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STRESZCZENIE

Eukariotyczny ,.kciuk” rybosomalny jest kompleksem biatkowym wchodzacym
w sktad rybosomalnego centrum GTPazowego, ktére odpowiedzialne jest za stymulacje
hydrolizy GTP za posrednictwem translacyjnych GTPaz, biatek ktore wspomagaja rybosom
w procesie translