczkowych sg szeroko stosowane w poszukiwaniu specyficznych inhibitorow.
Struktura krystaliczna LysRS z Pyrococcus horikoshii zostata wykorzystana do poszukiwania
inhibitorow LysRS Treponema pallidum, kretka wywotujacego kitg [112] oraz LysRS
Borrelia burgdorferi wywotujacego borelioz¢ [113]. Roznice strukturalne pomigdzy aaRS
prokariotycznymi i eukariotycznymi zostaly roéwniez wykorzystane do zaprojektowania
inhibitoréw dziatajacych specyficznie wobec bakteryjnej TyrRS [114] i do selektywnej
inhibicji SerRS metanogennych bakterii przez amid seryny [115]. Korzystajac z tej metody
opracowano, a nast¢pnie zsyntezowano wiele, nieulegajacych hydrolizie analogéw substratu,
ktére dziataty w stezeniach nanomolarnych. Pomimo, iz wiele z nich wykazuje selektywnos¢
wobec aaRS bakteryjnych to prawdopodobnie z powodu wysokiej polarnosci, hamujacej
transport przez blone bakteryjng, nic majg one zadawalajacej aktywnos$ci in vivo [101,116-
121]. Przykladem jest inhibitor IleRS, w ktorym adenozyng¢ podstawiono grupa
izowanilinianowg lub hydroksamowa [119] (Rys. 3.8.B).

3.2.4.2. Badania przesiewowe w poszukiwaniu nowych inhibitorow aaRS

Znaczaca  liczba  zwigzkow  wiodacych ~ zostata  zidentyfikowana — w
wysokoprzepustowych  badaniach  przesiewowych. Firma Cubist  Pharmaceuticals
koncentrujgc swojg dzialalno$¢ na poszukiwaniach inhibitorow aaRS na cel dziatania
inhibitorow wybrata LeuRS, MetRS, PheRS i ProRS. Wynikiem badan byto odkrycie
pochodnych tiazolu, bedacych analogami aminoacyloadenylanu wykazujacych silne,
selektywne dziatanie wobec LysRS E. coli i S. aureus (Rys. 3.8.C) [122]. W wyniku
optymalizacji innego zwigzku wiodacego otrzymano 2 - pirydylo - pirazol hamujacy
aktywno$¢ bakteryjnej MetRS w stezeniach mikromolarnych i wykazujacy ponad 100 -
krotnie wyzsza selektywno$¢ wobec enzymu bakteryjnego w poréwnaniu z odpowiednikiem
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ludzkim (Rys. 3.8.D). Zwigzek ten wykazuje jednak aktywno$¢ w innych szlakach
metabolicznych, co powoduje brak specyficznosci wobec komorek bakteryjnych [123].
Poszukiwanie inhibitorow PheRS zakonczyto si¢ odkryciem spirocyklicznych furanow, ktére
hamuja specyficznie PheRS z S. aureus i E. coli w stgzeniach nanomolarnych (Rys. 3.8.E).
Niestety zwigzki te wykazuja niskg stabilno§¢ w roztworze wodnym [124]. Analogi
heterocykliczne tych zwigzkéw hamowaty PheRS S. aureus w jeszcze nizszych stezeniach
(ICs0: 0,26 uM) i wykazywaly aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec S. aureus (MIC: 3,1
ug/ml) (Rys. 3.8.F). Niestety, oprocz specyficznego hamowania bakteryjnej PheRS hamowaty
one rowniez niespecyficznie syntez¢ DNA [125]. We wspotpracy z ArQuele Inc, w Cubist
Pharmaceuticals odkryto nowa klasg¢ inhibitorow MetRS zawierajacych szkielet oksazolo -
dipeptydowy (Rys. 3.8.G). Pomimo, iz zwiazki te wykazywaly olbrzymia aktywnos¢ i
selektywno$¢ nie przektadato si¢ to na dziatanie przeciwbakteryjne [126]. Zidentyfikowano
rowniez chinoliny i ich pochodne jako inhibitory ProRS C. albicans (Rys. 3.8.H). Najlepiej
dziatajacy zwigzek, kompetycyjny wobec ATP, osiggat wartos¢ ICso: 5 nM [127].

W okresie 1995 - 2001, w SmithKline Beecham prowadzono systematyczne
poszukiwania inhibitorow wszystkich 19 aaRS S. aureus. Z Micromonospora spp. NCIMB
40684 wyizolowany zostal niezwykle silny i selektywny inhibitor bakteryjnej TyrRS,
konkurujacy o miejsce wigzania z Tyr (Rys. 3.8.1). Strukturalnie SB-219383 to dipeptyd
ztozony z L - Tyr i bicyklicznego a - aminokwasu [128]. Niektore estrowe i amidowe
pochodne, jak réwniez monocykliczne analogi tego zwigzku wykazywaty dziatanie hamujace
TyrRS w stezeniach subnanomolarnych. Niestety, ich aktywno$¢ przeciwko gronkowcom i
paciorkowcom byta stosunkowo niska [129]. SB-219383 wywotuje gtdéd aminokwasowy u S.
aureus i S. pneumoniae, co jest cechg specyficznych inhibitorow [83]. Poszukiwanie
inhibitorow PheRS S. aureus pozwolito na wytypowanie inhibitora, etanoloaminy, ktory w
ilosciach mikromolarnych hamuje dziatanie enzymu. Modyfikacja tego zwiazku do 4 — bromo
— 2 - tienylo - etanoloaminy poprawiata aktywnos¢ (ICso: 8 nM) (Rys. 3.8.J). Inhibitory z tej
serii wykazywaty szerokie spektrum dziatania wobec bakteryjnych PheRS i wysoka
selektywno§¢ wobec enzymu bakteryjnego. Jednak zaden z tych zwigzkow nie posiadat
aktywnosci  przeciwbakteryjnej wobec S. aureus prawdopodobnie z  powodu
niekontrolowanego wnikania (ang. influx) oraz wyptywu na zewnatrz komorki (ang. efflux)
[130] .

W testach przesiewowych GlaxoSmithKline majacych na celu zidentyfikowanie
inhibitorow MetRS S. aureus wyloniono zwigzek, ktorego 1Cso to 350 nM. Jego syntetyczne
analogi, pochodne 1,3 - diaminopropanu podstawione grupami fenylowa, chromanowsg i
tetrahydrochinolinowa wykazywaly znaczaco wyzsza aktywnos¢ np. SB-425076 (Rys. 3.8.K).
Posiadaty rowniez silne dziatanie przeciwbakteryjne wobec gronkowcow i paciorkowcow. W
badaniach in vivo na szczurzym modelu zakazenia S. aureus, potwierdzono ich potencjat jako
nowej Klasy terapeutykéw [131,132]. Jednak bardziej szczegétowa analiza spektrum
przeciwbakteryjnego wykazata, ze znaczna cz¢§¢ (46%) szczepéw bedacych izolatami
klinicznymi S. pneumoniae (n = 315) nie byla wrazliwa na te inhibitory. W trakcie badan
zidentyfikowano gen, metS2, kodujacy odrebny typ syntetazy. MetRS2 wykazujacy znaczng
homologi¢ z genem syntetazy MetRS B. anthracis, prawdopodobnie zostat on przeniesiony w
wyniku poziomego transferu genow [67,133]. Naturalna oporno$¢ tego groznego patogenu
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drog oddechowych zaweza spektrum dzialania tej nowej klasy lekéw przeciwbakteryjnych.
Dodatkowo zwiazki z tej serii inhibitorow MetRS wykazawaty bardzo niska biodostepnos¢.
GlaxoSmithKline postanowito wigc nie kontynuowaé tego programu, sprzedato natomiast
licencj¢ firmie Replidyne Inc., w ktérej w wyniku dalszych badan zidentyfikowano zwigzek o
nazwie REP8839.

Inny zwigzek otrzymany przez GlaxoSmithKline w wyniku badan przesiewowych to
SB-203207, wyizolowany ze Streptomyces NCIMB 40513 (Rys. 3.8.L). SB-203207 hamowat
aktywno$¢ IleRS S. aureus (ICsp: 1,7 nM). Niestety, wykazywal si¢ on roéwniez niskg
selektywnos$cig; warto$¢ ICso dla IleRS z watroby szczura wynosita < 2 nM [134].
Dodatkowo, SB-203207 hamowat roéwniez aktywnos¢ LeuRS i ValRS, aczkolwiek w
wyzszych stezeniach. Analogi SB-203207, w ktoérych grupe lle zastapiono Leu lub Val,
zastosowano jako inhibitory LeuRS i ValRS, dzialaly w stezeniach nanomolarnych. Analogi
te pozostawaty rowniez aktywne wobec IleRS S. aureus i watroby szczura, co oznacza, ze ani
specyfika ani selektywno$¢ nie zostaly osiagniete. Zaden z tych zwiazkéw nie wykazal
dziatania przeciwbakteryjnego wobec S. aureus w stezeniu < 64 pg/ml [135]. Natomiast
analogi SB-203207, gdzie reszta Ile zostala podstawiona Met byty 50 — 100 okazaty si¢
bardziej specyficznymi inhibitorami [136].

W Bayer Pharmaceuticals prowadzono program majacy na celu znalezienie
inhibitorow bakteryjnej PheRS [98]. Optymalizacja struktury zwigzku wiodgcego
wylonionego w badaniach przesiewowych syntetycznej biblioteki zwigzkéw doprowadzita do
wytypowania grupy fenylo - tiazolilo - sulfonoamidow (ICsp < 5 i 10 nM kolejno dla PheRS
E. coli i H. influenzae) (Rys. 3.8.M). Zwiazki te byly nieco mniej aktywne w stosunku
bakterii Gram (+): ICso: 40 — 300 nM dla S. pneumoniae i 50 — 80 nM dla S. aureus.
Wykazywaty natomiast wysoka selektywnos¢ wobec bakteryjnej PheRS (ICso > 200 uM dla
PheRS zaréwno cytoplazmatycznej jak i mitochondrialnej). Fenyl - tiazolilo - sulfonamidy sa
silnymi inhibitorami najczgstszych patogenow uktadu oddechowego takich jak, S. aureus, S.
pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis, (MIC < 1 pg/ml) [137].

Syntetyczny zwigzek REP8839 to fluorwinylotiofen polaczony z chinolonem poprzez
1,3 - diaminopropan [138] (Rys. 3.8.R). Jest inhibitorem MetRS, obecnie w fazie I badan
klinicznych w leczeniu zakazen skory i ran wywotanych przez S. aureus. Oprocz dziatania na
szczepy S. aureus oporne na mupirocyn¢ i oksacyling (MICg: 0,5 pg/ml), zwigzek ten
wykazat aktywno$¢ przeciwko Streptococcus pyogenes (MIC: 0,03 — 0,5 pg/ml), jak rowniez
przeciwko kilku innym gronkowcom i paciorkowcom, K; dla MetRS S. aureus wynosi ok. 10
pM a dla MetRS E. coli 300 nM. Nie obserwowano hamowania MetRS z watroby szczura,
natomist K; dla ludzkich mitochondrialnych i cytoplazmatycznych MetRS byto trzy do
szeséciu razy wigksze niz dla MetRS S. aureus. REP8839 jest wigc selektywnym zwigzkiem o
wysokim potencjale terapeutycznym [139]. Z powodu niskiej biodostepnosci zwigzku po
podaniu doustnym oraz znacznemu wigzaniu przez biatka surowicy w (> 95%) proponuje si¢
jego uzycie w przypadku infekcji skornych np. w formie masci donosowych [140].

AN-2690 — 5-fluoro - 1,3 - dihydro -1 - hydroksy- 2,1- benzoksaborol otrzymany zostat przez
Anacor Pharmaceuticals (Rys. 3.8.S). Badania z udzialem mutantow opornych na ten zwigzek
pozwolity ustali¢, ze jego celem jest domena edytujgca LeuRS szerokiej gamy patogenow
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(dermatofity, drozdze i ple$nie) odpowiedzialnych m.in. za rozwdj grzybic paznokci [56].
Dzigki tatwej penetracji przez ptytke paznokcia, az do jego tozyska, trafia w miejsce rozwoju
infekcji 1 skutecznie ja hamuje (MIC: 0,125 — 8 pg/ml). Na korzys$¢ tego zwigzku przemawia
réwniez fakt, ze nie stwierdzono jego obecno$ci we krwi pacjentow. AN-2690 hamuje
cytoplazmatyczna LeuRS przez tworzenie stabilnego adduktu tRNA™ z  AN-2690
zwigzanym z domeng redagujacg enzymu. Addukt powstaje na skutek utworzenia wigzania
pomig¢dzy atomem boru AN-2690 i tlenu w pozycji 2° i 3’ pierScienia rybozy na koncu 3’
tRNA. Trwale zwigzanie tRNA blokuje LeuRS wytaczajac ja z puli aktywnych enzymow w
kolejnym cyklu katalitycznym, co w konsekwencji prowadzi do zahamowania syntezy biatka.
AN-2690 jest inhibitorem niekompetycyjnym wobec ATP i leucyny; ICsp: 2,1 uM [141]. 1 1l
faza badan klinicznych potwierdzity skutecznos¢ i bezpieczenstwo tego zwigzku [54],
Obecnie trwa III fazy badan klinicznych. Niedawno stwierdzono, ze analogi AN-2690 silnie
hamujg LeuRS z Trypanosoma brucei, co implikuje rowniez antypasozytnicze zastosowanie
tego inhibitora LeuRS [142].

Icofungipen jest zwigzkiem przeciwgrzybicznym hamujacym dziatanie [leRS (Rys. 3.8.T). W
1990 roku w firmie Bayer zsyntetyzowano pochodng cispentacyny — BAY - 10-8888, ktora
oprocz selektywnego hamowania 1leRS, jest rowniez wydajnie kumulowana w komorkach
patogendéw, z udzialem permeaz drozdzowych [143]. Niezwykle wazna dla aktywnos$ci
zwigzku jest jego konfiguracja — 1R, 2S. Kazda modyfikacja, za wyjatkiem metylenu w
pozycji 4, powoduje obnizenie jego aktywnosci [144]. Transport terapeutyku do komorek
ulega ograniczeniu w podwyzszonym stezeniu Ile wspotzawodniczacej z inhibitorem o
miejsce wigzania z permeazg. Istotne jest, ze do tej pory nie odnotowano szczepow z
dodatkowa kopig genu kodujacego enzym niewrazliwy na BAY - 10-8888, a wszystkie
przypadki oporno$ci sg efektem zaburzenia transportu leku do komorki, badz nadprodukcji
IleRS. Nie stanowi to powaznego problemu, gdyz substancja nie wykazuje znaczacej
toksycznos$ci w stosunku do organizmu gospodarza, co pozwala na znaczne podwyzszenie
dawki terapeutycznej [143]. Licencje na ten zwigzek wykupita GlaxoShmithKline i pod nowa
nazwa PLD-118 testuje jego przydatno$s¢ w leczeniu infekcji czeSci ustnej gardla i goérnych
drog oddechowych wywotywanych przez bakterie oporne na flukonazol oraz infekcji
centralnego uktadu nerwowego [145,146]. W 1 i II fazie badan klinicznych wykazano dobra
skuteczno$¢ kliniczna 1 bezpieczenstwo tego leku.

W ciaggu ostatnich 5 lat obserwuje si¢ wzmozone zainteresowanie poszukiwaniem
nowych oraz doskonaleniem juz istniejgcych inhibitorow aaRS. Zwigzane jest to m.in. z
faktem pojawienia si¢ mutacji w genach kodujacych poszczegélne aaRS, ktére warunkuja
oporno$¢ na dotychczas skuteczne inhibitory (np. S. aureus oporny na REP8839) [54].

Do opracowania inhibitorow LeuRS pierwotniaka T. brucei wykorzystano jako strukturg
wiodaca benzoksyborol. Pochodne tego zwiazku wykazywaly wyjatkowo silne dziatanie
hamujace wzrost tego pasozyta, szczegdlnie w przypadku bardziej liofilowych kongeneréws;
ECso: 0,37 uM [147]. Kontynuacja badan in silico tej samej grupy polegajaca na wirtualnym
przesiewaniu z wykorzystaniem kombinacji struktury farmakoforu oraz dokowania do modelu
miejsca aktywnego LeuRS doprowadzita do wytypowania pochodnych 2 - pyrolidonu jako
potencjalnych inhibitorow T. brucei. Analiza zaleznosci pomigdzy strukturg i funkcja
pokazata, ze grupa fenylowa podstawiona w pozycji R2 znajduje si¢ w kieszeni hydrofobowej
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a grupa indolilowa w pozycji R3 oddzialuje z aminokwasami w kieszeni wigzacej Leu.
Warto$¢ ICsg dla najbardziej aktywnego zwigzku wynosi: 31,9 uM [148].

W podobny sposob zidentyfikowano grupe 31 nowych inhibitorow MetRS S. aureus.
Komputerowo wspomagane badania przesiewowe komercyjnie dostgpnych baz zwigzkow
doprowadzily do wytypowania potencjalnych inhibitoréw, z ktérych najbardziej aktywny
charakteryzowat si¢ warto$cig ICso: 4,8 uM w badaniach in vitro. Rowniez w tym przypadku
wyniki eksperymentalne potwierdzity aktywnos$¢ zwigzkéw wyselekcjonowanych metodg in
silico [149].

Metoda wirtualnego przesiewania zidentyfikowano réwniez trzy zwigzki hamujace
TrpRS S. epidermis o 1Csp: 18,3 — 22,8 uM. Chociaz zwiazki te charakteryzuja si¢ pewnym
podobienstwem, jak obecno$¢ reszty kwasu benzoesowego to ich ogoélna struktura rézni si¢
znaczaco. Inhibitory te wykazujg umiarkowang aktywnos¢ przeciwbakteryjng MIC od 6,25 do
100 uM [150].

REP3123 zsyntezowany w laboratorium badawczym firmy Replidyne, jest nowym
zwigzkiem przeciwbakteryjnym, wyjatkowo silnie hamujacym wzrost C. difficile, K; dla
MetRS wynosi 0,02 nM. Zwigzek ten wykazuje ponad 1000 — krotnie nizsza selektywno$é
wzglgdem enzymu ludzkiego zaré6wno cytoplazmatycznego jak i mitochondrialnego.
REP3123 wykazuje bardzo waski zakres MIC 0,5 — 1 ug/ml wobec C. difficile, co §wiadczy o
braku naturalnie wystgpujacej opornosci na REP3123 (w przeciwienstwie do S. pneumoniae
gdzie zidentyfikowano ortolog MetRS2). REP3123 wykazuje szerokie spektrum dziatania
przeciw bakteriom Gram (+) (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis i Enterococcus faecium) wliczajac w to szczepy oporne na istniejace antybiotyki. Tak
jak 1 inne diaryldiaminy (diaryldiamines) jak np. REP8839 posiada bardzo silne dziatanie
przeciwbakteryjne wobec E .faecalis i E. faecium wiaczajac w to szczepy oporne na
wankomycyne [139].

W firmie Pfizer otrzymano =zupelnie nowa grupe inhibitorow PheRS, etery
benzylofenylowe (BPEs) dziatajace zarowno na bakterie Gram (-) (Haemophilus influenzae)
jak i Gram (+) (Streptococcus pneumoniae). Znaczna czg¢$¢ z tej grupy zwigzkow wykazuje
wyjatkowo silne dziatanie: 1Cso < 1 uM. MIC 32 pg/ml dla H. influenzae i S. pneumoniae
[151].

Pochodne 3 — arylo - 4 - alkiloaminofuran -2(5H) - onu okazaty si¢ by¢ skutecznymi
inhibitorami TyrRS z bakterii Gram (+) (Rys. 3.8.0). Wartos¢ MIC dla najsilniejszego z nich
wynosi 0,42 pg/ml dla S. aureus [152]. Badania tej samej grupy doprowadzity do
wytypowania kolejnej serii zwiazkow, z ktorych najbardziej aktywny byt 3 - (4-
hydroksyfenylo) - 4 - (2 - morfolinoetoksy)furan - 2(5H) - on (MIC: 0,23 pug/ml dla S. aureus
ATCC 25923). (Rys. 3.8.N) [153]. Ostatnie doniesienia dotycza pochodnych 3 — arylo - 4 -
arylaminofuran - (5H) - onu (Rys. 3.8.P). Jeden z tych zwigzkoéw 3 - (3 - bromofenylo) - 4 -
(3,5 - dichlorofenylamino)furan - 2(5H) - on charakteryzuje si¢ wartoscig ICso: 0,09 uM,
MIC: 0,06 pg/ml dla S. aureus ATCC 25923. Dokowanie molekularne potwierdzito
kompetycyjne dziatanie tych inhibitoréw wobec TyrRS [154].

Poniewaz najsilniejsze inhibitory sposrod zbadanych in vitro analogow 5 - O - (N-L -
aminoacylo) - sulfamoiloadenozyny nie wykazywaly dziatania przeciwbakteryjnego z
powodu stabego przenikania do komorek bakteryjnych otrzymano 18 ich dipeptydowych
pochodnych i zbadano ich wptyw na wzrost S. aureus, E. faecalis and E. coli. Kilka z nich
wykazato znaczace dziatanie przeciwbakteryjne i szersze spektrum dziatania [155].
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W ramach programu poszukiwania lekow przeciw B. malayi zidentyfikowano nowe
inhibitory AsnRS. Badania przesiewowe 73 000 mikroekstraktow doprowadzity do
wylonienia trzech nowych i dwoch znanych tyrandamycyn o wysokim i selektywnym
potencjale hamowania AsnRS B. malayi (ICsp: 30 — 200 uM) i potwierdzonym dziataniu
przeciwmalarycznym [156].
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Rys. 3.8. Struktury wybranych, syntetycznych inhibitorow aaRS.

3.3. TyrRS prokariota i eukariota

Kluczowe znaczenie dla specyficznej inhibicji aaRS bakteryjnych majg roéznice w
strukturze pomigdzy nimi a enzymami ludzkimi. Natozenie struktur przestrzennych kieszeni
wiazacej tyrozyne w TyrRS z bakterii 1 cztowieka pokazuje wystepowanie roznic w geometrii
miejsca katalitycznego, pomimo ze obydwa enzymy wigzg ten sam aminokwas (Rys. 3.9).

Rys. 3.9. Miejsce wigzace W Kieszeni aktywnej syntetazy tyrozylo-tRNA z S. aureus
(czerwone) z SB-219383 (pomaranczowy) natozone na syntetazg tyrozylo-tRNA H. sapiens
(niebieski) [2].
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Poréwnanie sekwencji aminokwasowych TyrRS poszczegdlnych organizmow
wskazuje na ich znaczne zroéznicowanie. Wprawdzie centrum katalityczne kazdego z nich
tworzy struktura Rossmanna, jednak motywy HIGH i KMSKS w TyrRS moga by¢
zmienione, co ma odzwierciedlenie we wspomianych roznicach w strukturze przestrzenne;.
Stwarza to szanse¢ na uzyskanie specyficznych inhibitor6w aminoacylacji.

Znacznie wigksze réznice wystepuja jednak poza domena katalityczng, w miejscu
wigzania antykodonu. Koniec karboksylowy biatka prokariotycznego stanowi domena o -
ACB oraz domena wykazujgca homologi¢ do konca C biatka rybosomalnego S4. W biatku
eukariotycznym natomiast jest to domena C-W/Y i Ct (Rys. 3.10) [9]. Przyktad TyrRS
obrazuje roznice strukturalne i funkcjonalne miedzy enzymami prokariotycznymi i
eukariotycznymi.

TyrRS

, Domena Domena

HIGH KMsKs | a- ACE homologiczna do 54

¥
Mitochondrialna I | I
(H.sapiens) T a2 B8 174 238 2811296 477
Eubakteryjna :
(E.colii 1 48 I 424
oy B — . '
(Lasplent) 1 49 125 179 2221238 343 518
Archebakteryjna H
(i jannashi) T )

1 42 108 164 204219

cP1 Region wiaZzacy antykodon

Rys. 3.10. Schemat budowy TyrRS E. coli i H. sapiens i M. jannashii.

Domena katalityczna TyrRS zawierajaca struktur¢ Rossmanna wigzaca Tyr - AMS,
zbudowana z ~ 230 aminokwasow, podzielona jest na 2 czgsci potaczone krotkim peptydem
CP1 (ang. conective peptide 1) o dtugosci ~50 aminokwasow, ktory tworzy powierzchnig
oddziatywania pomiedzy jednostkami dimeru. Struktura Rossmanna polaczona jest z czgsciag
przy koncu aminowym za pomocg petli KMSKS [157]. W przeciwienstwie do fragmentu
biatka przy koncu aminowym, fragment w poblizu konca karboksylowego, ktory wigze
charakterystyczny region rami¢ - petla tRNA w przypadku eukariota rézni si¢ znaczgco
sekwencja, dtugoscia 1 organizacja. U eubakterii sktada si¢ ona z o - helikalnej domeny (o -
ABC) o dlugosci ~ 100 aa, po ktérej nastepuje domena S4, ktéra wykazuje wysoka homologie
z domeng biatka rybosomalnego S4 ulokowang przy koncu karboksylowym biatka. U
eukariota czg$¢ przy koncu C biatka rowniez ztozona jest z dwoch domen. Pierwsza z nich
nazwana C-W/Y jest wysoce homologiczna z domeng TrpRS znajdujaca si¢ na koncu
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karboksylowym i rozni si¢ od o - helikalnej domeny eubakterii. U wyzszych eukariota po
domenie tej nastepuje tzw. domena extra - Ct ztozona z ~160 aminokwaséw. W przypadku
ludzkiej TyrRS fragment ten wykazuje 51% identycznosci sekwencji do biatka EMAPII
uczestniczgcego w prostej odpowiedzi zapalnej i procesie apoptozy [158-160].

Do tej pory rozwigzano nastepujgce struktury krystaliczne TyrRS:

e prokariota: eubakterii: Staphylococcus aureus [161], Thermus thermophilus [162],
Bacillus stearothermophilus [163], Mycobacterium tuberculosis [164], Escherichia coli
[165] i archeonow: Methanococcus jannaschii [166], Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus
horikoshii [167],

e eukariota: Homo sapiens [168], Saccharomyces cerevisiae [169], Plasmodium falciparum
[170], Leishmania major [171].

Analizy strukturalne 1 biochemiczne wykazaly, ze domena katalityczna, gldéwnie motyw
KMSKS, a takze miejsce rozpoznawania tRNA r6znig si¢, u bakterii i eukariota/archeonéw
[114,166,172]. Istnieje wiele doniesien odnosnie struktur bakteryjnych TyrRS zwigzanych z L
- tyrozyng, ATP, Tyr - ATP oraz ich analogami. W przypadku enzyméw
eukariotycznych/archeondéw informacje, ktéore mozna uzyska¢ z baz danych sg bardzo
nieliczne [163,166,173-177].

Mechanizm aktywacji L - tyrozyny zostal opisany szczegotowo dla E. coli i na tym
przyktadzie oméwiony ponizej [165]:

1. Rozpoznawanie L - tyrozyny:

Miejsce wigzania tyrozyny znajduje si¢ w glebokiej szczelinie bedacej czgsciag miejsca
aktywnego TyrRS. Reszty wiazace tyrozyne: Tyr37, Aspl82, GInl79, GIn201, Asp81,
Tyrl75 i Thr76 E. coli (Rys. 3.11.A) sa mocno zakonserwowane i odpowiadaja przyktadowo
resztom Tyr34, Aspl76, GInl73, GIn195, Asp78, Tyrl69 i Thr73 u B. stearothermophilus
TyrRS [163,173].

2. Rozpoznawanie reszty adenozyny Tyr - AMP:

Reszta adenozyny wigzana jest za posrednictwem wiazah wodorowych pomigdzy grupa 2’ -
OH rybozy 1 grupa NH Gly198 tancucha gtéwnego oraz z Asp200 tancucha bocznego. Te
aminokwasy sg silnie zakonserwowane wsrdd aaRS klasy I 1 umozliwiajg rozroznienie ATP 1
dATP. Pierscien adeniny jest ,,przykryty” przez tancuch baczny Leu227, a N1 i N6 pierécienia
adeniny specyficznie oddziatuja kolejno z grupami aminowg i1 karboksylowag tancucha
gléwnego 11e228. Utworzenie tych wigzan powoduje znaczace zmiany katow dwusciennych
pomiedzy wigzaniami peptydowymi motywu KMSKS, co indukuje zmiang konformacji.
Porownujac struktury TyrRS - L-tyrozyna i TyrRS - Tyr - AMS stwierdzono rézne potozenie
taficucha bocznego Ser199 oraz taficucha gldwnego His51 wraz z grupa karboksylowa
tancucha gléwnego Gly50 motywu HIGH, co zapobiega zawadzie sterycznej i pozwala na
utworzenie wigzania van der Waalsa z pierscieniem adeniny (Rys. 3.11.E).
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3. Wigzanie jonow siarczanu przez motyw HIGH:

Analizujgc struktury krystaliczne kompleksow TyrRS/L - tyrozyna i TyrRS/Tyr - AMS
stwierdzono obecno$¢ jonu siarczanowego zwigzanego z His48 i His51 motywu HIGH.
Anion ten zastgpuje prawdopodobnie w Kkrysztale y - fosforan. Sugeruje to, ze y - fosforan
moze oddziatywa¢ z TyrRS bez oddziatywania z petla KMSKS 1 bra¢ udziat we wstgpnym
wigzaniu czasteczki ATP. Ttumaczy to, dlaczego ADP czy AMP nie oddziatuja efektywnie z
TyrRS. Na skutek tego wigzania anionu siarczanowego w strukturze Tyr - AMS, His51
przemieszcza si¢ w kierunku o - fosforanu a His48 pierscienia adeniny. Sposob wigzania
reszty adeniny E. coli i B. stearothermophilus réznig sie znaczaco, podczas gdy reszta
tyrozynowa rozpoznawana jest podobnie. Do tej pory nie rozwigzano struktury TyrRS
eukariotycznej/archeonow w kompleksie z resztg adenozyny, chociaz reszty aa zaangazowane
W jej rozpoznawanie zostaty zidentyfikowane.
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Rys. 3.11. Miejsce wigzania: A) tyrozyna w kompleksie: TyrRS/L - tyrozyna E. coli; B) Tyr -
AMP w kompleksie TyrRS/Tyr - AMS E. coli; C) Model przedstawiajacy dokowanie
tRNA™ do TyrRS E. coli (czerwony) i TyrRS B. stearothermophilus (zielony); D)
Poréwnanie struktur TyrRS/L - tyrozyna (r6zowy) and TyrRS/Tyr - AMS (niebieski); E)
Miejsce wigzania Tyr - AMS przez TyrRS E. coli; F) Model miejsca aktywnego TyrRS E.
coli w formie pototwartej ze zwigzanym Tyr - AMS.

Kluczowe znaczenie w aktywacji aminokwasu przez TyrRS odgrywa petla KMSKS, ktora
rozpoznaje 1 oddziatuje z czasteczkg ATP w dwdch podstawowych konformacjach:
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konformacja elastyczna, ,,otwarta”, nieoddziatujagca z ATP
konformacja sztywna, ,,zamknie¢ta”, oddziatujgca z ATP [172].

Petla KMSKS ulega przegrupowaniu w odpowiedzi na zwigzanie reszty adeniny i utworzenie
wigzan wodorowych i przyjmuje bardziej kompaktowa — pototwarta forme zamiast formy
bardziej elastycznej — otwartej. Motyw HIGH rozpoznaje poczatkowo y - fosforan a nastepnie
v i o - fosforany ATP, co powoduje nieznaczne przegrupowanie reszt aminokwasowych. Inne
reszty aa znajdujgce si¢ w poblizu substratu takze przemieszczajg si¢ dostosowujac si¢ do
struktury Tyr - AMS. Indukowane dopasowanie stanowi najnowszy model dla wyjasnienia
mechanizmu aminoacylacji TyrRS (Rys. 3.11.D).

Obecnie znane struktury aaRS m.in. TyrRS T. thermophilus bez i ze zwigzanym ATP
wykazaty, ze rozlegle zmiany konformacyjne spowodowane indukowanym dopasowaniem
dotyczace zaréwno motywu KMSKS jak i innych lokalnych zmian w miejscu wigzania
substratu stanowig podstawe do aktywacji aminokwasu: petla KMSKS poczatkowo w formie
otwartej, przejsciowo przemieszcza si¢ tworzac forme poélotwarta (wigzanie reszty
adenozyny) i finalnie osigga sztywna, zamknigta forme¢ wiazaca ATP. Po aktywacji
aminokwasu, petla KMSKS przyjmuje ponownie forme¢ polotwarta, zeby zwigza¢ konieC
CCA tRNA i umozliwi¢ wigzanie zaktywowanego aa.

Sekwencja zdarzen podczas wigzania ATP 1 aktywacji tyrozyny przez petle KMSKS
jest nastepujaca:

(1) tyrozyna wiaze si¢ w glebokiej szczelinie miejsca aktywnego TyrRS. Miejsce wigzania y
- fosforanu w motywie HIGH ulega reorganizacji tworzy si¢ forma otwarta pgtli KMSKS,

(2) do otwartej formy petli KMSKS wigze si¢ y - fosforan z ATP,

(3) w kieszeni katalitycznej wigze si¢ reszta adeniny z ATP, petla KMSKS zostaje delikatnie
przyciaggnieta do ATP przyjmujgc forme¢ polotwartg,

(4) dwie lizyny z petli KMSKS tworza wigzania z ATP a pgtla KMSKS ulega zamknigciu,

(a) tancuch boczny pierwszej lizyny, azot z tancucha glownego lizyny drugiej i tlen
karbonylowy reszty znajdujacej si¢ po pierwszej lizynie stabilizujg struktur¢ ATP w
ksztalcie litery U w kieszeni aktywnej enzymu w ten sposob, ze y - fosforan znajduje
si¢ w poblizu tlenu karbonylowego tyrozyny,

(b) fancuch boczny drugiej lizyny tworzy silne wigzanie wodorowe lub mostek solny z
tlenem a - fosforanu ATP [162],

(5) pomiedzy grupa karbonylowa tyrozyny i a - fosforanem ATP utworzone zostaje wigzanie
zerwaniu ulega natomiast wigzanie pomi¢dzy fosforanem a i f3,

(6) grupa o - fosforanowa Tyr - AMP oddala si¢ od tancucha bocznego lizyny, zrywajac
wigzanie wodorowe. Na skutek zerwania wigzania pomiedzy fosforanem o i [, zerwaniu
ulega wigzanie pomigdzy motywem KMSKS i y - fosforanem, co uniemozliwia utrzymanie
formy zamknigetej. Z tego powodu motyw KMSKS wraca do formy polotwartej. Pozwala to
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na zwigzanie czgsteczki tRNA™" i skierowanie kofica CCA do centrum aktywnego a
nastepnie przeniesienia na niego zaktywowanej tyrozyny.

Forma otwarta petli KMSKS w TyrRS E. coli oddzialuje z tRNA™", co moze wplywaé
na wydajnos$¢ reakcji katalizowanej przez drugg podjednostke enzymu. Ttumaczy to wyniki
otrzymane w badaniach biochemicznych, ktére wskazuja, ze w danym momencie
aminoacylacja odbywa si¢ tylko na jednej podjednostce enzymu [165].

W przypadku ludzkiej TyrRS znany jest jedynie ogdélny mechanizm wigzania L -
tyrozyny. Reszty kluczowe do jej rozpoznania znajduja blisko w strukturze przestrzennej ale
daleko w strukturze | - rzedowej, w nici B2 i helisie a8. Grupa hydroksylowa tyrozynolu jest
donorem wigzania wodorowego dla tlenu karboksylowego Aspl73 w a8 i akceptorem
wigzana wodorowego Tyr39 w 2. W przeciwienstwie do innych aaRS np. oddziatujacych z
aa 0 hydrofilowych tancuchach bocznych, w przypadku TyrRS zaobserwowa¢ mozna duze
zmiany w skladzie aa w miejscu aktywnym, co sugeruje pdzny rozwdj] mechanizmow
dyskryminujacych [168,178].

Eukariotyczne TyrRS nie katalizuja reakcji aminoacylacji bakteryjnych tRNA™" i
odwrotnie. O gatunkowej specyficzno$ci decyduje w duzej mierze rdznica w pojedynczej
parze nukleotydow zlokalizowanej blisko ramienia akceptorowego tRNA™": para C1 - G72
charakterystyczna jest dla eukariotycznego tRNA, a G1 - C72 dla bakteryjnego [179].
Zamiana tych nukleotydow zmienia specyficzno$¢ syntetazy na skutek czego enzym
eukariotyczny rozpoznaje bakteryjne tRNA i odwrotnie. Roznice miedzy czasteczka tRNA™"
z prokariota 1 eukariota dotycza przede wszystkim rejonéw odpowiedzialnych za jej
oddziatywanie z enzymem, a wigc nukleotydow w pozycji 1 1 72 oraz petli zmiennej. W
bakteryjnym tRNA™ sg to odpowiednio G1 i C72 oraz kilkunastonukleotydowa petla
zmienna, w eukariotycznej C1 i G72 i rejon zmienny zbudowany z ok. 5 nt. TyrRS sg
dimerami, ktéorych domena C1 centrum katalitycznego odpowiada za swoiste wigzanie
ramienia akceptorowego (rozrdznienie pomigdzy C1 - G72 w eukariota od G1 i C72 obecnych
u prokariota). Koniec karboksylowy biatka odpowiedzialny jest za wigzanie antykodonu, oraz
oddziatywania z dtuga petla zmienng w przypadku tRNA bakteryjnego. Przyktad TyrRS
doskonale obrazuje réznice strukturalne 1 funkcjonale migdzy enzymami prokariotycznymi i
eukariotycznymi. Obecnos$¢ tych roznic stwarza szanse na znalezienie leku dzialajacego
specyficznie na konkretng syntetaz¢ okreslonego mikroorganizmu.
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4. Materialy i metody

4.1. Wykaz materialéw stosowanych w pracy

4.1.1. Wazniejsze odczynniki i enzymy

Tab. 4.1. Zestawienie odczynnikéw chemicznych i biochemicznych wykorzystywanych w pracy.

Purification Kit), zestaw do oczyszczania DNA rozdzielanych na
zelu agarozowym (GeneMATRIX Agarose - Out DNA Purification
Kit)

Odczynnik Producent
Zestaw do izolacji plazmidowego i genomowego DNA, zestaw do | A&A Biot
oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych
Zestaw do oczyszczania produktow PCR (DNA Clean - Up|EURX

Zestaw do oczyszczania produktow PCR oraz do oczyszczania DNA
z zelu agarozowego (NucleoSpin Extract II Kit), zestaw do izolacji
plazmidowego DNA w matej skali (NucleoSpin® Plasmid)

Macherey - Nagel

(amid kwasu akrylowego), N’N’ - metylenobisakrylamid, bitekit

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA w duzej skali (Qiagen |Qiagen

Plasmid Maxi Kit), agaroza wzbogacona niklem (Ni - NTA)

Marker wielkosci DNA (1kpz), marker wielkos$ci biatek Fermentas

Pozywka EMEM ATCC

Pozywka OPTIMEM Gibco

L - tyrozyna [*C] Moravek

Ztoze do kolumny chitynowe NEB

Roztwor scyntylacyjny PerkinElmer

Sephadex G75, G100 Amersham
Biosciences

Amicon, filtry 45mm, Bibuta 3MM Milipore

Chlorek magnezu, chlorek potasu, chlorek sodu, cytrynian sodu, | Merck

wersenian zelaza, wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu, DMSO,

lizozym

Kwas borowy, kwas octowy, metanol, etanol, mocznik, fenol, |Polskie  Odczynniki

chloroform, izopropanol, toluen, chlorek sodu, kwas ortofodororwy, | Chemiczne

kwas solny

Agar Serva

Mleko w proszku, PBS LabEmpire

Bacto - Agar, Bacto - Trypton, ekstrakt drozdzowy, akryloamid | Sigma
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bromofenolowy (3,3°,5,5” - tetrabromofenolosulfoftaleina), chlorek
wapnia, DTT, EDTA, glicyna, glicerol, imidazol, nadsiarczan amonu
(APS), TEMED, SDS (siarczan dodecylu sodu), Tris
(tri(hydroksymetylo) - aminometan), membrana PVDF, pozywka
RPMI - 1640, roztwor witamin do pozywki RPMI - 1640, mieszanina
antybiotykow do pozywki RPMI - 1640 (Antibiotic - Antimycotic),
FBS, PBS, Tween 20, BCIP/NBT, PMSF, - merkaptoetanol, ATP,
IPTG, octan sodu, kwas trojchlorooctowy, arabinoza, odczynnik
Bradforda, Triton X100, przeciwciata anty - His, BSA, MTT,
glukoza, przeciwciatlo 1II - rz., streptawidyna, ampicilina,
kanamycyna, spektynomycyna, gentamycyna

Tab. 4.2. Enzymy stosowane w pracy.

Enzym Producent
T4 DNA ligaza Fermentas
+ 10 x bufor ligacyjny
Taq polimeraza + bufor Taq Fermentas

Enzym restrykcyjny Sapl

NEB

Enzymy restrykcyjne Ncol, Smal, Xhol, EcoRI, Hindlll, BamHI, | Fermentas

Pstl, Ndel

Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity Invitrogen

+ High Fidelity PCR Buffer

4.1.2. Pozywki, bufory i roztwory

o Pozywki:

Pozywka LB ptynna

1% Bakto - Trypton
0,5% ekstrakt drozdzowy
1% NaCl

Pozywka LB stata

1% Bakto - Trypton
0,5% ekstrakt drozdzowy
1% NaCl

1,5% agar

Pozywka SOC
2% Bakto - Trypton




0,5% ekstrakt drozdzowy
8,6 mM NaCl

2,5 mM KCI

20 mM MgSOq

20 mM glukoza

Pozywka 2xYT plynna
1,6% Bakto -Trypton
1% ekstrakt drozdzowy
0,5% NaCl

Pozywka Superbroth ptynna
3,2% Bakto - Trypton

2% ekstrakt drozdzowy
0,5% NaCl

Pozywka TB
1,2% Bakto - Trypton

2,4% ckstrakt drozdzowy
0,04% glicerol

0,017 M KH,PO,4

0,072 M K;HPO,

M9 minimal
0,24 M Na,HPO4
0,11 M KH,PO4
0,093 M NH,CI
0,043 g NaCl

Pozywka RM
2% Bakto - Trypton

0,2% glukoza
1 mM MgCl,
1 x M9 minimal

Pozywki do hodowli linii komérkowych

RPMI - 1640 Medium (Sigma)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma)
EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium) (ATCC)

OPTIMEM (Gibco)

Pozywki suplementowane byty ptodowa surowicg bydleca (FBS) do stezenia 10%, roztworem

antybiotykdw oraz mieszaning witamin do stezen koncowych 1%.
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o Bufory:

Bufor do izolacji RNA:
50 mM Tris - HCI, pH 7.5
5mM (CH3COO)2MQ

30 mM KCI

1mMEDTA

Bufor do izolacji enzymu z E. coli, S. aureus i P. aeruginosa:
50 mM Tris - HCI, pH 7.5

10 mM MgCl,

10 mM KCI

20 mM B - merkaptoetanol

10% glicerol

1mMEDTA

Bufor do izolacji enzymu z watroby Sus scrofa domestica:
50 mM Tris - HCI, pH 7.5

10 mM MgCl,

0,1 M KCI

1 mM EDTA

10 mM B - merkaptoetanol

15% glicerol

1 mM PMSF

Bufor do saczenia na Sephadex:
10 mM Tris - HCI, pH 7.5
1 M NacCl

Bufor 10x TBE pH 8,3
0,5 mM Tris - HCI pH 8,3
0,5 mM H3BO3

10 mM EDTA pH 8,0

Bufor obcigzajacy 2x stezony do elektroforezy kwasow nukleinowych
2mM Tris- HCIpH 7,5

4% glicerol

0,2% bromofenol

0,2% ksylencjanol

Bufor obcigzajacy do elektroforezy biatek
25 mM Tris - HCI pH 6,8

0,8% SDS

2mMDTT

0,1% bitekit bromofenolowy




20% glicerol

Bufor do elektroforezy bialek w zelu PAA 1x stezony

25 mM Tris - HCI pH 8,3
0,1% SDS
0,2 M glicyna

Bufor do sonikacji bakterii

100 mM bufor fosforanowy pH 7,4
0,6 M NaCl

0,2% B - merkaptoetanol

1% glicerol

40 mg/ml PMSF

Bufor CLB

20 mM Tris - HCI, pH 8,5
500 mM NacCl

1 mMEDTA

Bufor CB

20 mM Tris - HCI, pH 8,5
1 M NaCl

1 mM EDTA

Bufor CleavB

20 mM Tris - HCI, pH 8,5
500 mM NaCl
1mMEDTA

50 mM DTT

Bufor do transferu Western Blot:
25 mM Tris - HCI, pH 7,5

190 mM glicyna

20% metanol

. Roztwory:

Roztwor do barwienia zeli biatkowych
50% metanol

10% kwas octowy

1,25% blekit Coomassie Brillant Blue

Roztwér do odbarwiania zeli bialkowych
10% kwas octowy
40% metanol

47



Roztwor do barwienia zeli  poliakrylamidowych uwidaczniajgcy obecno$é  kwasow
nukleinowych

1 g toluidyny blue O

590 ml H,0

MI1X do reakcji aminoacylacji
4 mM ATP/Na

100 mM Tris - HCI, pH 7.5

6 mM MgClI,70 mM KClI

2 mM f - merkaptoetanol

4.1.3. Zwiazki niskoczasteczkowe

Badane zwiazki niskoczasteczkowe pochodzity z:
e Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN:
Pracownia Chemii Biookoniugatéw ICHB PAN
Pracownia Analogéw Nukleotydow 1 Oligonukleotydow
Pracownia Chemii Nukleozydow
Pracownia Proteomiki i Metabolomiki
e Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, Wydzial Chemii:
Pracownia Chemii Nukleozydéw i Nukleotydow
e Department of Regulation of Cell Proliferation and Apoptosis, Institute of Cell
Biology, National Academy of Sciences of Ukraine
e Sigma, Merck, Enamine, GreenPharma (zwiazki dost¢pne komercyjnie)

W przeszukiwaniu komercyjnie dostgpnych bibliotek zwiazkoéw uzyto trzech narzedzi
bioinformatycznych stuzacych do wirtualnej analizy duzej ilosci czasteczek mogacych by¢
potencjalnymi lekami:

e http://ligand.info/applet.html

e http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/search.cqi#

e https://www.enaminestore.com

Bazy danych powyzszych programow zawieraja wiele publicznie dostgpnych oraz
akademickich bibliotek zwigzkow pochodzacych z takich baz danych jak: Hetero Atoms z
Protein Data Bank, KEGG Ligand Database, czy The Open NCI Database. Catkowity rozmiar
tych baz danych to ponad milion rekordéw. Ich dziatanie opiera si¢ na idei, ze mate zwigzki
chemiczne o podobnej strukturze maja podobne wtasciwosci biologiczne. System pozwala na
szybkie i czute przeszukiwanie zwigzkéw z uzyciem indeksow strukturalnych.

Procedurg¢ dokowania przeprowadzono z uzyciem programu AutoDock Vina wersja 1.1.2
[180].
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4.1.4. Oligodeoksyrybonukleotydy

Jednoniciowe oligodeoksynukleotydy [Tab. 4.3] syntetyzowane byly w Instytucie

Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Tab. 4.3. Zestawienie oligodeoksyrybonukleotydéw stosowanych w pracy.

Nazwa Sekwencja zapisana od konca 5°do 3’

T7 start TAATACGACTCACTATAGGG

T7 stop GCTAGTTATTGCTCAGCGG

aga CCCCCATGGCAAGCAGTAACTTG

aga? CCCCTCGAGTTATTTCCAGCAAAT

RS GTACCCGGCTTATTTCCAGCAAAT

pBAD Forvard ATGCCATAGCATTTTTATCC

pBAD Reverse GATTTAATCTGTATCAGG

pBAD TyrF ACCATGGCAAGCAGTAACTTG

pBAD TyrR GGTTTCCAGCAAATCAGACAGTA

pTXB1Forv GGTGGTCATATGGCAAGCAGTAACTTGATTAAAC
pTXB1Rev GGTGGTTGCTCTTCCGCATTTCCAGCAAATCAG
pTYB21Forv GGTGGTTGCTCTTCCAACGCAAGCAGTAACTTG
“pTYEaleev GGTGGTCTGCAGTCATTTCCAGCAAATCAG
InteinForv CCCGCCGCTGCTTTTGCACGTGAG
MxelnteinRevll  [GATTGCCATGCCGGTCAAGG

TyrRSsprForv GGAGAAAACTCTGCTATCGCGGCG
TyrRSsprRev CGCCTGTAAACCTTCTTCACCGTGAAC

Spr Rev GTACATACTGGGCGCGCG

SprForv ACTCTGCTATCGCGGCGAAC

T7 Ter Rev TATGCTAGTTATTGCTCAG

4.1.5. Plazmidy

W badaniach wykorzystano nast¢pujace plazmidy:

o pUC18 — plazmid wysokokopijny, przystosowany do powielania w szczepach
propagacyjnych E. coli np. NovaBlue, DH5a w obecnosci ampicyliny (50 pg/ml),

. pPET28a — plazmid ekspresyjny, zawierajacy promotor dla T7 polimerazy RNA
przystosowany do ekspresji w obecnosci kanamycyny (60 pg/ml) w szczepie E. coli BL21 -

CodonPlus(DE3) - RIL,

o PDRIVE — plazmid klonujacy produkty PCR zawierajacy: geny opornosci na

ampicyling (50 pg/ml) 1 kanamycyng (60 pg/ml),

o PQE30 — niskokopijny plazmid ekspresyjny umozliwiajacy synteze biatek z
dodatkowg sekwencja 6 histydyn, pozwalajacg oczysci¢ biatko na kolumienkach niklowych.
W skiad plazmidu pQE30 wchodzg: promotor T5, sekwencja His - Tag, sekwencja MCS,
terminator lambda t0, ColE1 ori, sekwencja kodujaca P - laktamazg,
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o pPBAD - TOPO — plazmid umozliwiajacy jednoetapowe klonowanie i ekspresje¢
produktéw PCR, po aktywowaniu do formy zlinearyzowanej przez topizomeraze 1. W skiad
plazmidu wchodza: $cisty promotor araBad, sekwencja His Tag, MCS,

o pTXB1 — plazmid ekspresyjny umozliwiajacy ekspresja docelowego biatka w
ramce odczytu z biatkiem fuzyjnym ulegajacym samoodcigciu z kolumny powinowactwa ze
ztozem chitynowym. Koniec karboksylowy docelowego biatka jest polaczony z inteing.
Plazmid zawiera promotor dla T7 polimerazy RNA przystosowany do ekspresji w obecnosci
ampicyliny (50 pg/ml),

. pTYB21 — plazmid ekspresyjny umozliwiajacy ekspresja docelowego biatka w
ramce odczytu z biatkiem fuzyjnym ulegajacym samoodcigciu z kolumny powinowactwa ze
ztozem chitynowym. Koniec aminowy docelowego biatka jest potaczony z inteing. Plazmid
zawiera promotor dla T7 polimerazy RNA przystosowany do ekspresji w obecnosci
ampicyliny (50 pg/ml),

o pAT505 — plazmid umozliwiajacy ekspresj¢ biatka zielonej fluorescencji w
komorkach bakterii E. coli. Zawiera promotor dla T7 polimerazy RNA, jest przystosowany do
ekspresji w obecno$ci ampicyliny (100 pg/ml).

Otrzymany od prof. Catherine Grillot - Courvalin z Unité des Agents Antibactériens, Institut
Pasteur w Paryzu, Francja,

o pGB2Q inv/hly — plazmid odpowiedzialny za inwazyjno$¢ E. coli. Gen hly
zawiera gen kodujacy inwazyne — biatko z Yersinia pseudotuberculosis umozliwiajace
wnikanie bakterii do komorek eukariotycznych zawierajacych w btonie komorkowej B -
integryny. Plazmid zawiera promotor dla T7 polimerazy RNA i jest przystosowany do
ekspresji w obecno$ci spektynomycyny (50 pg/ml). Otrzymany od prof. Catherine Grillot -
Courvalin z Unité des Agents Antibactériens, Institut Pasteur w Paryzu, Francja.

4.1.6. Material biologiczny

. Szczepy E. coli:

Escherichia coli NovaBlue (Novagen). Genotyp: endAl hsdR17 (rgiz—Mkiz+)
SupE44 thi - 1 recAl gyrA96 relAl lac F’[proA+B + laclqZ A M15::Tn10] (Tet®). Szczep
bakteryjny zapewniajacy wysoka wydajno$¢ transformacji 1 propagacji wektora.

Escherichia coli DH5a (Novagen). Genotyp: F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl
gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r” mk’), A—. Szczep E.
coli uzywany rutynowo do klonowania. Zapewnia duza stabilno$¢ insertu.

Escherichia coli BL21 (Stratagene). Genotyp: F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal
[malB*]k.12(A°). Uklad oparty jest na ekspresji z promotora faga T7. Jest to bardzo silny
promotor, dzialajacy wylacznie z polimerazg RNA faga T7. Polimeraza znajduje si¢ pod
kontrolg promotora laktozowego w genomie gospodarza (BL21(DE3)).

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen). Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str?)
endAl A. Szczep bakteryjny zapewniajacy wysoka wydajnos$¢ transformacji i propagacji
wektora.
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Escherichia coli LMG194 (Invitrogen) Genotyp: F- AlacX74 galE thi rpsL AphoA
(Pvu II) Aara714 leu::Tnl0. Szczep z delecja araBADC. LMG194 hodowany w pozywce
zawierajacej 1% glukoze pozwala na uzyskanie bardzo niskiego poziomu ekspresji w
komorkach nieindukowanych. Przeznaczony do nadprodukcji biatek potencjalnie toksycznych
dla komorki.

Escherichia coli ER2566 (NEB). Genotyp: F- A- fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene 1
gal sulAll A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS)
endA1 [dem]. Szczep ekspresyjny dla genow wklonowanych do wektoréw pTYB. Polimeraza
T7 znajduje si¢ pod kontrolg promotora laktozowego w genomie gospodarza. Przy braku
indukcji IPTG, ekspresja polimerazy T7 jest wyciszona przez przylaczenie represora lacl do
promotora lac.

Escherichia coli JIM109 (NEB). Genotyp: endAl ginV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl
mcrB* A(lac-proAB) el4- [F' traD36 proAB™ lacl? lacZAM15] hsdR17(r mg’). Szczep E.
coli uzywany rutynowo do klonowania. Zapewnia duza stabilno$¢ insertu.

Escherichia coli C41 pLys (Lucigen). Genotyp: F~ ompT gal dcm hsdSg(rg'mg)
(DE3)pLysS (Cm"). Szczep zawiera mutacje wybrane na podstawie obserewacji fenotypu przy
ekspresji rekombinowanych biatek toksycznych. Szczep C41 (DE3) pochodzi od BL21
(DE3).

Escherichia coli C43 pLys (Lucigen). Genotyp: F- ompT gal dcm hsdSg(rg” mg)
(DE3)pLysS (Cm"). Szczep C43 pochodzi od C41 (DE3) poprzez selekcje opornosci na inne
biatka toksyczne.

Escherichia coli M15 [pREP4] (Qiagen). Genotyp: nalS, strS, rifS, thi—, lac—, ara+,
gal+, mtl-, F—, recA+, uvr+, lon+ [pREP4 KanR]. Szczep wywodzi si¢ od szczepu K12,
endogenny plazmid pREP4 koduje biatko represorowe lac oraz oporno$¢ na kanamycyng.

Escherichia coli SG13009 [pREP4] (Qiagen). Genotyp: nalS strS rifS thi- lac- ara-
gal+ mtl- F- recA+ uvr+ lont+ [pREP4 KanR]. Szczep wywodzi si¢ od szczepu K12,
endogenny plazmid pREP4 koduje biatko represorowe lac oraz oporno$¢ na kanamycyng.

o Patogenne bakterie wykorzystywane w pracy: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli
[Tab. 4.4].

Tab. 4.4. Szczepy bakterii patogennych wykorzystane w pracy

Gatunek Pochodzenie Fenotyp
MRSA
Staphylococcus iz0lat Oporny na: eryj[romycynf;, khnde_lmycynf_;, doksycyklineg,
S gentamycyng, ciprofloksacyne, trimetoprim/sulfametoksazol
aureus Kliniczny - : . .
Wrazliwy na: wankomycyne, linezolid, teikoplaning,
rifampicyng
Oporny na: ciprofloksacyne, karbapenemy (imipenem,
Pseudomonas izolat meropenem)
aeruginosa kliniczny | Wrazliwy na: amikacyne, ceftazydym, gentamicyne,

piperacyling, netylmycyneg

kolekcja

ATCC ESBL i In.

Escherichia coli
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. Linie komorkowe:

W badaniach wykorzystano: lini¢ komérkowa wyprowadzong z ludzkich komodrek
srodbtonkowych nerki (HEK 293T) oraz lini¢ komoérkowa VERO pochodzaca z tkanki
nablonkowej pobranej z nerki afrykanskiego koczkodana zielonego. Jest to ciagla,
aneuploidalna linia komoérkowa o komoérkach podobnych do fibroblastow.

e Tkanki: watroba Sus scrofa domestica

e CcDNA tyrS (E. coli)
Otrzymany od prof. Osamu Yamamoto z Protein Research Group, RIKEN, Genomic
Sciences Center (GSC) w Yokohama, Japonia.

4.2. Metody rozdzialu i analizy kwasow nukleinowych

4.2.1. Elektroforetyczny rozdzial kwasé6w nukleinowych w denaturujacych zelach
poliakrylamidowych

Rozdziat elektroforetyczny oligonukleotydow DNA i RNA prowadzono w 15% i 20%
zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem [Tab. 4.5.] o wymiarach 20 cm x 40 cm i
grubosci 0,5 mm, przy napigciu 1000 V — 2000 V i natgzeniu 5 — 30 mA w temperaturze
pokojowej [181]. Elektroforez¢ prowadzono w buforze 1x TBE. Proby nakladano na zel w
buforze obcigzajacym do PAA w stosunku 1:1. Kazda elektroforez¢ poprzedzano 30 min.
elektroforezg wstgpna (ang. pre - run electrophoresis)

Tab. 4.5. Sktad denaturujacych zeli poliakryloamidowych.

Skladnik 15% 20%
40% akryloamid/bisakryloamid (38:2) 37,5 ml 50 ml
mocznik 42 g 42 g
10 x TBE 10 ml 10 ml
Woda do 100 ml do 100 ml
10% APS 700 pl 700 pl
100% TEMED 35ul 35ul

4.2.2. Elektroforetyczny rozdzial kwasow nukleinowych w zelach agarozowych

Produkty otrzymane metoda PCR oraz plazmidowy DNA (500 — 1000 ng) izolowany
z hodowli bakteryjnych analizowano w 1% i 2% zelach agarozowych [Tab. 4.6.] o wymiarach
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10 x 10 cm i 15 x 13 cm grubosci 0,5 cm w obecnosci BrEt. Przed rozdziatem
elektroforetycznym preparaty obcigzano 1/6 objgtosci buforu do elektroforezy agarozowe;.
Rozdzial prowadzono w buforze 1x TBE przy natezeniu pradu 40 — 50 mA w temperaturze
pokojowej w obecnosci markeréw wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas) [182].

Tab. 4.6. Skiad Zeli agarozowych.

Skladnik 1% zel agarozowy 2% zel agarozowy
Agaroza 0549 19
1x bufor TBE 50 ml 50 ml
Bromek etydyny 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml

4.2.3. Wykrywanie kwaséw nukleinowych w Zelach i roztworze

RNA oraz DNA identyfikowano w Zelach poliakrylamidowych w swietle UV [182]
lub wykorzystujac roztwor biekitu toluidyny.

Plazmidowe DNA oraz produkty otrzymane metoda PCR w zelach agarozowych
wybarwionych BrEt wizualizowano wzbudzajac fluorescencj¢ $wiattem UV przy pomocy
systemu do dokumentacji zeli GelDoc - Imaging System (UVP).

Stezenie kwasow nukleinowych w probach wyznaczano na podstawie pomiarow
absorpcji przy dlugosci fali A260 nm a ich czysto$¢ okre§lano na podstawie stosunku
A260/A280 nm oraz A260/A230 nm. Preparat DNA uznawano za czysty jezeli A260/A280
wynosito 1,8 — 2,0 1 A260/A230 wynosito ok. 2,2.

Przeliczniki warto$ci stosowane do obliczenia st¢zenia kwasow nukleinowych w
roztworach:
ssRNA: 1 OD/ml =40 pg/ml
ssDNA: 1 OD/ml = 33 pg/ml
dsDNA: 1 OD/ml = 50 pg/ml

4.2.4. 1zolacja tRNA z E. coli, S. aureus i P. aeruginosa

Komorki bakterii przemyto woda MiliQ, nastepnie buforem do izolacji RNA (50 ml),
zwirowano (4000 rpm, 4°C, 10 min.) 1 usuni¢to supernatant. Czynno$¢ powtdrzono
trzykrotnie w celu usunigcia pozostato$ci pozywki. Komorki bakteryjne [Tab. 4.7.] ponownie
zawieszono w buforze do izolacji RNA (150 ml buforu/10 g pasty bakteryjnej) tym razem z
dodatkiem lizozymu (odpowiednio 40 mg lizozymu/100 ml buforu dla bakterii Gram (-) — E.
coli i P. aeruginosa, 300 mg lizozymu/100 ml buforu dla Gram (+) — S. aureus i 2% SDS.
Lize bakterii prowadzono w 0°C, mieszajac przez 1h. Po tym czasie zawiesine zwirowano
(5900 rpm, 4°C, 5 min.).

Zebrany supernatant ekstrahowano rozpuszczalnikami organicznymi: fenolem, a
nastepnie mieszaning fenol:chloroform w stosunku 1:1 w celu usunigcia biatek 1
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polisacharydow. Aby z roztworu usung¢ pozostatosci fenolu ostatnig ekstrakcje
przeprowadzono z uzyciem chloroformu.

Kolejnym etapem bylo wytracenie z roztworu RNA i usunigcie z niego zanieczyszczen
drobnoczasteczkowych. Do warstwy wodnej dodano 2,5 objgtosci 96% etanolu i 1/10
objetosci 2% octanu potasu, pH 5.2, celem stracenia RNA. Roztwdr umieszczono na 1 h w
temperaturze -80°C. Nast¢pnie mieszaning zwirowano (12000 rpm, 4°C, 10 min.), supernatant
zlano, a osad przeptukano 70% etanolem w celu usunigcia z roztworu soli). Mieszaning
ponownie zwirowano, supernatant usuni¢to, a osad pozostawiono do catkowitego
odparowania etanolu. Wysuszony osad rozpuszczono w wodzie MiliQ. Jakos¢ preparatu RNA
sprawdzono elektroforetycznie na 15% zelu poliakrylamidowym. Stezenie RNA okreslono
spektrofotometrycznie.

W dalszym etapie mieszaning RNA oczyszczono na kolumnie ze zlozem Sephadex
G75 (120 cm x 1 cm) uprzednio przemytej 2 litrami buforu do sgczenia na Sephadex. Tego
samego buforu uzyto do elucji RNA (predkos¢ przeptywu 1 ml/10 min) i regeneracji
kolumny. Zbierano frakcje o objetosci 1 ml, w ktorych, przy pomocy spektrofotometru
Nanodrop Spectrophotometer 2000C, okreslono stezenie RNA. Analize sktadu frakcji
wykonano za pomocg elektroforezy w 15% zelu PAA z mocznikiem, ktory po rozdziale (I =
20 mA) wybarwiono biegkitem toluidynowym. Frakcje zawierajgce tRNA potaczono i
wytrgcono a nastepnie odwirowano, wysuszono i rozpuszczono jak wyzej. Stezenie tRNA,
oraz czysto$¢ preparatu okreslono na podstawie A260 oraz stosunkéw A260/A280 i
A260/A230.

Tab. 4.7. Srednia masa pasty bakteryjnej wykorzystywana do oczyszczania tRNA.

Srednia masa pasty bakteryjnej (g)
z 11 hodowli
E. coli 10
S. aureus 7,5
P. aeruginosa 10

4.2.5 Izolacja tRNA z watroby S.scrofa domestica

125 g $wiezej watroby Sus scrofa domestica homogenizowano w 250 ml buforu do
izolacji tRNA. Poczawszy od etapu ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi izolacje
tRNA przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang dla RNA z E. coli, S. aureus i P.
aeruginosa.
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4.3. Hodowle bakteryjne
4.3.1. Hodowla bakterii E. coli do izolacji tRNA

Przygotowano hodowle bakterii BL21 (pozywka ptynna LB, 37.1°C, wytrzasanie z
szybko$cig 210 rpm, 16 h). Postuzyta ona do inokulacji kolejnych hodowli, ktore prowadzono
w tych samych warunkach do czasu, az ich gesto$¢ optyczna OD mierzona przy dtugosci fali
A = 600 nm osiagneta wartos¢ 0.8 — 1. Nastepnie hodowlg zwirowano w wiréwce Eppendorf
Centrifuge 5810R (4000 rpm, w 4°C, przez 10 min). Pozywke znad osadu komorek
zdekantowano, a komorki bakteryjne zwazono.

4.3.2. Przygotowanie komoérek kompetentnych E. coli

Szczep bakterii E. coli przygotowano do transformacji plazmidami [Tab. 4.8.] stosujac
metod¢ chemiczng z wykorzystaniem chlorku wapnia. 100 ml ptynnej pozywki LB
inokulowano 1 ml nocnej hodowli. Hodowlg prowadzono w temperaturze 37°C z
wytrzasaniem 200 rpm do wczesnej fazy logarytmicznego wzrostu bakterii ODggo = 0,5 — 0,6.
Kulture wirowano 5 min. w 4°C z predkoscig 4000 rpm, osad zawieszano w 4 ml
schtodzonego na lodzie sterylnego 100 mM chlorku wapnia, a nastepnie inkubowano w lodzie
przez 25 min., po czym wirowano 5 min. w 4°C, 4000 rpm. Komorki kompetentne
zawieszano w 2 ml sterylnego 75 mM roztworu chlorku wapnia zawierajacego 25% glicerolu,
rozdzielono na 100 pl frakcje i zamrozono w cieklym azocie. Tak przygotowane bakterie
przechowywano w temperaturze  -80°C.

Tab. 4.8. Zestawienie plazmidow i szczepow bakteryjnych wykorzystanych w pracy.

Plazmid | Docelowy szczep E. coli

Propagacja plazmidu

pDrive DH5a, Nova Blue

pUC18 TOP 10, Nova Blue

pET28b DH5a

pBAD - TOPO TOP 10

pTXB1, pTYB21 TOP 10, DHSa

pAT505 DHb5a

PGB2Q inv/hly DH5a

Ekspresja TyrRS

pET28b BL21, C41 pLYS, C43 pLYS

pPQE30 JM109, M15, SG13009

pBAD - TOPO LMG 194, C41 pLYS, C43 pLYS

pTXB1, pTYB21 ER2566, C41 pLYS, C43 pLYS

Ekspresja biatka zielonej fluorescencji i biatka odpowiedzialnego za inwazyjnos¢ E. coli
pAT505 DH50, LMG 194, ER2566, C41 pLY'S, C43 pLYS
PGB2Q inv/hly DH5a, LMG 194, ER2566, C41 pLYS, C43 pLYS
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4.3.3. Transformacja bakterii plazmidowym DNA metoda szoku cieplnego

Do 100 pl zawiesiny zawierajacej komoérki kompetentne dodawano plazmid w
stezeniu 10 — 20 ng/ul. Komorki inkubowano 30 minut w lodzie, a nastgpnie 90 sekund w
42°C i1 ponownie w lodzie przez 2 minuty. Do transformowanych komoérek dodano 800 pl
pozywki SOC i inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 350 rpm.
Bakterie wirowano 2 minuty z predkoscig 4000 rpm, osad zawieszano w 200 pl pozywki LB.
50 ul zawiesiny bakteryjnej nanoszono na szalki Petriego z pozywka statag LB zawierajaca
antybiotyk selekcyjny (kanamycyna (60 ug/ml), ampicilina (100 pg/ml), spektynomycyna
(100 pg/ml)) i inkubowano 16 h w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia otrzymywano
pojedyncze kolonie transformowanych bakterii.

4.3.4. OKreslanie minimalnego stezenia hamujacego (MICs)

Bakterie E. coli, S. aureus i P. aeruginosa wysiano na 96 - dotkowa ptytke w ilosci
10° cfu/ml w 100 pl pozywki ptynnej LB zawierajacej antybiotyki selekcyjne: ampiciling (50
pg/ml) 1 spektynomycyng (50 pg/ml). Wezesniej na ptytce umieszczono inhibitor w roztworze
PBS/DMSO (50% v/v), ktérego ostateczne stgzenie w dotkach wynosito 500 uM, 250 puM,
100 uM i 50 uM. Dla kazdego stgzenia wykonano szes¢ powtorzen. Kontrole pozytywna
stanowil roztwor PBS/DMSO (50% v/v) a negatywna kanamycyna w stezeniu 50 pg/ml. Po
24h hodowli do kazdego dotka dodano 50 ul roztworu MTT o stezeniu 2 mg/ml w PBS i
inkubowano w ciemno$ci przez 4 h. Nastepnie plytke wirowano 10 min. z predkosciag 4000
rpm. Zebrano supernatant a osad rozpuszczono w 100 ul 10% SDS w 5% izopropanolu i
Imol/L HCI. Po 12 h inkubacji wykonano pomiaru przy dtugosci fali 550 nm z uzyciem
czytnika mikroptytek (Synergy2, Biotek).

4.4. l1zolacja plazmidowego DNA z hodowli bakteryjnych

Otrzymywanie lizatow bakteryjnych z plazmidowym DNA

Koloni¢ bakterii zawierajagcych wektor ekspresyjny zawieszono w 20 pl jalowej
dejonizowanej wody i denaturowano 5 min. w temperaturze 95°C. Uzyskane lizaty
komorkowe wirowano 5 min. z predkoscig 14000 rpm. Supernatant zawierajacy plazmidowy
DNA przeniesiono do nowej probowki 1 wykorzystano jako matrycg do reakcji PCR.

Otrzymywanie plazmidu w matej skali

Pojedyncze kolonie bakterii transformowanych plazmidem, przenoszono do 10 mi
ptynnej pozywki LB z antybiotykiem selekcyjnym i wytrzasano 14 — 16 h w temperaturze
37°C z predkosécia 250 rpm. 3 ml zawiesiny bakterii wirowano 1 min., 10 000 rpm. Z
uzyskanego osadu izolowano plazmidowy DNA z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Plasmid Mini AX (A&A Biot) lub zestawu do izolacji plazmidowego DNA w malej skali
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(NucleoSpin® Plasmid) zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Wydajno$¢ izolacji
wynosila okoto 5 — 10 pg. Stezenie otrzymanego DNA mierzono spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 260 nm.

Izolacja plazmidu w duzej skali

10 ml plynnej pozywki LB =z antybiotykiem selekcyjnym inokulowano
transformowanymi bakteriami z pojedynczych kolonii i wytrzgsano 14 — 16 h w temperaturze
37°C, 250 rpm. Nastepnie 1 ml tej hodowli zastosowano do inokulacji 100 ml pozywki LB z
antybiotykiem i inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 250 rpm przez noc.
Nastepnie kulture wirowano 15 minut w 4°C przy 4000 rpm. Izolacj¢ plazmidowego DNA
przeprowadzono wykorzystujac zestaw odczynnikéw Plazmid Maxi Kit (Qiagen) zgodnie z
opisem dotaczonym przez producenta. Wydajno$¢ izolacji wynosita okoto 500 — 600 pg.
Stezenie otrzymanego DNA mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm.
Czysto$¢ otrzymanego plazmidu analizowano na podstawie stosunku wartosci absorbancji A
= 260/280 nm oraz A260/A220 nm.

4.5. Przygotowanie plazmidu i insertu do klonowania i transformacji bakterii

4.5.1. Amplifikacja DNA metoda PCR

Lancuchowa reakcj¢ polimerazy DNA (PCR) przeprowadzano wedtug ogolnego
modelu podanego w tabeli 4.9.

Tab. 4.9. Sktad typowej reakcji PCR.

Skladniki Stezenie/ilo§¢
Matryca DNA 1-10ng
dNTP mix 10 mM (Fermentas) 0,2 mM
MgCl, 25 mM 1,5 mM
Bufor reakcyjny 10x (Fermentas)* 1x
S:[arter komplementarny do konca 8 10 pmol
5’ powielanego fragmentu
Starter komplementarny do konca 8 10 pmol

3’ powielanego fragmentu

Polimeraza Taq 5U/ul (Fermentas) 1U

* Sktad buforu reakcyjnego 10x: 100 mM Tris - HCI pH 8,8; 500 mM KCl,; 0,8% Nonidet
P40 lub 750 mM Tris - HCI pH 8,8; 200 mM (NH,4),SO4; 0,1% Tween 20

Reakcje prowadzono w objetosci 10, 25 lub 50 pl. Przygotowane proby umieszczano
w aparacie nagrzanym do 94°C (hot start). Ogolne warunki reakcji PCR zestawiono w tabeli
4.10.

W zalezno$ci od dalszego przeznaczenia produkty reakcji PCR poddawane byty:

e analizie metodg elektroforezy w zelu agarozowym (Rozdz.4.2.2.)
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e oczyszczaniu przy pomocy zestawu Necleo Spin Extract 11 Kit (zgodnie z procedurg
podang przez producenta)
e hydrolizie enzymami restrykcyjnymi (Rozdz.4.5.2).

Oceng ilosci uzyskanego DNA dokonywano przez pomiar UV przy dtugosci fali 260 nm

Tab. 4.10. Ogolne warunki reakcji PCR.

Polimeraz Taq PCR taq High Fidelty
Fermentas Invitrogen
Etap Temperatura| Czas Ilo,sc , | Temperatura | Czas Ilo,sc ,
powtorzen powtorzen
Denaturacja 94°C 5 95°C 2’
| [Wiazanie starteréw 53°C I 1 55°C 30”
Wydtuzanie o , 0 1’15” 1
tancucha DNA [ES ! 68°C
Denaturacja 94°C I’ 95°C 30”
Wigzanie starterow 53°C 1’ 55°C 307
1| — 29 — 29
Wydtuzanie 790C 1’ 68°C 1’15
tancucha DNA
1l [Synteza koncowa 72°C 10° 1 68 °C 20° 1

4.5.2. Hydroliza plazmidu i insertu TyrRS enzymami restrykcyjnymi

Reakcje hydrolizy enzymami restrykcyjnymi prowadzono w objgtosci 20 pl przez 0,5
—3h[Tab. 4.11.; Tab. 4.12.]. Produkty analizowano w 1% zelu agarozowym.

Tab. 4.11. Hydroliza DNA enzymami restrykcyjnymi.

Sklad mieszaniny reakcyjnej Ilosci
Plazmidowy DNA lug

Bufor do trawienia restrykcyjnego 10x 2ul

Enzym restrykcyjny 2ul (10U/ul)
H.0 do 20ul

W przypadku produktow reakcji PCR hydroliza enzymatyczna poprzedzona byla ich
oczyszczeniem z zelu za pomoca gotowego zestawu do oczyszczania produktéw PCR z zelu
agarozowego (NucleoSpin Extract II Kit). Produkt reakcji oczyszczano zgodnie z procedura
fenol - chloroform, a nastepnie analizowano w 1 — 2% zelu agarozowym.
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Tab. 4.12. Zestawienie restryktaz i buforow wykorzystywanych do hydrolizy DNA.

Substrat poddany trawieniu Ee:il)’lyr/rllcyjny Bufor
Drive Ncol, Smal

i EcoRl, Hind 111 | 12"9%”

pET28b Ncol, Xhol Tango*

pTXB1l Sapl, Ndel NEB4**

pTYB21 Pstl, Sapl Tango™

* Oznaczenia buforéw firmy Fermentas [Protocols and Applications Guide]
** Oznaczenia buforow firmy NEB

4.5.3. Ligacja

Gen kodujacy TyrRS E. coli powielony w wyniku reakcji PCR (Rozdz.4.5.1) zostal
wklonowany do plazmidow w wyniku ligacji. Stosunek molowy wektor:insert wynosit 1:1,
1:3. Sktad mieszaniny ligacyjnej przedstawiono w tabeli 4.13.

Tab. 4.13. Przyktadowy sktad mieszaniny ligacyjnej.

Skiadniki Stosunek We_ktor s insert Stosunek We_ktor s insert
1:1 1:3

Plazmid pTYB21 7,2 ng/ul 7,2 ng/ul

Insert TYyrRS 11,2 ng/pl 11,2 ng/pl

Bufor ligacyjny 10x 2 ul 2 ul

T4 DNA ligaza (1U/ul) 2 ul 2 ul

Woda do 20 ul do 20 ul

Mieszanine reakcyjng inkubowano 16 h w temperaturze 16°C, a nastgpnie wykorzystano do
transformacji kompetentnych bakterii E. coli metoda szoku cieplnego (Rozdz.4.3.3).
Kazdorazowo przygotowywano kontrolng reakcj¢ ligacji (kontrole negatywna) zawierajaca
wektor w formie liniowej bez insertu. Bakterie wysiewano na szalki Petriego ze stalg
pozywka LB zawierajaca ampicyling, spektynomycyng¢ lub kanamycyng¢ (100 pg/ml pozywki)
i inkubowano w temperaturze 37°C. Po 16 h inkubacji otrzymywano pojedyncze kolonie
transformowanych bakterii.

Efektywno$¢ ligacji sprawdzono:

e W reakcji PCR ze specyficznymi starterami (Rozdz.4.5.1),
Jako matryce¢ do namnozenia wklonowanego fragmentu wykorzystano plazmidowy DNA
obecny w lizatach transformowanych bakterii.
e poprzez hydroliz¢ enzymami restrykcyjnymi izolowanego plazmidu (Rozdz.4.5.2),
e wykonujac sekwencjonowanie plazmidowego DNA (UAM) uzyskanego w wyniku
miniizolacji wektora z pojedynczych koloni transformowanych komorek bakteryjnych
(Rozdz.4.4.2).
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4.5.4. Transformacja bakterii

Transformacje bakterii przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w punkcie 4.3.3.
wykorzystujac 1ul mieszaniny ligacyjnej, ktorg poddano wczesniej dzialaniu wysokiej
temperatury (65°C, 10min) w celu inaktywacji enzymu.

45.5. Analiza transformantow

Identyfikacj¢ transformantow przeprowadzono z uzyciem techniki PCR kolonii (ang.
colony PCR) (Rozdz.4.5.1). Matryce do reakcji przygotowano przez zawieszeniec w wodzie
bakterii pobranych z pojedynczej kolonii, ich inkubacjg¢ w 95°C przez 10 min. i odwirowanie.
Do reakcji stosowano 1ul w ten sposob przygotowanego supernatantu.

4.5.6. Klonowanie fragmentu tyrS z plazmidu propagacyjnego do wektora ekspresyjnego

Wektor ulegajacy ekspresji w komorkach bakteryjnych, poddano hydrolizie

odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (Rozdz. 4.1.1). W celu sprawdzenia efektywnosci
hydrolizy 1,5 pg przecigtego plazmidu poddano analizie w 1% zelu agarozowym w obecnos$ci
tej same;j ilosci niehydrolizowanego wektora jako kontroli oraz standardu wielkosci. Fragment
przeznaczony do ligacji z plazmidem zawierajacy kohezyjne konce uzyskano w wyniku
reakcji PCR z wykorzystaniem starterow wprowadzajacych sekwencje dla odpowiednich
enzymoOw restrykcyjnych [Tab. 4.3.]. Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki reakcji podano
odpowiednio w tabelach 4.9 i 4.10.
Reakcje prowadzono w warunkach opisanych w rozdz.4.5.1. Uzyskany w wyniku PCR
insert tyrS oczyszczono elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym i wyizolowano z zelu za
pomoca zestawu do oczyszczania produktow PCR oraz do oczyszczania DNA z zelu
agarozowego (NucleoSpin Extract II Kit). W celu utworzenia lepkich koncow otrzymany
insert trawiono odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (Rozdz.4.5.2). Ilos¢ uzyskanego
produktu oznaczano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm. Przygotowany gen tyrS
ligowano z wektorem (Rozdz 4.5.3).

4.6. Hodowle komorkowe
4.6.1. Hodowla komorek HEK 293T

Do analizy cytotoksyczno$ci badanych zwiazkéow (test MTT) wykorzystywano
komorki HEK 293T, ktore hodowano w 96 - dotkowych ptytkach komorkowych (Nunc) 5 x
10° komoérek/dotek) w objetosci pozywki 100 pl oraz w butelkach do hodowli komérkowych
(25 cm?, 75 cm?).
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4.6.2. Hodowla komorek VERO

Komorki VERO w stezeniu 10°/ml hodowano na ptytkach 6 - dotkowych przez noc w

pozywce EMEM suplementowanej 2 mM L - glutaming oraz 5% ptodows surowice bydleca.
Bakterie E. coli K12 hodowano przez noc w wytrzgsarce w temperaturze 30°C w pozywce
LB zawierajacej 25 pg/ml spektynomycyny i kanamycyny a nastepnie zebrano w poznej fazie
wzrostu logarytmicznego (ODego ok. 4) i zawieszono w pozywce EMEM tak, aby uzyska¢ 10°
— 10° bakterii/ml. Bakterie w $rodkowej fazie wzrostu logarytmicznego uzyskano przenoszac
0,5 ml inokulatu do 20 ml pozywki LB i inkubujac w temperaturze 30°C do momentu, gdy
ODggo wyniosto okoto 0,7.
Inwazyjne bakterie E. coli w stezeniach 2,5x10"/ml dodane zostaly do komérek VERO w
pozywce EMEM zawierajacej badany inhibitor w stezeniach 0 — 0,5 mM i inkubowane przez
2 — 4 hw 37°C. Po inkubacji komorki przeplukane zostaty 3 - krotnie EMEM a ilo$¢ bakterii,
ktére wniknety do komorek VERO oceniona zostala przy uzyciu mikroskopu optycznego
umozliwiajacego obserwacje¢ fluorescencii.

4.6.3. Przechowywanie linii komorkowych

Do namnozenia komérek HEK293T 1 VERO w celu przygotowania odpowiedniej
ilosci materiatu do przechowywania wykorzystywane byty butelki do hodowli linii
komorkowych (75 cm®, Nunc). Komérki wysiewano w ilosci 1,5 x 10”. Hodowle prowadzono
w 10 ml pozywki EMEM (komérki VERO) lub DMEM (HEK 293T) w temperaturze 37°C w
atmosferze 5% CO; do osiggniecia 80% konfluencji. W celu odklejenia komorek od dna
butelki hodowle przemywano dwukrotnie buforem PBS, a nast¢pnie dodawano 3 ml roztworu
trypsyny - EDTA i inkubowano 2 min. w temperaturze pokojowej lub w 37°C. Do uzyskanej
zawiesiny dodawano 6 ml odpowiedniej pozywki i cato$¢ wirowano 2 min. z predkoscia 1500
rpm. w temperaturze 22°C. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 500 pl pozywki
uzupetnionej 40% FBS 1 500 pl pozywki z dodatkiem 20% DMSO. Catos¢ przenoszono do
probowki przystosowanej do przechowywania w ciektym azocie i poddawano wstepnemu
zamrazaniu w temperaturze - 70°C. Po uptywie 24 h probowki przenoszono do cieklego azotu
w celu dalszego przechowywania.

4.6.4. Analiza cytotoksycznosci i hamowania proliferacji komorek przez zwigzki
niskoczasteczkowe (test MTT)

Analizg cytotoksycznosci badanych zwigzkow wykonano za pomoca testu MTT. Do
przeprowadzenia testu przygotowano 10x stezony roztwor wodny MTT (5 mg/ml) oraz 1x
stezony rozcienczony w pozywce OPTIMEM. Komorki HEK293T hodowane w 96 -
dotkowych ptytkach poddawane 72 h inkubacji z wybranymi st¢zeniami badanych zwigzkow.
Po tym czasie komoérki byly przemywane 1x stezonym buforem PBS, a nastepnie
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umieszczane z pozywce z 1x stezonym MTT (100ul/1dotek). Komoérki inkubowano 2 h w
inkubatorze CO,;, po czym usuwano roztwor MTT. Powstale krysztalty formazanu
rozpuszczano w 100 ul DMSO a ptytke umieszczono na wytrzasarce orbitalnej na 10 min. w
temperaturze pokojowej w zaciemnieniu. Nastepnie odczytywano absorbancj¢ przy dtugosci
fali 590 nm oraz referencyjnej 620 nm za pomoca czytnika mikroptytek (Synergy2, Biotek).
Kazdorazowo mierzono absorbancj¢ dla kontroli DMSO.

Warto$¢ poziomu redukcji MTT na poczatku czasu inkubacji (t = 0) byla odejmowana od
kontroli 1 wynikow uzyskanych po inkubacji komoérek eukariotycznych z badanym zwigzkiem
przez 72 h. Pozwolito to na rozréznienie $mierci komoérek wywotanej przez badany zwigzek
od zahamowania proliferacji. Warto$ci negatywne wskazuja na $mier¢ nekrotyczng komorek
wywotang cytotoksyczno$cig zwigzkow. Wartosci pomiedzy 0 — 100% odnosza si¢ do
zahamowania ich proliferacji [183].

4.7. I1zolacja i nadprodukcja bialek

4.7.1. Przygotowanie mieszaniny enzymoéw z S. aureus i P. aeruginosa

Tab. 4.14. Masa pasty bakteryjnej przeznaczona do izoloacji aaRS z bakterii.

b\;vli g?yljg;%rig) [lo$¢ buforu izolacyjnego (ml)
E. coli 10 30
S. aureus 2,5 20
P. aeruginosa 2,5 20

Komorki nakteryjne przemyto buforem do izolacji enzymu, zwirowano (4000 rpm,
4°C, 10 min.). Supernatant usuni¢to. Czynno$¢ powtorzono trzykrotnie w celu pozbycia si¢
resztek pozywki z pasty bakteryjnej. Nastepnie bakterie zawieszono w tym samym buforze,
dodano 1 mM PMSF i mieszano przez 1 h (w przypadku izolacji enzymu z S. aureus do
buforu izolacyjnego dodano 60 mg lizozymu w celu rozbicia $ciany komoérkowej). Po tym
czasie zawiesing sonikowano 4x10 s z odstgpami 30 s (amplituda 80%). Homogenizat
odwirowano (5500rpm, 4°C, 1 h), osad odrzucono, a supernatant nasycono (NH,),SO,4 do
stezenia 40%. Po zwirowaniu (5500 rpm, 4°C, 40 min.) usuni¢to osad, a stezenie (NH4),SO4
w supernatancie stopniowo zwiekszono do 65%. Mieszaning ponownie zwirowano (5500
rpm, 4°C, 40 min.). Tym razem odrzucono supernatant, a osad rozpuszczono w 2,5 ml buforu
zawierajacego 50 mM Tris - HCI z dodatkiem 1mM EDTA. Dodano glicerolu do 50%
stezenia koncowego i przechowywano w -20°C.

4.7.2. Przygotowanie mieszaniny enzymoéw z watroby S.scrofa domestica
150 g $wiezej watroby Sus scrofa domestica homogenizowano w 250 ml buforu do

izolacji enzymu. Mieszaning zwirowano (12000 rpm, 4°C, 15 min.), usuni¢to o0sad, a
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supernatant nasycono glicerolem do 50%. Tak otrzymang mieszaning biatlek zamrozono w
ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

4.7.3. Oznaczanie stezenia bialka metoda Bradford

Z roztworu wzorcowego albuminy sporzadzono szereg rozcienczen (10, 20, 30, 40, 50
pg/ml) oraz 1000 - krotne rozcienczenie badanego biatka. Do 800 ul kazdego z roztwordéw
dodano 200 pl barwnika do oznaczania st¢zenia biatka metodg Bradford. Po 15 minutowej
inkubacji dokonano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 595 nm. Z wynikéw otrzymanych
dla prob zawierajacych rézne stezenia albuminy wyznaczono krzywa wzorcowa, z ktorej
odczytano st¢zenie biatka w probie badane;.

4.7.4. Nadprodukcja syntetazy tyrozylo - tRNA E. coli

Kompetentne bakterie E. coli DHS5a transformowano plazmidem pTYB21
zawierajagcym insert kodujacy TyrRS i hodowano na pozywce statej LB (ampicilina 100
pg/ml) w temp. 37°C przez 14 — 16 h. 10 ml pozywki LB (ampicilina 100 pg/ml)
inokulowano pojedyncza kolonig i hodowano 14 — 16 h w temp. 37°C w inkubatorze z
wytrzasaniem 250 rpm. 3 ml zawiesiny bakterii wirowano 1 min. z predkoscig 10 000 rpm. Z
uzyskanego osadu izolowano plazmidowy DNA z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
Plasmid Mini AX (A&A Biotechnology) zgodnie z opisem producenta. Tak przygotowany
plazmid zostal poddany analizie restrykcyjnej w 1% zelu agarozowym. Prawidlowa
sekwencja plazmidu zostala potwierdzona przez sekwencjonowanie z uzyciem starteréw
InteinForv i pTYB21Rev (wykonane na Wydziale Biologii UAM w Poznaniu).

Plazmidem pTYB21 - TyrRS transformowano bakterie E. coli ER2566, ktore
nastepnie hodowano przez 14 — 16 h na pozywce stalej zawierajacej 100 pg/ml ampiciliny w
temp. 37°C. Pojedyncza kolonig inokulowano 10 ml pozywki LB (100 pg/ml ampiciliny) 1
hodowano 14 — 16 h w temp. 37°C wytrzasajac z predkoscia 200 rpm. 2 ml hodowli
przenoszono do 1 1 pozywki LB, ktorg wytrzasano (200 rpm) do momentu osiaggnigcia
gestosci optycznej OD = 0,5. Po tym czasie ekspresj¢ TyrRS indukowano 0,4 mM IPTG i
prowadzono hodowlg w temp. 22°C przez 12 h. Hodowle wirowano 4000 rpm, 10 min.w
temp. 4°C. Otrzymany osad (ok. 2,5 g pasty bakteryjnej) zawieszono w 1x stezonym buforze
do sonikacji z dodatkiem inhibioréw dzialajacych na rézne klasy proteaz komoérkowych —
PMSF, serynowych — aprotyna, cysteinowych — leupeptyna i kwasowych — pepstatyna.
Zawiesine lizowano przez sonikacje 8x10” przy amplitudzie 80% w 20 ml buforu do lizy
komorek (CLB). Lizat wirowano 12 000 g, 30 min. w 4°C. Po wirowaniu bufor uzupetniono
do 100 ml oraz dodano Triton X100 do koncowego stezenia 0,01% w celu ograniczenia
niespecyficznego wigzania si¢ biatek ze ztozem kolumny.
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4.7.5. Oczyszczanie bialka na zlozu chitynowym

W celu oczyszczenia TyrRS posiadajacego przy koncu N biatko fuzyjne — inteine,
wykorzystano metod¢ chromatografii powinowactwa. Ztoze chitynowe (NEB) umieszczono
w szklanej kolumnie o wysokosci 10 cm i $rednicy 1 cm. Catkowita objetos¢ ztoza wynosita
7,85 cm®. W wektorze ekspresyjnym razem z TyrRS w ramce odczytu znajduje sie
zmodyfikowana inteina Sce VMA. Graniczy ona od strony aminowej z o0czyszczanym
biatkiem i od strony karboksylowej z biatkiem wigzgcym chityng CBD z Bacillus circulans.
Kompleks CBD - inteina - oczyszczane biatko zatrzymywany jest na kolumnie chitynowe;j.
Hydroliza wigzania peptydowego w celu uwolnienia biatka docelowego indukowana jest za
pomoca zwiazku z grupy tioli — DTT.

Kolumne przemyto 50 ml buforu CB i nalozono 100 ml supernatantu pochodzacego
z ultrawirowania lizatu, tempo przeptywu 0,8 ml/min. Bialka niezwigzane ze ztozem wymyto
200 ml buforu CB. Nastepnie kolumne przemyto 30 ml buforu tngcego CleavB zawierajacego
DTT. Po 96 h uwolnione biatko wymywano z kolumny bufurem CB, tempo przeptywu 0,5
ml/min.

Nastepnie uzyskany eluat wirowano z predkoscig 4000 g w rotorze wyhytowym w
temp. 4°C w proboéwce typu Amicon (zawierajacej blone celulozowa) z punktem odcigcia
30kDa. Celem wirowania bylo zaggszczenie biatka oraz usunigcie buforu CB i zastagpienie go
buforem 50 mM Tris - HCI pH 7.5 z dodatkiem 1 mM EDTA. Koncowe stezenie biatka
wynosito ok. 0,6 — 0,7 mg/ml. Wszystkie etapy oczyszczania biatka prowadzono w 4°C.

4.7.6. Elektroforetyczny rozdzial bialek

Analizg bialek, w tym rozdziatu po saczeniu molekularnym na kolumnie Sephadex
G100 oraz etapow oczyszczania i nadprodukcji TyrRS, prowadzono na zelu PAA
zawierajacym SDS (SDS - PAGE) [Tab. 4.15]. Proby zawieszono w buforze obcigzajagcym
zawierajagcym SDS w stosunku 1:1 i denaturowano w temp. 95°C przez 5 minut, a nastgpnie
naktadano na zel o wymiarach 15 cm x 15 cm lub 8 cm x 10 c¢cm i grubosci 0,4 mm w
objetosci 10ul. Rozdziat prowadzono w temp. pokojowej w buforze do elektroforezy biatek,
stosujac natezenie 25 mA.

Biatka identyfikowano na zelu poprzez wybarwianie za pomoca roztworu Coomassie
Brillant Blue R-250 [182].

Tab. 4.15. Sktad zeli poliakrylamidowych do elektroforezy biatek.

Skladniki zelu zageszczajacego 4%
30% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 6,7 ml
1M Tris - HCI pH 6,7 6,25 ml
10% SDS 0,5 ml
H,O do 50 ml
10% APS 100 pl
100% TEMED 10 pl
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Skladniki zelu rozdzielajacego 12%
30% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 80 ml
1M Tris - HCI pH 8,7 75 ml
10% SDS 2ml
H,O do 200 ml
10% APS 250 ul
100% TEMED 25 ul

4.8. Reakcja aminoacylacji tRNA

Aminoacylacje przeprowadzano w 50 pul, 37°C przez 30 minut. Po uplywie tego czasu
do reakcji dodawano 100 pl 10% roztworu zimnego TCA i inkubowano 10 min. na lodzie w
celu zatrzymania reakcji aminoacylacji. Nastgpnie mieszaning reakcyjng nakrapianOo na
krazek bibulty Whatmann 3MM i przemywano 3 ml 10% roztworu zimnego TCA, 2 x 3 ml
5% TCA i 10 ml etanolu. Wysuszony krazek umieszczono w naczynku pomiarowym ze
scyntylatorem. Ilo$¢ radioaktywnos$ci oznaczono za pomocag licznika scyntylacyjnego
MicroBeta Perkin Elmer.

Tab. 4.16. Sktadniki reakcji aminoacylacji

Skladnik Stezenie koncowe w 50 ul reakcji
MIX (Rozdz.4.1.6) 20 ul

TyrRS 50 nM

mieszanina tRNA 2 mg/ml

[MCITyr 2-2,5uM

H,O do 50 pl

4.8.1. Okreslanie warunkow reakcji i stezen poszczegolnych substratow

Ilosci poszczegdlnych substratow dodawanych do reakcji aminoacylacji ustalano
doswiadczalnie. Przeprowadzono szereg prob z réznymi stezeniami TyrRS E. coli lub aaRS S.
aureus i P. aeruginosa oraz S.scrofa domestica, tRNA i [**C]Tyr. Sporzadzono wykresy
zaleznosci produktu do ilosci poszczegdlnych substratow i1 na ich podstawie okreslono
optymalne st¢zenie kazdego z nich.

Za pomocg programu FindGraph wykres§lono krzywa zalezno$ci wydajnosci reakceji od
iloSci enzymu oraz substratdéw 1 na jej podstawie wyznaczono odpowiednie st¢zenia do
dalszych reakcji.

4.8.2. Wyznaczanie kinetyki reakcji aminoacylacji tRNA

Kinetyke aminoacylacji dla TyrRS opisano korzystajac z metody Lineweavera —
Burka. Punktem wyjScia bylo wyznaczenie predkosci poczatkowych reakcji w roznych

65




stezeniach [14C]Tyr (10,3; 5,15; 2,6; 1,3 1 0,65 uM). Reakcje prowadzono zgodnie ze
standardowg procedurg (Rozdz.4.8), w czasie: 1, 3, 5, 10 min. Otrzymane wyniki opracowano
z uzyciem programu FindGraph i wyznaczono predkos¢ poczatkowa reakcji (Vo) przy
okreslonym stezeniu Tyr. Nastgpnie wyznaczono funkcje zaleznosci odwrotnosci predkosci
poczatkowych (1/Vg) od odwrotnosci stezen aminokwaséw (1/[“C]Tyr) uzytych w
poszczegbdlnych reakcjach. Warto$¢ funkcji w punkcie przeci¢cia z osig x opowiada wielkosci
-1/Kn oraz z 0sig y = 1/Vmax.

4.8.3. Analiza zwigzkéw niskoczgsteczkowych

Do poszukiwan potencjalnych inhibitoréw wykorzystano zwigzki wymienione w
zalaczniku nr 1. W celu sprawdzenia ich potencjatu hamowania TyrRS do reakcji
aminoacylacji (Rozdz.4.8) dodawano rdzne st¢zenia zwigzkoéw: 50uM — 2,5 mM. Wydajnosé
aminoacylacji oceniano na podstawie stezenie [YC]Tyr - tRNA™". Tlog¢ radioaktywno$ci w
probie mierzono w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta.

4.8.4. Wyznaczanie kinetyki reakcji w obecno$ci inhibitora

Metoda graficznego wyznaczenia K; opracowana przez Lineweavera i Burka
umozliwia obliczenie wartosci Ky, oraz K;, dzigki graficznemu przestawieniu zalezno$ci
pomiedzy 1/Vy i 1/S, a nastgpnie obliczeniu wartosci K inhibitora kompetycyjnego wedtug
rownania Michaelisa [184]:

W celu okre$lenia parametréw reakcji inhibicji wykorzystano metode Dixona. Wyznaczono
szybkosci poczatkowe reakcji (voi) z 4 r6znymi stezeniami inhibitora [I] dla trzech stezen
substratu ([**C]Tyr). Nastepnie wykreslono krzywe zaleznosci 1/vi od [I] dla obu stezeh
substratu, a z ich wzajemnego utozenia na wykresie okreslono typ inhibicji 1 warto$¢ jej statej
(Ki). gdzie Ky = Kn(1+[1]/Kj) i jest pozorng statg Michaelisa wyznaczong w obecno$ci
inhibitora, odczytang w przecigcia linii z osig X. Z roOwnania wynika, Zze szybko$¢ reakcji
enzymatycznej zalezy od stezenia substratu (S) i inhibitora (I). Metoda Dixona upraszcza
znaczgco wyznaczenia wartosci statej inhibicji. Na osi x oznaczono st¢zenia inhibitora,
natomiast na osi y odwrotno$¢ szybkosci reakcji (1/V [pmol/min.]) przy statym stezeniu (S)
dla kazdej z prostych. Wartos¢ parametru -K; wyznacza punkt przecigcia prostych
zrzutowany na os X. Graficzne przedstawienie wynikéw pozwala nie tylko na odczytanie
wartosci parametru -K; bezposrednio z wykresu, ale takze na okreSlenie typu inhibicji
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badanego inhibitora. Przecigcie prostych w polu mi¢dzy osiami wspotrzednych wskazuje na
kompetycyjny typ inhibicji enzymu. Natomiast punkt przecigcia na 0si y 0znacza, ze badany
zwigzek jest inhibitorem niekompetycyjnym. Metoda Dixona pozwala takze na
zaobserwowanie inhibicji akompetycyjnej. W takiej sytuacji wyznaczone na wykresie proste
przebiegaja w sposob rownolegly. Aby wyznaczy¢ parametr K;’, bedacy stala inhibicji
kompleksu enzym - substrat - inhibitor, nalezy przedstawi¢ graficznie zalezno$¢ pomiedzy
ilorazem stezenia substratu 1 predkosci reakcji (S/V) a badanym stezeniem inhibitora. Rzut
punktu przeci¢cia wyznaczonych prostych na o$ x wyznacza warto$¢ K;’ [185].
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5. Wyniki i ich dyskusja

Masowe zastosowanie antybiotykéw doprowadzitlo do pojawienia si¢ szczepow
bakterii opornych na dziatanie wigkszosci znanych lekow. Dlatego tez choroby
drobnoustrojowe, oprocz alergii, chorob uktadu krazenia i choréb reumatycznych, nalezg do
plag XXI wieku. Zwalczanie drobnoustrojow opornych na konwencjonalne antybiotyki oraz
opanowanie rosnacej liczby zakazen jest jednym 2z najpowazniejszych probleméow
wspotczesnej medycyny [186]. Powstawanie lekooporno$ci jest uwarunkowane genetycznie i
zalezy w znacznej mierze od rodzaju drobnoustroju, zastosowanego antybiotyku jak i
srodowiska. Obecnie, do szczegodlnie groznych bakterii opornych naleza m.in. niewrazliwy na
metycyling gronkowiec ztocisty (MRSA) [187] oraz wielooporne pateczki niefermentujace z
rodzaju Pseudomonas [188]. Infekcje wywotane przez te bakterie sg trudne do opanowania, a
ich liczba narasta lawinowo. Szacuje sig, ze liczba 0sob hospitalizowanych z powodu zakazen
szczepem MRSA w Stanach Zjednoczonych siega 100 000 0sob rocznie [189].
Najskuteczniejszym sposobem walki z opornymi na dotychczasowe terapeutyki bakteriami
jest opracowanie nowych, skutecznych preparatow. Tymczasem w ciggu ostatnich 25 lat
wprowadzono tylko kilka nowych klas zwigzkéw przeciwbakteryjnych, do ktorych naleza
m.in. oksazoliny, streptograminy oraz lipopeptyd. Obecnie, znaczna czg$¢ tzw. ,.celow
molekularnych” w komoérkach bakteryjnych zostata juz osiggnieta [190-192].

aaRS jako enzymy kluczowe w syntezie bialek a tym samym niezbedne do
funkcjonowania komorki stanowig bardzo obiecujacy cel do rozwoju nowych kuracji
przeciwbakteryjnych [50]. Dodatkowy czynnik decydujacy 0 wyborze syntetaz aminoacylo -
tRNA na cel badawczy to réznice w strukturze i mechanizmie dziatania syntetaz
pochodzacych z organizméow odleglych ewolucyjnie — prokariota i eukariota, co stwarza
szans¢ na specyficzng inhibicje enzymow bakteryjnych.  Jednoczesnie poszczegdlne
syntetazy w obrgbie gatunku 1 pomiedzy blisko spokrewnionymi bakteriami
chorobotworczym wykazuja wysokie podobienstwo, co umozliwia projektowanie inhibitorow
o szerokim spektrum dziatania.

Celem mojej pracy bylo znalezienie inhibitorow reakcji katalizowanej przez syntetazy
tyrozylo - tRNA z bakterii, ktore mogg stanowi¢ podstawe do opracowania terapeutykow o
wlasciwos$ciach bakteriostatycznych i/lub bakteriobojczych.

Zwigzkoéw o wihasciwosciach hamujacych aktywnos¢ TyrRS poszukiwano zaréwno
wsrod substancji naturalnych jak i zwigzkow syntetycznych. Kluczem do wyboru zwigzkow
byla znajomo$¢ struktury krystalicznej TyrRS w kompleksie z tyrozylo-AMP (Tyr-AMP).
Wybrane zwigzki stanowily zroznicowang grupe zarowno pod wzgledem wiasciwosci
fizycznych, biochemicznych jak i aktywnosci biologicznej i potencjalnego mechanizmu
dziatania. Wybrane zwiazki badano pod katem ich wlasciwosci hamujacych reakcje
aminoacylacji w uktadzie prokariotycznym i eukariotycznym zaréwno in vitro jak i in vivo.
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Zwiazki badane pod katem potencjalnych wlasciwosci hamujacych prokariotyczng
TyRS podzielono na (numery odpowiadaja numerom zwigzkow wg zatacznika):

L.p. Zwiazki naturalne Nr zwigzku
1. Flawonoidy 1-32
2. Stilbeny 33-34
3. Chalkony 35-36
4. Alkaloidy 3744
5. Terpeny 45 — 48
6. Kwasy 49 — 56
7. Hormony roslinne 57 —-64
8. Witaminy z grupy B 65 — 67
L.p. Zwiazki syntetyczne Nr zwiazku
1. Analogi tyrozyloadenylanu 68 — 102
2. Pochodne tyrozyny 103 - 108
3. Pochodne puryny 109 - 136
4. Pochodne pirymidyny 137 - 192
S. Syntetyczne hormony roslinne 193 - 210
6. Hormony 211212
7. Inne 213 -216

Zwiazki naturalne:

Bogatym zrodtem substancji terapeutycznych sa rosliny, ktore w trakcie ewolucji
wyksztalcily mechanizmy obronne pozwalajagce im na przetrwanie w niekorzystnym
srodowisku (przeciwutleniacze, substancje bakterio 1 grzybobojcze, badZ odstraszajace).
Wyciagi ro$linne zawieraja szereg aktywnych metabolitow wtérnych, m.in. z grupy
flawonoidow, alkaloidow czy zwiazkéw terpenowych o udokumentowanej badaniami
farmakologicznymi aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. Czes¢ z nich, tak jak jest to w
przypadku polifenoli, stilbenéw, chalkonow czy kwasoéw roslinnych moze by¢ rozwazana w
kontekscie potencjalnych inhibitoréw kompetycyjnych bakteryjnej TyrRS ze wzgledu na
obecnos¢ w swojej strukturze grup mimikujacych substrat reakcji — tyrozyng. Z kolei
hormony roslinne to zwigzki, ktore jako pochodne nukleozydéw moga konkurowaé o miejsce
wigzania z ATP. W przypadku alkaloidow 1 terpendw istniejg racjonalne przestanki mowiace
o mozliwo$ci wigzania si¢ ich w miejscu aktywnym syntetaz tak jak ma to miejsce w
przypadku kapsaicyny [193] oraz zwigzkow SB-203207 i SB-203208 opartych na strukturze
altemycydyny [134] badz tez w miejscu allosterycznym w przypadku sparteiny [194].

W przypadku polifenoli pierscien B moglby zastepowaé tyrozyne w miejscu aktywnym
TyrRS. Przypuszczenia te potwierdzono wykorzystujac procedure dokowania wybranych
zwigzkow, ktore wigzaly si¢ w centrum Kkatalitycznym TyrRS E. coli [PDB (1VBN)]. Co
ciekawe, lepsze parametry wigzania uzyskiwano w przypadku, gdy to pierscien B znajdowat
si¢ W miejscu wigzania tyrozyny (Rys. 5.1).
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GLN 201

Rys. 5.1. Schemat przedstawiajacy optymalne miejsce wigzanie dla A) akacetyny (CID
5280442) i B) kemferydu (CID 5281666) w miejscy aktywnym TyrRS E. coli.
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Zwiazki syntetyczne:
Zwiazki syntetyczne bedace analogami tyrozyny oraz nukleotydy i nukleozydy a takze

analogi tyrozyloadenylanu zostaly wybrane na zasadzie podobienstwa strukturalnego do
substratow i produktu posredniego reakcji aminoacylacji.

5.1. Reakcja aminoacylacji in vitro

Wstepnej selekeji zwigzkéw dokonano w oparciu o reakcje aminoacylacji in vitro z
wykorzystaniem enzymu prokariotycznego — rekombinowanej syntetazy tyrozylowej E .coli.

10 20 30 40 50 60
P T [ e e E e E O I O IPUPU T IPUPTS IPUPUPUT PP
H.sapiens 1 | AIZSPEEKLHLITRNLQEVLGEEKLKEILKERELKMYWGTATTGKPHVAYFVPMSKIADFLKA
S. scrofa domestica 1 | AIRSPEEKLHLITRNLQEVLGEEKLKEILKERELK\YYWGTATTGKPHVAYFVPMSKIADFLKA

80 90 100 110 120 130

H.sapiens T I.FADLHAYLDNMKAPWELLELR\YSYYENVIKAMLESIGVPLEKLKFIKGTDYQLSKEYTLDVYR
SR 1o S} - WK1} YA+ K- RN T . FADLHAYLDNMKAPWELLELRIWSYYENVIKAMLESIGVPLEKLKFIKGTDYQLSKEYTLDVYHR

150 160 170 180 190 200
PPN ISP PUPPIPS IPSPSPUPU (PSPPI IPSPUPUPT (PUPUP IPUPUPUPUY [PIPUPS IPSPUPUPIN IPPEPUPN IPUPUPUT [P
TQHDEKKAGAEVVKQVEHPLLSGLLYPGLQALDEEYLKVDAQFGGIDQRKIFTFAEKYLPALGY S
TQHDIKKAGAEVVKQVEHPLLSGLLYPGLQALDEEYLKVDAQFGGYDQRKIFTFAEKYLPALGYS]

H.sapiens 141
S. scrofa domestica 141

220 230 240 250 260 270
H.saEiens 211 PMVPGLTGSKMSSSEEESKIDLLDRKEDVKKKLKKAFCEPGNVIXINNGVLSFIKHVLFPLKSE
S. scrofa domestica 211 NGVLSFIKHVLFPLKSE

290 300 310 320 330 340

H.sapiens 281
S. scrofa domestica 281

H.sapiens 351 K
S. scrofa domestica 351 K

H.sapiens 421
S. scrofa domestica 421

500 510 520
[ I T T IR I B

H.sapiens 491 LéAbFKiéﬁECIAéWKQTﬁFMTKLGSISéKSLkéGNié
S. scrofa domestica 491 Her:slyesiAHeaw-No)ij(oky iyl efelhgleiecin (ele g
Rys. 5.2. Poréwnanie sekwencji TyrRS z E. coli, P. aeruginosa, S. aureus i H. sapiens

(kolorem czarnym zaznaczono aminokwasy identyczne, kolorem szarym aminokwasy 0
podobnych wtasciwosciach).

Nastepnie zbadano wplyw wybranych zwiazkow niskoczasteczkowych na aktywnosé
prokariotycznych TyrRS S. aureus, P. aeruginosa oraz eukariotycznej TyrRS S. scrofa
domestica. Wybor TyrRS S. scrofa domestica podyktowany byt dostepnoscia materiatu do
izolacji enzymu i tRNA. Ponadto porownanie sekwencji syntetaz TyrRS H. sapiens i S. scrofa
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domestica wykazato prawie 100% homologie, co daje mozliwos¢ wstepnej analizy
aktywnosci inhibitorow wzgledem syntetaz ludzkich (Rys. 5.2). Homologia pomigdzy
enzymami z H. sapiens a S. aureus i E. coli wynosi ok. 20%, co daje szans¢ na uzyskanie
zwigzkow aktywnych, ktére nie bedg hamowac aktywnosci enzyméw ludzkich.

5.1.1. Nadekspresja i oczyszczanie TyrRS z E. coli

Pierwsze proby nadprodukcji TyrRS E. coli przy uzyciu wysokokopijnego plazmidu
pET28b (zawierajacego gen opornosci na kanamycyne oraz metke histydynowsa — His - Tag),
w ktorym klonowana sekwencja genuznajdowata si¢ pod kontrolg silnego promotora T7 byty
nieudane. Po transformacji plazmidem szczepu propagacyjnego E. coli DH50. obserwowatam
wzrost pojedynczych kolonii. Préba transformacji szczepu ekspresyjnego BL21 zakonczyta
si¢ niepowodzeniem. Wyniki te wskazywaty, ze wysoka ekspresja genu tyrS ma toksyczny
wplyw na komorki bakterii. Obserwacje te potwierdzaja eksperymenty, w ktorych mutacje
punktowe genu tyrS E. coli uniemozliwiajace oddziatywanie TyrRS z tRNA™" (jednoczesnie
nie wplywajac na formowanie tyrozyloadenylanu) znosza toksyczny wptyw podwyzszonej
ekspresji tego bialka [195]. Autorzy tej pracy zaobserwowali niekorzystny wplyw
podwyzszonego poziomu TyrRS na metabolizm komorki. Nadekspresja TyrRS in vivo
powoduje wzrost puli tRNA™" aminoacylowanej niewlasciwym aminokwasem. Wysoki
poziom TyrRS moze wiec obnizy¢ pule dostgepnych tRNA™ i w rezultacie wplyna¢ na
ograniczenie syntezy biatka w komoérce [195].

Do nadprodukcji biatka zastosowano wigc szczepy E. coli C41 pLys i C43 pLys,
przeznaczone do nadprodukcji biatek toksycznych. Jedynie w przypadku C43 pLys po 48h
inkubacji w 37°C obserwowano wzrost pojedynczych kolonii, ktére po drugim pasazu
zamieraty.

Toksyczno$¢ biatka starano si¢ obnizy¢ poprzez wykorzystanie niskokopijnego
plazmidu pQE30 (zawierajacego gen opornosci na ampicyling oraz metke histydynowa — His
- Tag), w ktorym klonowana sekwencja genu tyrS znajduje si¢ pod kontrolg promotora T5. Do
nadprodukcji wykorzystano bakterie JM109, M15 oraz SG13009. Szczepy M15 oraz
SG13009 posiadaja endogenny plazmid pREP4, kodujacy biatko represorowe lac oraz
opornos¢ na kanamycyne. Aktywno$é represora lac blokowana jest przez IPTG. Tylko w
przypadku bakterii M15 obserwowano wzrost kolonii po transformacji plazmidem pQE30 -
TyrRS. Jednak réwniez w tym przypadku proby nadekspresji, rOwniez z uzyciem tzw. metody
ptytkowej (ang. plating method) nie powiodly si¢, gdyz bakterie po kilku godzinach
zamieraly. Obnizenie temperatury ekspresji do 30 i 22°C réwniez nie dato pozytywnych
rezultatow.

W kolejnym etapie TyrRS eksprymowano przy uzyciu systemu pBAD - TOPO
(zawierajacy gen opornosci na ampicyling oraz His - Tag) dedykowanego nadprodukc;ji biatek
toksycznych dla komorek E. coli. Plazmid pBAD - TOPO zostat skonstruowany w oparciu o
elementy regulacji transkrypcji operonu arabinozowego E. coli, ktore pozwalaja na bardzo
precyzyjna kontrolg ekspresji biatka za pomoca induktora — arabinozy. Dodatkowo, aby
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zmniejszy¢ toksyczno$¢ nadprodukcje prowadzono w pozywkach LB, RM (Rys. 5.3) i
minimalnej M.

kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TyrRS

Rys. 5.3. Analiza elektroforetyczna ekspresji biatka TyrRS w systemie pBAD - TOPO.

1 — hodowla w pozywce LB, 6 -10 hodowla w pozywce RM; M — standard masy czasteczkowej biatek (kDa);
1,6 — kontrola bez induktora, 2,7 — 4 h hodowli (0,13 uM arabinoza); 3,8 — 16 h hodowli (0,13 uM arabinoza);
4,9 — 4 h hodowli (0,013 uM arabinoza); 5,10 — 16 h hodowli (0,13 uM arabinoza).

Obecnos¢ TyrRS w lizacie komérkowym potwierdzono metoda Western Blot z
uzyciem przeciwciat anty - His (Rys. 5.4). W tym przypadku nieskuteczne okazalo si¢
oczyszczenie biatka na kolumnie ze ztozem agarozowym zawierajacym kationy niklu (Ni -
NTA). Spowodowane byto to prawdopodobnie przez przyjmowanag przez biatko strukture
przestrzenna, ktora uniemozliwila efektywna ekspozycje metki histydynowej pozwalajaca na
zwigzanie oczyszczanego biatka ze ztozem kolumny oraz jego immobilizacje.

1R

50 kDa —> <«— TyrRS

|

Rys. 5.4. Analiza Western Blot potwierdzajacy obecno$¢ biatka TyrRS wraz z metka
histydynowa w lizacie komérkowym.
Finalnie rekombinowany enzym bakteryjny TyrRS otrzymano w wyniku ekspresji

genu tyrS w szczepie ER2566 E. coli (Rozdz. 4.7.4). Do nadprodukcji biatka wykorzystano
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zrekombinowany plazmid pTYB21 zawierajacy sekwencj¢ kodujacg TyrRS E. coli oraz
bialko fuzyjne — inteing. Obecnos¢ biatka fuzyjnego ogranicza aktywnos¢ TyrRS in vivo,
przez co znaczaco obniza si¢ jego toksyczno$¢. Najwyzsza wydajnos¢ ekspresji uzyskano,
indukujac ekspresje genu w bakteriach przy ODgy = 0,5, przy pomocy 0,4 mM IPTG,
prowadzac hodowle prowadzono przez 12h w temp. 22°C (Rys. 5.5).

kDa M 1 2 3 4 5 6 7

| { &0

TyrRS + inteina

|
I

TyrRS

B :
/

Rys. 5.5. Elektoforetyczna analiza ekspresji biatka TyrRS E. coli na zelu poliakrylamidowym

z SDS.

M - standard masy czasteczkowej biatek (kDa), 1 — catkowity ekstrakt biatkowy z komorek nieindukowanych,
2,3 - catkowity ekstrakt biatkowy z komérek indukowanych 0,4 mM IPTG, przed wirowaniem, 4 - catkowity
ekstrakt bialkowy z komorek indukowanych 0,4 mM IPTG, po wirowaniu, 5 — przesacz po kolumnie, 6 —
kalibracja kolumny buforem CB, 7 — elucja biatka po 96h inkubacji buforem CleavB z 50 mM DTT.

Przed oczyszczeniem biatka na kolumnie ze ztozem chitynowym wykonano saczenie
molekularne na ztozu Sephadex G100 (Rys. 5.6).

M 33 35 37 39 41 43 45 47 M 49 51 53 55 57 59 61 63

- -
Rys. 5.6. Analiza elektroforetyczna w zelu SDS — PAGE procesu frakcjonowania na

kolumnie ze ztozem Sephadex G100.
M — standard masy czasteczkowej biatek, 33 — 63 frakcje wyplywajace z kolumny.

Roztwor zawierajacy mieszaning biatlek poddano frakcjonowaniu technika
chromatografii powinowactwa (Ro0zdz.4.7.5). Obecno$¢ biatka fuzyjnego — inteiny oraz
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domeny CBD (ang. chitin binding domain) umozliwia jednoetapowe oczyszczenie biatka na
kolumnie ze zlozem chitynowym. Po inkubacji uwolnione biatko wymywano z kolumny
(Rys. 5.7). Stezenie biatka TyrRS oznaczano metoda Bradford [196].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Rys. 5.7. Elektroforegram wskazujacy na obecnos$¢ o0czyszczanego biatka TyrRS w
poszczegblnych frakcjach eluuowanych z kolumny (1 —9), M — standard masy czasteczkowe;j
biatek (kDa).

Nastepnie frakcje zawierajace TYrRS potaczono i zatezono metoda wirowania w probéwkach
typu Amicon o punkcie odcigcia 30kDa. Wydajnos¢ izolacji wynosita 2 — 3,7 mg z 1 litra
hodowli bakteryjnej [Tab. 5.1].

Tab. 5.1. Parametry oczyszczonego biatka TyrRS w pordéwnaniu z catkowitym ekstraktem
biatkowym z komorek nieindukowanych.

Bialko (mg) [Aktywnos¢  |Aktywnos$¢ Procent Wspotczynnik
calkowita (U*) [wlasciwa (U/mg) [odzysku (%) |oczyszczenia
Catkowity ekstrakt (5290 10332 1,95 100 1
biatkowy
Oczyszczona 3,7 1086 293 10,5 150
TyrRS

*1U — ilo§¢ enzymu katalizujaca synteze Inmol aa - tRNA/min.

Otrzymane biatko petlnej dtugosci TyrRS E. coli sktada si¢ z 424 aa. Wykazuje bardzo
wysoka aktywno$¢ enzymatyczng w testach aminoacylacji [Tab. 5.1]. Poniewaz w chwili
obecnej w bazie PBD zdeponowane sg jedynie dwie struktury TyrRS E. coli typu dzikiego w
kompleksie z Tyr - AMS (PDB: 1VBM, skrocona do 318 aa) oraz Tyr (PDB: 1X8X, skrocona
do 322 aa) w dalszych badaniach zostang podj¢te proby otrzymania krysztatu TyrRS pelnej
dhugosci z wybranymi inhibitorami.
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5.1.2. 1zolacja mieszaniny aaRS z bakterii S. aureus i P. aeruginosa

Izolacj¢ syntetaz aminoacylo - tRNA z bakterii S. aureus, P. aereuginosa oraz
watroby $winskiej prowadzono wg procedury opisanej w Rozdz.4.7.1. i 4.7.2. Z 10g pasty
bakteryjnej oraz 125 g $wiezej tkanki (homogenatu watroby S.scrofa domestica) otrzymano
preparat o aktywnos$ci wiasciwej kolejno 1.9, 2.0, 2.5 nmola/min/mg (Rys. 5.8).

A) B) C)
50 B0

14 .
5 oz .
E -
E w 30 -

8
S .
D:d 10 101
v
5 2
o A L U —

0 100 200 300 400 500 500 T0O BHO B0 o 100 200 300 400 O 10 20 30 40 B0 60 7O

stezenie enzymu [pg/ml]

Rys. 5.8. Wykresy reakcji aminoacylacji tRNA w zaleznosci od stezenia enzymu z S. S.
domestica (A), S. aureus (B) i P. aeruginosa (C).

5.1.3. Izolacja mieszaniny tRNA z bakterii E. coli, S. aureus, P. aeruginosa oraz watroby
S. scrofa domestica.

Mieszaning tRNA ze szczepow bakterii oraz watroby Sus scrofa domestica uzyskano
zgodnie z procedura opisang w Rozdz.4.2.4 (Rys. 5.9). Wydajnos¢ izolacji mieszaniny tRNA
z bakterii oraz Sus scrofa domestica przedstawiono w Tab. 5.2.

A) B) C)
30

PN 25 35 50 70

25 VAN
5S TRNA —> /X
20 ¢
/
15 *

I."I . /,/ N .
—, » e L tRNA
5 f ~—
.

/
\ - - U er_|_4I| L
1 5 10 15

tRNA—>

35 40 45 50 55 60 65
nr frakcji

20 25 30 70
Rys. 5.9. Oczyszczanie tRNA (Sus scrofa domestica)

A) Elektroforegram preparatu po ekstrakcji fenolem; B) Wykres absorbancji A poszczegolnych frakcji po
sgczeniu zelowym na kolumnie ze ztozem Sephadex G75. Frakcje: 5 — 30 DNA, 30 — 40 5S rRNA, 40 - 70 -
tRNA,; C) Elektoforegram preparatu poddanego chromatografii (15% poliakrylamid, 7M mocznik). Frakcje: 25,
35,50 70.
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Tab. 5.2. Tlo$¢ tRNA uzyskanego z E. coli, S. aureus, P. aeruginosa i S. scrofa domestica

Escherichia Staphylococcus Pseudomonas Sus scrofa

coli aureus aeruginosa domestica
Masa komorkowa (g) 10 10 10 100
[lo$¢ materiatu (U*) 74,6 96 83 250

1U-1 A260:40ug
5.1.4. Okreslenie warunkow aminoacylacji in vitro

W  celu przeprowadzenia analizy aktywno$ci inhibitorowej zwiazkéw
niskoczasteczkowych, opracowano warunki reakcji aminoacylacji in vitro z wykorzystaniem
TyrRS E. coli oraz mieszaniny aaRS z S. aureus, P. aeruginosa oraz S. scrofa domestica.

W celu optymalizacji warunkoéw reakcji aminoacylacji wyznaczone zostaly wartosci
nastepujacych parametrow: ilos¢ jednostek (U) enzymu TyrRS lub mieszaniny enzymow,
stezenie substratow tzn. ilos¢ mieszaniny tRNA i [**C]Tyr oraz optymalny czas reakcji (t).

W przypadku oczyszczonego enzymu TyrRS E. coli w pierwszym etapie zbadano
zalezno$é¢ pomiedzy iloscia enzymu a stezeniem produktu reakcji Tyr - tRNA™". Reakcje
prowadzono w roztworze zawierajacym 2 mg/ml tRNA, 2,06 uM [**C]Tyr oraz 5 — 200 nM
TyrRS w czasie 30 minut. W tych warunkach obserwowano wzrost st¢zenia produktu wraz ze
wzrostem stezenia enzymu do 100 nM a nastgpnie reakcja osiaga faze plateau. Liniowy
przyrost ilosci produktu obserwowano do st¢zenia 10 nM TyrRS (Rys. 5.10.A).

W kolejnym etapie przeanalizowano wplyw st¢zenia tRNA na wydajnos¢ reakcji
aminoacylacji. W sktadzie mieszaniny reakcyjnej znajdowato sie 2,06 uM [**C]Tyr, 50 nM
TyrRS oraz 0,5 — 5 mg/ml tRNA. Reakcj¢ prowadzono przez 30 minut. Obserwowano
proporcjonalny wzrost stezenia tRNA™" (Rys. 5.10.B).

Wyznaczono takze optymalne stezenie [**C] Tyr. Mieszanina reakcyjna zawierata 2
mg/ml tRNA, 50 nM TyrRS i 0,64 — 20,6 uM [**C] Tyr. Czas reakcji wynosit 30 minut.
Liniowy wzrost stezenia produktu Tyr - tRNA™" obserwowano do stezenia [C**]Tyr 2,8 pM.
Reakcja osiagata faze plateau przy stezeniu 20,6 pM [**C]Tyr (Rys. 5.10.C).

W ostatnim etapie wyznaczono optymalny czas reakcji. Reakcja katalizowana byta
przez 50 nM TyrRS w czasie 5 — 180 minut w obecnosci [*C]Tyr 2,8 uM i 2 mg/ml tRNA.
Liniowy przyrost produktu (szybko$¢ poczatkowa reakcji Vo) obserwowano do 30 minuty.
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Rys. 5.10. Zalezno$¢ ilosci powstajacego produktu Tyr - tRNA™ od stezenia: A) TyrRS, B)
tRNA, C) [C*Tyr.
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W celu wyznaczenia wartosci Ky 1 Vimax (Rys. 5.11) w uktadzie enzym - substrat
zmierzono szybko$¢ poczatkowa reakcji V. Reakcje prowadzono w obecnosci 0,65 — 10,3
uM [MC]Tyr w czasie 0 — 10 min. Nastepnie wykorzystujac wartosci Vo wyznaczono warto$ci
parametrow Km 1 Vinax dla substratu reakcji metodg Lineweavera — Burka [184]. Warto$¢ K, i
Vmax dla substratu wynosza 4,1 uM i 3,73 nmol/min/mg (Rys. 5.11). Wartosci te pokrywaja
si¢ z danymi literaturowymi [197].

2,2 ~
2,0 4
1,8 4
1,6
1,4 A

1,2 A

Vmax = 3,73 nmol/min/mg

1.0 1 Km = 4,098 uM

1V,*10°

0,8 A

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
1/S*10°®

Rys. 5.11. Wykres Lineweavera — Burka dla reakcji aminoacylacji w zalezno$ci od stezenia
tyrozyny.

W przypadku optymalizacji reakcji aminoacylacji, w ktorej wykorzystano mieszaning
aaRS, analogicznie do rekombinowanego enzymu TyrRS E. coli, w pierwszej kolejnosci
wyznaczano optymalne stezenia mieszaniny aaRS przy statym stezeniu [“*C]Tyr i tRNA a
nastepnie optymalne stezenie [“*C]Tyr przy statym stezeniu tRNA i mieszaniny aaRS (Rys.
5.12).

A) [Tyr-tRNA]
pmol

32
28
24
20
16
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8

4

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105112 119ug/ml
[aaRS]
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B) [Tyr-tRNA]
pmol
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Rys. 5.12. Zalezno$¢ wydajnosci aminoacylacji tRNA od stezenia mieszaniny aaRS: A) S.
aureus, B) P. aeruginosa, C) S. scrofa domestica

5.2. Badanie wplywu zwiazkow niskoczasteczkowych na aktywnos¢ rekombinowanej
TyrRS E. coli in vitro

5.2.1. ZwiazKi naturalne

Sposrdod poddanych analizie zwigzkoéw naturalnych najbardziej aktywna grupg
okazaly si¢ by¢ flawonoidy (Rys. 5.13). Otrzymana w wyniku oznaczenia warto$¢ I1Cs
okresla stgzenie badanego zwigzku, przy ktérym zachodzi 50% inhibicja aktywnosci
katalitycznej enzymu. Wyniki analizy zebrano w Tab. 5.3.
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Rys. 5.13. Wzory strukturalne polifenoli wraz z numeracjg atomow wegla. A: Flawonol, B:
Flawon, C: Flawanon, D: Flawanonol, E: I1zoflawon, F: Chalkon, G: Stilben, H: Katechina, I:
Antocyjanidyna

Zbadano 36 polifenoli, w tym 32 flawonoidy, 2 chalkony oraz 2 stilbeny. Zwiazki te
podzielono na 3 grupy:

1. Silne inhibitory, ponizej 10% aktywnosci enzymatycznej w stezeniu 200 uM:
kemferyd, galangina, akacetyna, chryzyna, apigenina, hesperytyna, naringenina,
biochanina A i EGCG (Rys. 5.14);

2. Inhibitory o $redniej aktywnosci, 10% - 50 % aktywnos$ci enzymatycznej w stezeniu
200 uM: kemferol, kwercetyna, moryna, bajkaleina, skutelaryna, luteolina, flawon,
genisteina, floretyna i pelargonidyna;

3. Stabe inhibitory, powyzej 50% aktywnosci enzymatycznej w stezeniu 200 uM:
fisetyna, myrycetyna, kwercytryna, 5° - metoksyhydroksyflawon, 7 - hydroksyflawon,
taksyfolina, silibinina, daidzeina, florydzyna, rezweratrol oraz polidatyna.

W przypadku 7,4’ - dimetoksy - 3 - hydroksyflawonu, ikaryny, rutyny, orientyny oraz
katechiny i epigalokatechiny nie odnotowano inhibicji TyrRS (ICsp powyzej 2 mM).
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Rys. 5.14. Inhibicja reakcji aminoacylacji tRNA w zaleznosci od stezenia: A) kemferyd, B)
naringenina i C) chryzyna.

Tab. 5.3. Wartosci ICsp dla badanych polifenoli. Zwigzki, dla ktorych ICsg < 200uM zostaty
wyr6znione kolorem szarym.

Podstawnik w pozycji wegla

A B C 1Cs0o

R3 | R5 | R6 | R/ | R8 | R2 | Ry | R4 |R> | Re | MM
Flawonol
Kemferyd OH | OH - OH |- - - OCH; | - - 25,14
Galangina OH | OH OH |- - - - - - 38,6
Kampferol OH | OH - OH |- - - OH = = 55,5
Kwercetyna OH |OH - OH |- - OH | OH - - 116
Moryna OH | OH - OH |- OH |- OH - - 203
Fisetyna OH |- - OH |- - - OH OH | - 472
Myrycetyna OH | OH - OH |- - OH | OH OH | - 407
Kwercytryna O-Rmn| OH - OH - - OH | OH - - 503
5'-metoksy OH |- - - - - OCHj; 838
hydroksyflawon
7,4'-dimetoksy-3- OH OCH; OCHg3 >2000
hydroksyflawon
Ikaryna O-Glc | OH -O-Glc|O-ip - OCH; |- - >2000
Rutyna GI-Rm| OH OH OH | OH >2000
Flawony
Akacetyna - OH - OH |- - - OCH; | - 5,12
Chryzyna - OH - OH |- - - - - - 27,8
Apigenina - OH - OH |- - - OH - - 36,7
Bajkaleina - OH OH |OH |- - - - - - 91,5
Skutelaryna - - OH |0-GIn |- - OH |- - 118
Luteolina - OH - OH |- - OH | OH = - 98
Flawon - - - - - - - - - - 248
7 - hydroksyflawon OH 1800
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Orientyna |- JoH |- JoH |OoGlc[- [OH |OH [- |- | >2000
Flawanony

Hesperetyna - OH z OH |- z OH | OCH; | - - 32,5
Naringenina - OH - OH - - OH | - - - 40,6
Flawanonole

Taksyfolina OH |OH |- OH |- OH | OH - 1360
Silibinina OH |OH - OH |- O-lig - 338
I1zoflawony

Biochanina A - OH - OH OCH, - 25,8
Genisteina - OH - OH OH - 152
Daidzeina - - - OH OH - 902
Chalkony

Floretyna H OH - - - OH |- OH - OH 111
Florydzyna H OH - - - OH |- OH - O-Glc | 1800
Stilbeny

Rezweratrol OH | OH - - - - - OH - - 463
Polidatyna OH | O-CGlc | - - - - - OH - - 611
Katechiny

EGCG Gal | OH - OH |- - OH | OH OH | - 5
Katechina OH |OH OH OH OH >2000
Epigalokatechina OH | OH OH OH | OH OH >2000
Antocyjanidyny

Pelargonidyna |OH [OH |- |OH |- |- |- JoH [- |- | 119

Glc - glukoza, GIn - glukuronid, -ip — izoprenyl, — lig lignan; Gal — galusan, Rmn - ramnoza, GI-Rm -
glukoramnozyd

Flawony posiadajace wiecej niz dwie grupy hydroksylowe w pierScieniu A
(bajkaleina), jak réwniez wigce] niz jedna grupe OH w pierScieniu B (luteolina)
charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami 1Csop w poréwnaniu do flawonow, gdzie w
pierScieniu A znajduja si¢ 2 grupy OH (apigenina, chryzyna, akacetyna) a w pierscieniu B
jedna (lub brak), grupa OH (apigenina chryzyna). Brak OH w pierscieniu B obniza 1Csg
(chryzyna) jednak najwyzsza aktywnos$¢ obserwowano w przypadku wzrostu hydrofobowosci
czasteczki przez podstawienie grupy metoksylowej w pozycji 4' (akacetyna) (Rys. 5.15).
Zalezno$¢ t¢ obserwowano réwniez w przypadku flawonoli. Wzrost hydrofilowosci poprzez
podstawienie wigcej niz jednej grupy OH w pierscieniu B obniza dziatanie hamujace
inhibitora (kwercetyna, moryna, fisetyna, myrycetyna). Obecnos$¢ jednej (kemferol) lub
calkowity brak grupy OH w pierScieniu B (galangina) powoduje wzrost witasciwosci
hamujacych inhibitora. Najlepsze rezultaty (kemferyd) daje podstawienie grupy metoksylowe;j
w pozycji 4'. Identyczng zalezno$¢ obserwowano rowniez w przypadku flawanonow
(hesperetyna) jak i izoflawonow (biochanina A). Co ciekawe nie ma zasadniczych rdéznic w
warto$ciach ICsq dla par chryzyna - galangina oraz apigenina - kemferol. Czasteczka trans -
rezweratrolu moze by¢ uwazana za czgSciowo symetryczng i wchodzi¢ w interakcje zarowno
za posrednictwem grupy 3-OH, jak rowniez grupy 4'-OH (Rys. 5.15).

Podstawienie pier§cienia benzopiranowego reszta cukrowa powoduje natomiast ostabienie
potencjatu inhibitorowego zwiazkoéw (kwercytryna, ikaryna, rutyna, skutelaryna, polidatyna).
Zmiany w geometrii czasteczki na skutek wysycenie wigzania podwojnego pomiedzy C2-C3

rowniez powoduja podwyzszenie wartosci 1Cso (apigenina - naringenina). Podobnie
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zwigkszenie stopnia swobody czagsteczki poprzez rozerwanie wigzania C1-C2 skutkuje
dalszym wzrostem ICs (naringenina — floretyna) (Rys. 5.15).

Poréwnanie struktury najsilniejszych inhibitorow aminoacylacji katalizowanej przez TyrRS
E. coli pokazuje, ze najskuteczniejsze sg te posiadajace grupe hydrofobowa w pozycji 4' i
grupy hydroksylowe w pozycji 51 7.

Rys. 5.15. Szkielet flawonu wraz z numeracja atomoéw wegla

Obecnos¢ reszty cukrowej obniza potencjal hamujgcy inhibitora np. reszta glukuronidu w
pozycji 7 pierScienia A w przypadku skutelaryny. Z kolei podstawienie reszty cukrowej w
pozycji 5 pier§cienia A w przypadku florydzyny, powoduje wstepng aktywacje aminoacylacji,
po ktorej nastepuje hamowanie reakcji w obecno$ci wyzszego stezenia inhibitora. Podobna
sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku polidatyny. Charakterystyczne jest, ze w obu
przypadkach podstawnikiem jest glukoza. Porownujac wptyw kwercetyny, floretyny i
rezweratrolu na reakcj¢ aminoacylacji mozna zauwazyC, ze stgezenie 200 puM inhibitora
powoduje odpowiednio 80, 70 i 30% spadek wydajnosci reakcji. Zastgpienie reszty cukrowe;j
w pozycji 3 w przypadku kwercytryny nie wplywa znaczaco na jego aktywno$¢ hamujaca,
podczas gdy podstawienie w pozycji 5 - florydzyna oraz w pozycji 7 - polidatyna powoduje
aktywacje¢ TyrRS w nizszym stezeniu (ponizej 100 uM) a inhibicje¢ w wyzszym stezeniu
(Rys. 5.16). Sugeruje to wplyw tych zwiazkéw na struktur¢ TyrRS prowadzacy do
podwyzszenia liczby obrotow enzymu. Podobne zjawisko wigzania niskoczasteczkowych
zwigzkéw w miejscu innym niz katalityczne obserwowano w przypadku biatek osocza ludzi.
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Rys. 5.16. Wykresy wydajnosci aminoacylacji tRNA katalizowanej przez TyrRS E. coli w
zalezno$ci od st¢zen inhibitorow: A) kwercetyny, B) kwercytryny, C) floretyny, D)
florydzyny, E) rezweratrolu i F) polidatyny

Dla zwigzkéw, ktorych warto$¢ I1Cso wynosita < 200 uM przeprowadzono analize
inhibicji metodg Dixona [198]. W celu wyznaczenia wartos$ci szybkosci reakcji poczatkowe;j
(Vo) w obecnosci inhibitora, reakcje prowadzono przez 1, 2 i 5 minut dla 3 réznych stgzen
Tyr (1,25, 2,5, 5uM) w obecnosci 4 roznych stezen inhibitora (5, 25, 50, 100 uM) [Tab. 5.4].
Stezenie substratu zostato dobrane tak, aby nie przekraczato wartosci 1/3 Kp < [S] < 3 K.
Umozliwia to okreSlenie typu inhibicji, zapobiegajac wykluczeniu inhibitoréw typu
kompetycyjnego. Jednoczesnie pozwala na osiggnigcie odpowiedniej szybko$ci reakcji oraz
wydajnosci.

Tab. 5.4. Wartosci statej inhibicji flawonoidow oraz ich wiasciwosci fizykochemiczne.
Parametry cLogP 1 tPSA oraz liczbe akceptoréw i donorow wigzan wodorowych (Ha/Hd) 1
wigzan obrotowych (WO) obliczcono z wykorzystaniem programu Molinspiration
Cheminformatics

Ki (x 10° tPSA

M) M Ha/Hd cLogP A) wO
Kemferyd 9,1 284,267 5/3 3,1 90,895 1
Galangina 12,3 270,24 5/3 2,651 90,895 1
Kampferol 41,3 286,239 6/4 2,172 111,123 1
Kwercetyna 145,7 302,238 7/5 1,683 131,351 1
Akacetyna 5,12 284,267 52 2,999 79,901 2
Chryzyna 12,5 254,241 4/2 2,943 70,667 1
Apigenina 42,7 270,24 5/3 2,463 90,895 1
Bajkaleina 86,9 270,24 5/3 2,682 90,895 1
Luteolina 79,3 286,239 6/4 1,974 111,123 1
Skutelaryna 198,2 462,363 12/7 0,065 207,346 4
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Hesperetyna 52 302,282 6/3 1,935 96,223 2
Naringenina 67,8 272,256 5/3 2,117 86,989 1
Biochanina A 26,6 284,267 5/2 2,804 79,901 2
Genisteina 111,6 270,24 5/3 2,268 90,895 1
Floretyna 134,2 274,272 5/4 2,656 97,983 4
EGCG 7,5 442,376 10/7 2,537 177,135 4
Pelargonidyna 168,9 271,248 5/4 -0,257 92,082 1

Analizujac zalezno$¢ pomigdzy wartosciami K; i LogP poszczegolnych grup
zwigzkow, mozna zauwazy¢, ze wraz z obnizeniem K; ro$nie lipofilowo$¢ czasteczki, na co
wskazuje wartos¢ LogP. Warto$¢ LogP aktywnych zwigzkow miesci si¢ w przedziale 1 <
logP < 3, co oznacza S$rednig lipofilowo$¢é. Wartosci tPSA (topologiczne pole polarne
czasteczki) dla tych zwiazkow wynosza < 140 A, co oznacza dobra biodostepno$é zwiazku,
wyjatki stanowiag EGCG 1 skutelaryna. Dla zwigzkow o najnizszych wartosciach K;
akacetyny, hesperetyny i biochaniny A, obserwuje si¢ takze wigcksza liczbe wigzan
rotujacych.

Masa czasteczkowa wszystkich zwiazkéw z tej grupy jest nizsza niz 500Da.
Spetniaja one takze kryterium ilosci akceptorow i donoréw wigzan wodorowych (Ha i Hd),
wg. regut Lipinskiego, wyjatki stanowia EGCG 1 skutelaryna. Inhibitorem o najwyzszej
aktywnos$ci w teécie inhibicji byl EGCG (K = 5 uM). Jednakze pokazano, ze rozpad tego
zwigzku generuje powstawanie H,O, co moze by¢ przyczyna spadku aktywnosci enzymu
zwigzang z jego utlenieniem a nie wigzaniem EGCG [199].

W wyniku analizy inhibicji TyrRS E. coli metoda Dixona otrzymano linie proste
przecinajace si¢ w obszarze ujemnych warto$ci y i dodatnich wartosci x, co wskazuje na
inhibicje kompetycyjna TyrRS (ang. competitive inhibition) przez kemferyd, galanging,
kemferol, kwercetyng, akacetyng, chryzyne, apigening, bajkaleing, luteoling, hesperetyne,
naringening, biochaning A, genisteing oraz floretyne (Rys. 5.17 i 5.18) lub mieszang (ang.
mixed inhibition) przez skutelaryne.

Inhibitory kompetycyjne wiazg si¢ tylko do wolnego enzymu TyrRS (niezwigzanego z
substratem) tworzac kompleks EI, rywalizujac o miejsce wigzania w centrum aktywnym
enzymu. Istnieje takze mozliwo$¢ ograniczania dostgpu substratu do miejsca aktywnego na
skutek wigzania inhibitora w bezposrednim sgsiedztwie miejsca aktywnego, co blokuje dostep
substratu lub zmienia konformacje miejsca aktywnego. Inhibitory kompetycyjne zmniejszaja
w tym przypadku szybkos¢ katalizy przez zmniejszenie liczby czasteczek TyrRS wigzacych
substrat [200]. Z kolei skutelaryna bedaca inhibitorem mieszanym, wplywa jednocze$nie na
wigzanie substratu i liczbg obrotoéw enzymu.
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Rys. 5.17. Wykres Dixona inhibicji TyrRS E. coli A) Biochanina A, B) Hesperetyna,
C) Kemferyd.
Tyr: 0-5 uM, 0-2,5 uM, 0-1,25 uM;
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Rys. 5.18. Wykres inhibicji TyrRS E. coli przez akacetyng.
A) metoda Dixona (1/Vvs.[1]); B) metoda Cornisha — Bowdena ([S/Vvs.[1])
Tyr: 0-5 uM, 0-2,5 uM, 0-1,25 uM.
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W celu wyznaczenia mechanizmu inhibicji dla floretyny, EGCG, skutelaryny i
pelargonidyny wykonano dodatkowg analiz¢ metoda Cornisha — Bowdena. Otrzymane wyniki
potwierdzaja kompetycyjny oraz mieszany mechanizm inhibicji TyrRS w przypadku
floretyny i skutelaryny. Dla EGCG linie proste przecinajace si¢ na osi X w obszarze ujemnych
wartosci y, co wskazuje na inhibicj¢ nickompetycyjng (ang. noncompetitive inhibition) (Rys.
5.19). Oznacza to, ze¢ EGCG i substrat mogg si¢ jednocze$nie wigzaé si¢ do czasteczki TYrRS
w roznych miejscach, nie konkurujgc ze sobg o micjsce wigzania. Zmniejszenie liczby
obrotéw enzymu przez inhibitor niekompetycyjny jest niezalezne od st¢zenie substratu [200].
Wykres Cornisha — Bowdena dla pelargonidyny tworza linie proste przecinajgce si¢ w
obszarze ujemnych warto$ci y oraz dodatnich x, co wskazuje na inhibicj¢ akompetycyjna
(ang. uncompetitive inhibition) (Rys. 5.19). W tym przypadku inhibitor wigze si¢ tylko do
kompleksu enzym — substrat. Tak jak w przypadku inhibicji nieckompetycyjnej liczba obrotow
enzymu jest niezalezna od st¢zen substratu.
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Rys. 5.19. Wykres Cornisha — Bowdena inhibicji TyrRS E. coli dla: A) floretyny, B) EGCG,
C) skutelaryny and D) pelargonidyny.

W roku 2011 rozwigzano strukturg krystaliczng kompleksu TyrRS Leishmania major w
kompleksie z fisetyng (Rys. 5.20) [171]. Na podstawie tej struktury opracowano model
wigzania flawonoidow w kieszeni aktywnej enzymu Chociaz jak wynika z moich badan,
fisetyna nie jest w grupie najsilniejszych inhibitorow [Tab. 5.3], to otrzymany model pokazuje
sposob, w jaki ten flawonoid kompetycyjnie oddziatuje w miejscu aktywnym enzymu.
Pozwala na wysunigcie wnioskdéw o sposobie oddziatywania innych polifenoli z tym
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enzymem (Rys. 5.20). Praca ta potwierdza wyniki badan wtasnych, jakie otrzymano w trakcie
modelowania molekularnego (Rys. 5.1) — flawonoidy oddziatuja z miejscem aktywnym
TyrRS gtownie poprzez wigzania tworzone przez grupy pierscienia B.

A B

| . '
‘\ helix al0

\

Rys. 5.20. Miejsce wigzania fisetyny w A) w miejscu aktywnym; B) nalozenie kompleksow
TyrRS L. major z tyrozynolem (zoétty; PDBID 3POI), fisetyng (niebieski; PDBID 3POH), i
drozdzowa TyrRS z tyrozyloadenylanem (zielony; PDBID 2DLC) [171].

Grupa hydroksylowa w pozycji 7 pierScienia benzopiranowego fisetyny tworzy
wigzanie wodorowe z tlenem znajdujagcym si¢ w pierscieniu bocznym Tyr36 i tlenem
tancucha bocznego Aspl170 analogicznie do grupy OH tyrozynolu. Reszta czgsteczki fisetyny
znajduje si¢ W pozycji zajmowanej przez ryboz¢ w tyrozyloadenylanie jak pokazano w
kompleksie TyrRS drozdzy. Para grup hydroksylowych z ugrupowania katecholowego
fisetyny zajmuje pozycje zblizong do O2' and O3’ reszty rybozy. Pozostale podstawniki
hydroksylowe fisetyny nie oddziatuja z enzymem [171].

Poroéwnanie struktury krystalicznej fisetyny w kompleksie z TyrRS oraz
flawonoidow z innych grup (naringening, floretyng 1 rezweratrolem) w kompleksach
krystalicznych z innymi enzymami, wskazuje, Ze moga one oddzialywa¢ z centrum
katalitycznym TyrRS w taki sam sposob. Grupa 4'-OH w kazdym przypadku znajduje si¢ w
innym potozeniu, co moze wyjasni¢ wzrost wartosci K; tych zwigzkoéw (Rys. 5.21).

A) B) C) D)
Rys. 5.21. Poroéwnanie struktur Kkrystalicznych: A) fisetyna nalozona na tyrozynol
(PDB:3P0H, 3PQI), B) naringenina (PDB: 2UXU), C) rezweratrol (PDB: 3FTS) i D) floretyna
(PDB: 2UXI). Poziome linie wskazujace na réznice potozenia grupy 4'-OH.
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Inhibicja TyrRS przez flawonoidy ma w wigkszosci przypadkéw charakter
kompetycyjny, co oznacza wigzanie w kieszeni aktywnej enzymu. W celu okreslenia
mechanizmu oddziatywania tych zwigzkow wykorzystano modelowanie molekularne.
Wyniki tej analizy wskazuja, ze w wigzaniu flawonoidéw w kieszeni aktywnej TyrRS E. coli
uczestniczg aminokwasy zaangazowane w wigzanie tyrozyny w kieszeni aktywnej: Tyr37
oraz GIn179 (podobnie jak w strukturze krystalicznej TyrRS - Tyr (Rys. 3.14 [165]). Z
rezultatow modelowania wynika, ze Tyr37 moze wchodzi¢ w interakcje z czasteczky
flawonoidu za posrednictwem wigzan wodorowych z grupa 5-OH (1,7 A dla akacetyny) i 7-
OH (2,6 A dla akacetyny oraz kemferydu), natomiast Gln179 oddziatuje prawdopodobnie z
tlenem znajdujacym si¢ w pozycji 1 pierScienia C (2,7 A dla kemferydu) (Rys. 5.22) na co
wskazuja odleglosci pomiedzy potencjalnym donorem i akceptorem protonu.

Grupa metoksylowa w pozycji 4’ pierScienia B zajmuje miejsce analogiczne do 3’-OH
rybozy i moze oddziatywaé z His51 (2,2 A dla akacetyny) (His51 bierze udziat w wigzaniu vy -
fosforanu czgsteczki ATP). W zaleznosci od rodzaju flawonoidu (nasycone badz nienasycone
wigzanie C2-C3 w pierScieniu C, grupa 4°0OCH3; moze znajdowaé si¢ w nieco innym
potozeniu. Wptywa to na sit¢ jej oddziatywania z His51. Gly198 (ktéra w kompleksie TyrRS
- TyrAMP tworzy wigzanie wodorowe z 2’OH rybozy) oddzialuje z grupa 3-OH (2,8 A dla
kemferydu) oraz tlenem bedacym podstawnikiem wegla 4 w pierscieniu C flawonoidu (2,7 A
dla kemferydu) (Rys. 5.22).

A
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Rys. 5.22. Model potencjalnego oddziatywania flawonoidow w kieszeni aktywnej TyrRS E.
coli; A: akacetyna, B: kemferyd.

Analiza zalezno$ci pomiedzy struktura chemiczng 1 aktywnoscig flawonoidow
doprowadzita do wyznaczenia zwigzku wiodacego, ktéry w dalszych badaniach poddany
zostanie modyfikacjom w wybranych miejscach (Rys. 5.23). Potencjalne miejsca modyfikacji
zostaty okreslone w celu obnizenia statej inhibicji K; oraz minimalnego stezenia hamujacego
MICso wobec bakterii.

R,
Ry R1 — grupy: -CHs, -OCHjs, -C,Hs, -OC;Hs -NH,, -NHR
czy -NR,
HO o R2, R3, R4 —np. -NO,, -CN,-COR, -CHO, -COOR, -

C=C, -Ph, halogeny, grupy elektrodonorowe

R, o}

Rys. 5.23. Struktura zwigzku wiodacego wraz z proponowanymi modyfikacjami.

Poszukujgc potencjalnych inhibitoréw allosterycznych zbadano réwniez inne zwigzki
pochodzenia naturalnego. W$rdd nich wyodrebniono rowniez kilka hamujacych aktywno$¢
TyrRS E. coli, sg to: sangwinaryna (24 uM), kolchicyna (1,2 mM), sparteina (2,59 mM) oraz
kinetyna (2,23 mM) i kwas ursolowy (76,6 uM) [Tab. 5.5]. Metodg Dixona wyznaczono typ
inhibicji kwasu ursolowego oraz sangwinaryny (Rys. 5.24). Wyniki wskazuja, ze oba zwigzki
sg inhibitorami niekompetycyjnymi wigzacymi si¢ z TyrRS niezaleznie od substratu
wplywajac na zmniejszenie szybkosci reakcji czyli ilosci czasteczek enzymu dostgpnych dla
substratu. Chociaz sugerowano juz hamujacy wplyw alkaloidow na aktywno$¢ syntetaz w
przypadku sparteiny [194] to sangwinaryna i kolchicyna sa nowymi zwigzkami w tej grupie.
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Tab. 5.5. Warto$ci inhibicji zwigzkoéw naturalnych oraz ich wiasciwosci fizykochemiczne.
Parametry cLogP i tPSA oraz liczbe akceptoréw i donoréw wigzan wodorowych (Ha/Hd) i
wigzan rotujgcych (WR) obliczono z wykorzystaniem programu  Molinspiration
Cheminformatics

tPSA

Ki/1Cs My Ha/Hd cLogP A) WR
Sangwinaryna | K;: 49,93x10°M | 332,335 | 5/0 0,797 40,821 0
Kolchicyna ICs0: 1,2 mM 41347 | 7/1 1,686 83,105 6
Sparteina 1Cs0: 2,59 MM 234,387 | 2/0 2,897 6,476 0
Kwas Ki: 85,39x10°M | 456,711 | 3/2 6,789 57,527 1
ursolowy
Kinetyna 1Cs0: 2,23 MM 215,216 | 6/2 1,265 79,634 3
A B
[pmol,flm[m]] [|::ch.¥1|:1'{¥§J
1.60 0.78
1.40 0.68
1.20 0.58
1.00 0.48
Bﬁ? 0.38
. / ?2/8_
- /
084

28070 60 50 -40 30 20 -10 0 107 20 30 a0 50 60 70 &0  uM 0 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 uM
[1] [1]

Rys. 5.24. Wykres hamowania aktywnosci TyrRS E. coli (metoda Dixona)
A) Kwas ursolowy, B) Sangwinaryna
Tyr: o-5 uM, 0-2,5 uM, 0-1,25 uM.

5.2.2. ZwiazKi syntetyczne

Zwiazki syntetyczne, wsrdd ktorych zidentyfikowano inhibitory bakteryjnej TyrRS
podzielono na 3 grupy:

e Analogi tyrozyny [Tab. 5.6]
e Analogi nukleozydow [Tab. 5.7]
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e Analogi tyrozyloadenylanu [Tab. 5.8]

Poszukiwanie inhibitorow wsrod zwigzkow syntetycznych rozpoczeto od tych, ktore
potencjalnie moglyby konkurowaé¢ o miejsce wigzania w centrum aktywnym TyrRS z
tyrozyng (zatgcznik: zwigzki 103 — 108). Potencjal inhibicyjny tych zwigzkéw byt maty,
najnizsza wartos¢ ICso uzyskano dla N - hydroksyfenyloglicyny (ICso: 314 uM), pozostate
mieszczg si¢ w przedziale 654 — 1250 uM [Tab. 5.6]. W tym przypadku wydtuzenie tancucha
alifatycznego oraz zastgpienie grupy karboksylowej grupa aminowa skutkuje wzrostem
wartosci I1Csg.

Tab. 5.6. Wartosci inhibicji zwigzkow syntetycznych, analogdéw tyrozyny, oraz ich
wiasciwosci fizykochemiczne. Parametry cLogP i1 tPSA oraz liczbg akceptorow i donorow
wigzan wodorowych (Ha/Hd) i wigzan obrotowych (WO) obliczono z wykorzystaniem
programu Molinspiration Cheminformatics

- 1Cs M.W. Ha/ tPSA
Nr R [uM] [Da] Hd LogP A] WO
103 i 167,164 |3/4 |-0,351|69,554 |3
\)Lcm 314

106 0 189,214 |2/3 |1,042 |49,326 |3
/
N 654
HO'
[e]

107 P 19123 |2/3 |1,564 49,326 |4
Ho

108 7 207,273 [2/3 |2,14 |49.326 |5
MHN 1250
o

* numery wg zalacznika

Analogi nukleozydow wykazywaty najstabszy potencjal hamujacy (zatacznik: zwiazki
184 - 191). Jedynie dla zwigzkéw nr 184 i nr 185 ICsp < 1 mM [Tab. 5.7]. ATP nie tworzy
rozbudowanej sieci wigzan z TyrRS, co ma odzwierciedlenie w wartosci Kg — 0,5 mM. Zatem
mozna oczekiwaé, ze jego pochodne oddzialuja w podobny sposodb, co manifestuje si¢
wysokimi warto$ciami ICsy.
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Tab. 5.7. Wartosci inhibicji zwigzkow syntetycznych, analogéw nukleozydow, oraz ich
wlasciwosci fizykochemiczne. Parametry cLogP i tPSA oraz liczbg akceptoréw i donoréw
wigzan wodorowych (Ha/Hd) i wigzan obrotowych (WQO) obliczono z wykorzystaniem

programu Molinspiration Cheminformatics.
o

OH

Nr*

1Cso

[mM]

Mw

[Da]

Ha/
Hd

LogP

tPSA

WO
[A]

186 OH 1195 403,283 |11/4 |-5,123 |161,77 |6
7\ n_Hl_g_
— |
188 et 2397 |548,567 |9/2 3,854 112,03 |9
189 OH >2000 (403,283 |11/4 |-5,242 |161,77 |6
TN\
N—-HP—%—
/T
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190 >2000 (306,385 |11/2 |-4,43 155,82

O——TV—/——O0

191 >2000 (416,278 |11/2 |-4,591 155,82

Ot

* numery wg zatacznika

Sposréod  przebadanych  grup  zwigzkow  najnizszymi  warto$ciami  ICsg
charakteryzowaty si¢ analogi tyrozyloadenylanu [Tab. 5.8]. Stala dysocjacji Ky dla
tyrozyloadenylanu wynosi ok. 10 pM, podczas gdy Ky dla tyrozyny i ATP to odpowiednio 15
um i 0,5 mM [201]. Stata dysocjacji informuje o sile wiagzania substratu do enzymu, zaleznej
od komplementarnos$ci, czyli wzajemnego dopasowania przestrzennego struktur. Im nizsza
warto§¢ Ky tym wyzsze powinowactwo. Zatem tak wysokie powinowactwo
tyrozyloadenylanu do enzymu, na co wplyw ma zaréwno komplementarnos¢ jak i liczba
wigzan chemicznych stabilizujacych ten kompleks uzasadnia nizsze, w poréwnaniu do
analogow Tyr i nukleozyddéw wartosci ICsp jego analogdéw (Rys. 5.25).

Cys-35—sn

Rys. 5.25. Miejsce wigzania /TyrAMP do TyrRS E. coli.
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Tab. 5.8. Wartosci inhibicji zwigzkow syntetycznych, analogéw tyrozyloadenylanu, oraz ich
wlasciwosci fizykochemiczne. Parametry cLogP i tPSA oraz liczbg akceptoréw i donoréw
wigzan wodorowych (Ha/Hd) i wiagzan obrotowych (WQO) obliczono z wykorzystaniem
programu Molinspiration Cheminformatics.

ST X

[e) @) R1
* 1Csq M, Ha/ tPSA




78 |OCHj; \ \ 202 360,366 |8/3 0,939 [117,869 |9
H
/i{\/N 0o
0
83 |OH Q 278 369,377 |8/3 -1,685 119,298 |5
\N
N
T
80 |OCHj; O\\ 302 460,552 [8/2 2,753 113,011 (8
/s—< :}—
N \\O
b5
87 |OCHj; MOz 396 455,389 |9/3 3,128 133,482 |11
A
F F
F
85 |OCH; F 533 363,41 5/2 2,815 |75,631 |8
-~ Li{z\s
88 |OCHj; 0 536 426,385 |[11/2 (1,268 |156,352|8
"LL:\ NO,
- N
<
68 |OH /@ioj 649 343,335 |7/3 -0,26 105,093 |5
o o
79 |OCH;, 1880 |425,529 |[7/2 2,72 91,233 |9
T
A
il
75 |OCH; >2000 |395,415 |8/3 1,703 |121,385(8
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77 |OCH;, 0 >2000 |395,415 |8/3 |1,82  |121,385|8
”|
//\/kN
H
72 |OCH;s N >2000 |324,336 |6/2 2,06 99,423 |6
-
74 |OCH;s 0 >2000 |383,404 |8/2 |0,933 108,304 |7
S
<
73 |OCH; 2 >2000 (402,447 |8/2 |1551 |113,011|8
/—/N
7
[0}
N
\
HO 0 R,
70 |OCH;s ‘“{ 1540 472,541 |7/12 4,086 |97,636 |7
69 | OH /7 >2000 | 301,364 | 6/3 |-1,613 [103,696 |5
SO%
Inne
95 o T 80 | 474,374 |12/6 [1,269 |208,12 |11
QA\*IX )
100 % 411 | 458515 | 8/1 |2,412 [105402 |6
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HO!

HO,

OH

ow
I

5

o

T

HO
o

482

OH

OH

482,394

13/9 (0,023 [234,662

* numery wg zalacznika

Inhibitory bedace analogami tyrozyloadenylanu podzielono na 2 grupy:

1.

zwigzek nr 89; 90, 86, 84, 82, 81, 78, 76, 71;

2. Stabe inhibitory wykazujace wiecej niz 50% aktywnosci enzymatycznej w stezeniu
200 uM: zwigzek nr 88, 87, 85, 83, 80, 79, 70, 68 (Rys. 5.26).

W przypadku zwiazkow: 75, 77, 72, 74, 73 i 69 nie stwierdzono inhibicji TyrRS (I1Csg

powyzej 2 mM) [Tab. 5.8].

Inhibitory wykazujace 10% - 50% aktywno$ci enzymatycznej w stezeniu 200 puM:

A B C

L |
—_ 90] 90 90
S |
= 80 80 80
o
i 70 70 70
1)
©
c 60 601 60
£
= 50 50 50
©
NTY 40 40 40
2
=) 30 30 30
3 1
E 20 20 e 20

10 — 10 10
0.00 0.10 020 030 000 020 040 0.6C 0.00 0.20 040 | 0.60

Stezenie inhibitora [mM]

Rys. 5.26. Wykresy wydajnosci aminoacylacji tRNA katalizowanej przez TyrRS E. coli w
zaleznoSci od stezen inhibitorow: A) zwigzek nr 82, B) zwiagzek nr 90 1 C) zwigzek nr 83.

Najsilniejszym inhibitorem z tej grupy okazal si¢ zwigzek nr 90. ICso dla tego
analogu tyrozyloadenylanu wynosi 14,98 uM. Warto$¢ te mozna ttumaczy¢ duzg iloScig
wigzan rotujacych, co umozliwia dopasowanie przestrzenne do kieszeni aktywnej enzymu, co
potwierdzono przez natozenie struktur tyrozyloadenylanu oraz kwasu 2 - (4 - amino - 2 -
(benzyloksykarbonyl - amino) — 4 - oksobutanamido - 3 - (4 - hydoksyfenylo) propionowego
(zwiazek nr 90) (Rys. 5.27, 5.28).

Wigkszos$¢ zwigzkow z grupy analogéow aa — AMP spelnia kryteria Lipinskiego dla
potencjalnych terapeutykow. Pozbawienie czgsteczki grupy karboksylowej wyraznie wplywa
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na podwyzszenie warto$ci ICsp a tym samym na obnizenie potencjatu hamujgcego inhibitora
[Tab. 5.8].

Oprécz wyzej wymienionych inhibitorow aktywnos¢ hamujaca zaobserwowano
rowniez w przypadku zwigzkéw 95, 100, 97. Podobnie jak w przypadku zwigzku nr 90,
zwigzek nr 95 (ICsp = 80 puM) wyroznia si¢ duzg iloScig wigzan rotujacych , co moze
wplywac na utozenie w centrum katalitycznym enzymu.

Rys. 5.27. Nalozenie struktur Tyr - AMP oraz zwigzku nr 90. Wskazuje na mozliwe utozenie
inhibitora w kieszeni aktywnej.
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Rys. 5.28. Widok stereo A) struktury krystalicznej AMP, B) zwigzku nr 90, C) zwiazku nr 95
wskazujacy na ich mozliwe utozenie miejscu aktywnym TyrRS E. coli.

5.3. Badanie wplywu zwiazkow niskoczasteczkowych na aktywnos¢ TyrRS S. aureus i P.
aeruginosa oraz S. scrofa domestica in vitro

W przypadku rekombinowanego enzymu TyrRS E. coli najsilniejsze inhibitory (ICsq <
50uM) to: EGCG, akacetyna, kemferyd, biochania A, chryzyna, hesperetyna, galangina,
apigenina 1 naringenina. Natomiast w badaniach przy uzyciu mieszaniny enzymoéw
wyizolowanej z S. aureus i P. aeruginosa wyznaczone wartoséci sa Srednio 10 - 100 razy
wyzsze. Floretyna, chryzyna i akacetyna hamuja TyrRS S. aureus w st¢zeniach odpowiednio
100, 142 i 146 pM natomiast chryzyna i akacetyna hamuja TyrRS P. aeruginosa TyrRS w
stezeniach odpowiednio 567 i 789 uM. Zaden z testowanych zwigzkéw polifenolowych w
badaniach przy uzyciu mieszaniny biatek wyizolowanej z S. scrofa domestica nie hamowat
aktywnosci eukariotyczej TyrRS w stgzeniu mniejszym niz 1 mM [Tab. 5.9]. Daje to
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podstawy do stwierdzenia, ze TyrRS cytoplazmatyczna ssakow, nie jest hamowana lub
hamowana w znacznie mniejszym stopniu niz TyrRS bakteryjna. Obserwacja ta stanowi
podstawe do wykorzystania flawonoidow w zapobieganiu i leczeniu infekcji bakteryjnych.

Natomiast w przypadku alkaloidow nie odnotowano gatunkowo specyficznej
selektywnosci.

Tab. 5.9. Wartosci inhibicji (uM) zwigzkéw naturalnych wobec TyrRS S. aureus, P.
aeruginosa oraz S. scrofa domestica w mieszaninie biatek.

S. aureus (1Csp) P. aeruginosa (ICs) | S. scrofa domestica (1Cs)
Kemferyd 766 1250 1550
Galangina 887 1131 1890
Kemferol 1590 2335 1680
Kwercetyna 1430 >2500 2350
Akacetyna 146 789 1800
Chryzyna 142 567 1430
Apigenina 218 2390 >2500
Bajkaleina 570 >2500 >2500
Luteolina 725 >2500 1000
Skutelaryna >2500 >2500 >2500
Hesperetyna 1690 >2500 2250
Narigenina 1235 >2500 >2500
Biochanina A 455 1790 >2500
Genisteina 712 1240 1790
Floretyna 99,8 2793 >2500
EGCG >2500 >2500 >2500
Pelarg_;onidyna 970 1530 1820
ﬂqwinaryna >2500 549 200

Kwas ursolowy | 1800 1560 678

Tab. 5.10. Wartos$ci inhibicji zwigzkow syntetycznych wobec TyrRS S. aureus, P. aeruginosa
oraz S. scrofa domestica w mieszaninie biatek.

Nr zwigzku S. aureus (I1Cx) P. aeruginosa (ICsy) | S. scrofa domestica (1Cs)
90 97 675 2100
89 75 987 >2500
86 342 1200 1800
82 321 1780 2340
71 615 2111 >2500
81 2100 >2500 >2500
76 1750 >2500 >2500
84 576 >2500 1720
184 709 1980 638
185 1450 >2500 431

Znaczace roznice w aktywnosci flawonoidéw jako inhibitorow TyrRS pomig¢dzy bak-
teriami a S. scrofa domestica, wynikajg z zasadniczych réznic w architekturze miejsca aktyw-
nego w przypadku prokariota i eukariota. Porownanie struktury przestrzennej (Rys. 5.29) oraz
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sekwencji (ang. alignment) TyrRS E. coli, P. aeruginosa, S. aureus wskazuje na duzg zacho-
wawczos$¢ reszt aminokwasowych zaangazowanych w oddziatywania z tyrozyng i ATP. Na-
tomiast w sekwencji ludzkiej TyrRS wystepuje kilka znaczacych rozbieznosci, co przektada
si¢ na réznice w geometrii miejsca wigzania widoczne na Rys. 5.25 I nie pozostajac bez
wplywu na oddziatywania w miejscu aktywnym (Rys. 5.30).

Rys. 5.29. Pordwnanie struktur przestrzennych domeny katalitycznej TyrRS z bakterii
(biata) 1 cztowieka (niebieska). Kolorem czerwonym zaznaczono tyrozyne.
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Rys. 5.30. Porownanie sekwencji TyrRS z E. coli, P. aeruginosa, S. aureus i H. sapiens (ko-
lorem czarnym zaznaczono aminokwasy identyczne, kolorem szarym aminokwasy o podob-
nych wlasciwosciach). Roznice w sekwencji motywu HIGH: E. coli: HLGH, P. aeruginosa:
HVGH, S. aureus: HIGH, H. sapiens: HVAY oraz KMSKS: E. coli: KFGKT, P. aeruginosa:
KMGKS, S. aureus: KFGKS, H. sapiens: KWGGN. Aminokwasy biorace udzial w wigzaniu
czgsteczki flawonoidu zazanczono czerowng strzatka.
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Na podstawie kompleksu TyrRS — fisetyna [171] oraz modelowania stwierdzono, ze
pomiedzy grupa 5-OH czasteczki flawonoidu a Tyr37, GIn195 oraz 11e196 E. coli (Leu i Val
w przypadku P. aeruginosa i S. aureus) tworzy si¢ wigzanie wodorowe.W sekwencji biatko-
wej enzymu ludzkiego alifatyczna Ile196 zastgpiona jest przez polarng Thr219 a liniowa
GIn195 przez cykliczng Pro216. Obecnos¢ tej ostatniej wprowadza duze ograniczenia kon-
formacyjne (podobna zalezno$¢ wystepuje w przypadku grupy 7-OH) [Tab. 5.11].

Polarna, hydrofilowa His51 E. coli wigzaca grupe 4’-OCHg, ktorej odpowiednikami sg His55
i His50 u P. aeruginosa i S. aureus u cztowieka zastapiona jest przez aromatyczng i hydrofo-
bowa — Tyr52.

W wigzaniu tlenu z grupy OH w pozycji 1 pierscienia C flawonoidéw bierze udziat Gln179
(GIn178 P. aeruginosa i GInl75 S. aureus). W przypadku enzymu H. sapiens w pozycji tej
znajduje si¢ cykliczna Pro200. Natomiast odpowiednikiem polarnej i hydrofobowej Cys38
jest aromatyczny Trp40. Aromatyczne aminokwasy (Trp40 oraz Tyr219) w eukariotycznym
enzymie odpowiadaja zaangazowanym w wigzanie tlenu w pozycji 4 pierscienia C resztom
Cys38 i Gly198 u bakterii (Gly197 P. aeruginosa i Gly 193 S. aureus) [Tab. 5.11]. Obserwo-
wane roznice w sekwencji pomi¢dzy enzymem eukariotycznym i prokariotycznymi, s3
(prawdopodobnie na skutek niemozliwosci dopasowania si¢ inhibitora do kieszeni katalitycz-
nej) odpowiedzialne za stabe lub brak wigzania inhibitora do TyrRS z H. sapiens, czego kon-
sekwencja jest brak hamowania jej aktywnos$ci przez te zwiazki i mozliwo$¢ wykorzystania
ich w zapobieganiu zakazeniom jak rowniez potencjalnej terapii.

Tab. 5.11 Aminokwasy zaangazowane w wigzanie flawonoidéw w TyrRS E. coli, P. aerugi-
nosa. Kolory wg diagramu Venn’a (Rys. 5.31).

E. coli P. aeruginosa S. aureus H. sapiens
Pierscien A
5-OH Tyr37 Tyrdl Tyr36 Tyr39
5-OH GIn195 GIn194 GIn190 Pro216
5-OH 11e196 Leul96 Val191 Thr219
7-OH Tyr37 Tyr4l Tyr36 Tyr39
7-OH GIn195 GIn194 GIn190 Pro216
Pierscien B
4'-OCH; [Hiss1  [His55  [His50 [ Tyr52
Pierscien C
10 GInl179 GIn178 GIn175 Pro200
10 Gly39 Gly41l Gly36 Gly39
10 Cys38 Leu4? Cys37 Trp40
3-OH Gly198 Gly197 Gly193 Ser221
4=0 Cys38 Leu4? Cys37 Trp40
4=0 11e196 Leul96 Vall191 Tyr219
4=0 Gly198 Gly197 Gly193 Ser221
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Rys. 5.31. Diagram Venn’a przedstawiajacy podzial aminokwasow ze wzgledu na wlasciwo-
sci fizykochemiczne. Globalny podziat obejmuje trzy kategorie: wielko$¢ (mate 1 duze) [kolor
70tty], polarnos¢ (polarne i apolarne) [kolor zielony] oraz powinowactwo do wody (hydrofo-
bowe i hydrofilne) [kolor czerwony].

5.4. Wyznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MICsp) dla inhibitorow.

Przeciwbakteryjne dziatanie najsilniejszych inhibitoréw TyrRS oceniono w
warunkach in vitro metoda mikrorozcienczen [152,153]. Wyniki przedstawiono w tabeli 5.12.
Cze$¢ badanych zwiazkow wykazywata wysoka aktywnos¢ wobec S. aureus i nieco stabsza
przeciwko P. aeruginosa: kemferyd, akacetyna, biochanina A, kwas ursolowy i sangwinaryna
oraz E. coli: kwercetyna i pelargonidyna. Najnizsze wartosci MICsy obserwowano dla
zwigzkow charakteryzujacych si¢ niskimi wartosciami ICso W stosunku do TyrRS [Tab. 5.3].

Wartosci MICsg dla badanych flawonoidéw mieszcza si¢ w zakresie od 30 do 240
pug/ml w przypadku bakterii Gram (+) i 50 — 480 pug/ml w przypadku bakterii Gram (-).
Wartosci < 50 ug/ml dla S. aureus obserwowano w przypadku sangwinaryny (alkaloid),
kemferydu, akacetyny i luteoliny oraz dla P. aeruginosa.w przypadku kwasu ursolowego i
kemferydu. Najbardziej aktywna przeciwko E. coli byta kwercetyna [Tab. 5.12].

Tab. 5.12. Wartosci MICsg (ang. minimal inhibitory concentration) dla E. coli, S. aureus i P.
aeruginosa

E. coli S. aureus P. aeruginosa

Kemferyd 80 30 51

Galangina 280 75 NA
Kemferol NA NA 180
Kwercetyna 50 175 100
Akacetyna 150 52 130
Chryzyna 280 240 280
Apigenina NA 125 NA
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Bajkaleina 230 240 280
Luteolina 180 50 350
Skutelaryna NA NA NA
Hesperetyna 210 250 420

menina 260 130 480
Biochanina A | 90 60 130
Genisteina 155 150 210
Floretyna NA NA NA
EGCG 425 90 420
Pelargonidyna | 80 90 190
Sangwinaryna | 158 6 480
Kwas 250 60 8
ursolowy

5.5. Oznaczenie cytotoksycznosci i hamowania proliferacji linii komorkowych przez
badane zwiazki niskoczasteczkowe

Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéow 1 ich wplyw na proliferacje komorek
eukariotycznych oceniono stosujagc metode polegajaca na kolorymetrycznym oznaczeniu
stezenia formazanu powstajacego w wyniku rozktadu tetrazolu (MTT) redukowanego w
zywych komorkach przez mitochondrialng dehydrogenaze bursztynianowa. Wyniki wyrazone
sg w procentach w odniesieniu do kontroli pozytywnej (komorki nietraktowane badanym
zwigzkiem) i odzwierciedlajg aktywno$¢ metaboliczng i zywotno$¢ komorek (Rys. 5.32).
Analiza cytotoksycznosci wzgledem komorek liniit HEK293T wykazala, ze testowane zwigzki
cechujg si¢ umiarkowang cytotoksyczno$cig, a wpltyw flawonoidow na zywotno$¢ i
proliferacje komorek widoczny jest dopiero w stezeniu 10 — 100 puM. Najwyzsza
cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek HEK293T wykazywaty alkaloidy: sangwinaryna i
kwas ursolowy (ok. 2,5 png/ml) [Tab. 5.13].

Tab. 5.13. Wartosci ICsp [pg/ml] wyznaczone w tescie MTT oraz indeks terapeutyczny

(IVTI) in vitro dla E. coli, S. aureus i P. aeruginosa.
TI — stosunek stezenia zwiazku wywolujacy 50% zahamowanie proliferacji komorek do st¢zenia wywolujacego
50% zahamowanie wzrostu bakterii.

HEK?293T Indeks terapeutyczny

I1Cso IVTI (E. IVTI (S. IVTI (P.

(ng/ml) coli) aureus) aeruginosa)
Kemferyd 50 0,625 1,67 0,98
Galangina 35.7 0,127 0,476 -
Kemferol 35 - - 0,194
Kwercetyna 80 1,6 0,46 0,8
Akacetyna 72,4 0,48 1,39 0,57
Chryzyna 33,9 0,12 0,14 0,12
Apigenina 46 - 0,368 -
Bajkaleina 30 0,132 0,125 0,107
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Luteolina 2,4 0,013 0,048 0,007
Skutelaryna 543 - - -
Hesperetyna 65 0,31 0,26 0,155
Narigenina 56 0,215 0,43 0,117
Biochanina A 98 1,09 1,63 0,75
Genisteina 39,7 0,256 0,26 0,19
Floretyna 153,4 - - -
EGCG 62 0,15 0,7 0,15
Pelargonidyna 778 9,725 8,64 4,09
Sangwinaryna 9 0,057 1,5 0,019
Kwas ursolowy 9 0,036 0.15 1,125
A B
120 120
100 I 100 I T ]
S| g b1 g
9 — 80 +—
2
‘g 60 —— I 60 +—
2 |
5 40 +— . 40 +—
g 20 +— _— 20 1—
o
E\. 0 T T T 1 O T T T T T I 1
N 0 0,05 0,1 0,25 0 005 01 025 05 1
stezenie zwigzku (mM)

Rys. 5.32. Cytotoksyczno$¢ kwercetyny (A) i pelargonidyny (B) wzgledem komorek
HEK293T.

Chociaz cytotoksyczno$§¢ badanych zwigzkéw wobec eukariotycznych komorek
HEK293T jest zblizona do ich potencjalu antybakteryjnego, to indeks terapeutyczny
kemferydu, akacetyny, biochaniny A, pelargonidyny i sangwinaryny w przypadku S. aureus
oraz kemferydu, kwercetyny i pelargonidyny dla E. coli oraz P. aeruginosa jest wigkszy niz
1. Na podstawie powyzszych wynikow mozna wnioskowac, ze najlepszym kandydatem na
antybakteryjny inhibitor TyrRS jest pelargonidyna: K; dla rekombinowanego enzymu TyrRS
E. coli wynosi 169 pug/ml a MICso 80 ug/ml, podczas gdy 1Cso dla HEK293T to 210,8 ug/ml.
Indeks terapeutyczny osiaga 9,7, co oznacza, ze pelargonidyna moze by¢ bezpiecznym i
skutecznym zwigzkiem przeciwbakteryjnym. Analizujac otrzymane wyniki mozna zauwazyc,
ze roznorodne potozenie podstawnikow w czasteczce flawonoidu nadaje jej odmienne
wlasciwosci chemiczne 1 fizyczne, co przektada si¢ na indywidualny metabolizm danego
zwigzku 1 jego aktywnos$¢ biologiczng. Réznice w budowie moga mie¢ rowniez wplyw na
niejednorody mechanizm pobierania i transportu polifenoli przez blong komorkowa. Obecnie
postuluje si¢, ze w trancporcie biorg udziat zardowno pompy ATP - zalezne jak niezalezne od
ATP transportery np. bilitranslokaza, dziatajaca na zasadzie uniportu, ktora katalizuje
transport elektrogeniczny BSP, bedacego strukturalnym mimetykiem flawonoidow. W
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przypadku bakterii zaklada si¢ transport aktywny przez btong¢ komorkowag przez systemy
zalezne od tlenu [202].

5.6. Badanie wplywu wybranych inhibitorow na inwazyjnos¢ E. coli wobec komorek
VERO

W celu zbadania wptywu badanych inhibitoréw na leczenie badz zapobieganie
zakazeniu komorek ludzkich bakteriami patogennymi badano wzrost komorek VERO
infekowanych inwazyjnym szczepem E. coli, w obecno$ci badanych inhibitorow. Aby
otrzymac inwazyjny szczep E. coli wprowadzono do niego plazmid pGB2Q2 inv/hly. Plazmid
ten zawiera gen kodujacy inwazyne — biatko z Yersinia pseudotuberculosis umozliwiajace
whnikanie bakterii do komorek eukariotycznych zawierajacych w btonie komoérkowej P -
integryny. Obserwacje wnikania komorek bakteryjnych do komorek eukariotycznych
umozliwilo eksprymowane przez nie biatko zielonej fluorescencji kodowane przez gen
znajdujacy si¢ na plazmidzie pAT505

Tak otrzymane inwazyjne bakterie E. coli w stezeniach 2,5x10’/ml dodane zostaty do
komorek VERO w pozywce EMEM zawierajacej badany inhibitor w stezeniach 0 — 0,5mM i
inkubowane przez 2 - 4h w 37°C. Ilo$¢ bakterii, ktére wniknety do komérek VERO oceniono
na podstawie obserwacji fluorescencji biatka GFP przy uzyciu mikroskopu optycznego
umozliwiajacego obserwacje¢ fluorescencii.

Sposrod przebadanych zwigzkow [Tab. 5.4] akacetyna i biochanina A wykazywatly
wlasciwosci bakteriobdjcze w stezeniu 100 uM natomiast kemferol oraz pelargonidyna w
stezeniu 500 puM (Rys. 5.33). W przypadku biochaniny A oraz pelargonidyny widoczne
jednak bylty zdecydowane zmiany w morfologii 1 liczebnosci komérek VERO. Wyniki

wskazuja, 1z ww. zwiazki skutecznie chronity eukariotyczne komoérki VERO przed inwazja
patogenu.

Rys. 5.33. Komorki VERO zainfekowane inwazyjnym szczepem E. coli (plasmid pGB2Q
inv/hly) produkujace biatko zielonej fluorescencji (plasmid pAT505): A: W obecnosci 100
uM akacetyny; B: Kontrola bez akacetyny
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6. Podsumowanie

Celem pracy bylo znalezienie nowych inhibitoréw bakteryjnej syntetazy tyrozylo -
tRNA. Znaczaca wickszo$¢ zwigzkéw wykazujacych wiasciwosci hamujace to zwigzki
naturalne, gléwnie flawonoidy.

W ramach realizowanej pracy badawczej:

1. Wyznaczono warto$ci ICso wobec TyrRS prokariota dla wszystkich badanych zwigzkéw
niskoczgsteczkowych oraz wyznaczono warto$ci statej inhibicji (Kj) oraz okresleno typ
inhibicji badanych zwigzkow niskoczasteczkowych wobec TyrRS prokariota dla
inhibitorow naturalnych o 1Cso <200 uM. Wsrdd zwigzkow naturalnych najsilniejszymi
inhibitorami sa: akacetyna K;: 5,12 x 10°M, EGCG K;: 7,5 x 10°M oraz kemferyd Ki;:
9,1 x 10°M. Wsrod zwiazkéw syntetycznych najbardziej aktywnymi zwiazkami
okazaly si¢ analogi aminoacyloadenylanu. Kwas 2 - (4 - amino - 2 -
(benzyloksykarbonylamino) - 4-oksobutanamido) - 3 - (4 - hydroksyfenylo) propionowy
charakteryzowat si¢ wartoscig ICso: 14,98 uM.

2. Sprawdzono wptyw wyselekcjonowanych inhibitoréw na aktywno$¢ eukariotycznej
TyrRS. Zaden ze zwigzkow polifenolowych nie hamowat aktywnos$ci TyrRS w stezeniu
mniejszym niz 1 mM. Jedynie sangwinaryna, kwas ursolowy oraz zwiazki nr 184 i 185
hamowaty TyrRS eukariotyczng na podobnym poziomie jak prokariotyczng.

3. Oceniono cytotoksycznos¢ wybranych zwigzkéw na linii komorkowej HEK293T.
Testowane zwiazki naturalne wykazywaly umiarkowang cytotoksyczno$¢ w stezeniach
10-100 uM

4. Wyznaczono warto$¢ MICsy wybranych zwigzkow dla E. coli, S. aureus, P. aeruginosa.
Najbardziej aktywnymi zwigzkami okazaty si¢: kemferyd, akacetyna, biochanina A oraz
pelargonidyna.

5. Zbadano wptyw wybranych inhibitorow na zywotnos¢ komoérek VERO zakazonych
inwazyjnym, wnikajagcym do komorek szczepem E. coli. Ponownie, akacetyna oraz
pelargonidyna wykazywaty wlasciwosci bakteriobdjcze w stezeniu 100 uM.
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152.| 2°C - metylocytydyna e
]
N/KO
HO
(0]
OH OH
153. | 4N - benzylo - 2°C - NH ©
metylocytydyna \ /
(]
N/KO
HO
o
OH OH
154.|5-fluoro-2’-C - N2
metylocytydyna F ‘ Ny
N/KO
HO
(0]
OH OH
155.| 5 - fluoro - N*2’ - C - o
dimetylocytydyna .
]
N/KO
HO
(¢]
OH OH
156. | 5- aza - 2’ - C - metylocytydyna Nz

HO

OH OH
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157. | 2°C - metylocytydyna e
(]
N/KO
HO.
(0]
OH OH
158. | 4N - benzylo - 2°C - NH/\EO>
metylocytydyna
ylocytydy ‘ . /
N/KO
HO
(o]
OH OH
159.| 5-fluoro-2’-C - Nz
metylocytydyna F ‘ Ny
N/KO
HO
o
OH OH
160. | Dihydrotymidyna \6&
HO
161. | 2’ - trioksazopropionamid

tymidyna (2’PAT)

HO,
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162.

Fluorouracyl

163.

Pseudourydyna

HO.

164.

Fosfonian sodowy 5 -
fluorodeoksyurydyny

OH

165.

Fenylo wodorofosfonian 5 -
fluorodeoksyurydyny

OH

166.

Kwas N - fenylo -
fosforoamidowy 5 -
fluorodeoksyurydyny

167.

5 - fluorourydyna

HO.

OH OH
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168. | 4,4' - (fenylometyleno)
bis(metoksybenzen) 5 -
fluorodeoksyurydyny

OCH; o

169. | Kwas N - (pirydyn - 4 - ylo)
fosforoamidowy 5 -
fluorodeoksyurydyny

170. | Pirydyn - 3 - ylo
wodorofosfonian 5 -
fluorodeoksyurydyny

OH

171.| Pirydyn - 3 - ylometylo
fosfonian wodoru 5 -
fluorodeoksyurydyny

OH

172.| 3’ - benzaldehyd 5 -
fluorodeoksyurydyny

HO

Syntetyczne hormony roslinne

173.| 1 - fenylo - 3 - pirydyn - 4 -
mocznik
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174.

1,3 - bis - (pirydyn - 4 - ylo)-
mocznik

175.

Kwas 3 - [(pirydyn - 4 - ylo)
amino karbamoilo] benzoesowy

176.

N - (3 - (7 - metylobenzo [c]
[1,2,5] oksadiazol - 4 - ylo)
propylo) -4 - (3 - pirydyn - 4 -
ylureido) benzamid

177.

N - (3 - aminopropyl) - 3 -

[(pirydyno - 4-
ylcarbamoilo)amino]benzamid

178.

(1-fenylo-3-(1,2,3-
tiodiazylo mocznik
(Thidiazuron)

179.

N - (2 - chloro - 4 - pyridylo) -
N' - fenylo mocznik

180.

2,4 D; kwas 2,4 -
dichlorofenoksyoctowy

181.

N - izobutylo - 4 -
nitrocycloheksa - 1,3 -
dienamina

NO,
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182.| N - benzylo - 9H - puryn - 6 - N
amina
N
X
1)
W
183.| 3 - [(2 - hydroksyetoksy) /N N\
metylo] -5 - (3 - < | )\/>
hydroksypropylo) - imidazo A N \
[1,2-a] - puryn -9 -on OJ \\\\
/J OH
HO
184.| 7 - etynylo - 3 - [(2 - A
hydroksyetoksy) metylo] - 5 - (3 //
- hydroksypropylo) - imidazo
[1,2-a] - puryn -9 - on N N
00
<N N/‘\N
OJ \\\\
/J OH
HO
185.| 7 - etynylo - 3 - [(2 - A

hydroksyetoksy) metylo] -5 - (3
- hydroksypropylo) - 6 -
metyloimidazo [1,2-a] - puryn -
9-on
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186.

3 - [(2 - hydroksyetoksy)
metylo] -5 - (3-hydroksy-
propylo) - 6 - metylo - 7 - (2 -
fenyloetynylo) imidazo [1,2-a]-
puryn -9 -on

187.| 3 - [(2 - hydroksyetoksy)
metylo] -5 - (3 - hydroksy-
propylo) -7 - (2 - fenyloetynylo)
imidazo [1,2-a]-puryn - 9 - on //
/ N
(I
OJ \\\\
H o
188.| 3 - [(2 - hydroksyetoksy)
metylo] -5 - (3 - hydroksy-
propylo) -7 - [2 - (2 - metylo-
fenylo) etynylo] imidazo [1,2-a]- //
puryn -9 -on
/ N
(I
OJ \\\\
H o
HO
189.| 2,2,2 - trifluoro - N - (3- (3 - ((2 N

- hydroksyetoksy) metylo) - 5 -
(3-hydroksypropylo) - 6 -
metylo - 5,9 - dihydro - 3H -
imidazo [1,2 -] puryn - 7 - ylo) -
prop - 2 - ynylo) acetamid

OH
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190.| 2,2,2 - trifluoro - N - (3- (3-[(2 N
- hydroksyetoksy) metylo] -5 - >/‘/CF3
(3 - hydroksypropylo) -9 - // °
oksoimidazo [1,2-a] - puryn - 7 - </N A\
ylo) prop - 2 - yn - 1- ilo) j]i\
acetamid Ay N)\N\\\\
Hormony
191. | Lewotyroksyna | ' cooH
Howom
|
|
192. | 3,4 - dihydroksyfenyloalanina COOH
(L-dopa)
NH,
HO
OH
Inne
193.| 2,6 - dichloro - benzo tioamid S Nre
Cl Cl
194.| RG108 T
(0]
N
/ NH
[e]
195. | Terbinafina (HiCh

156




196. | Kwas taurodeoksycholowy
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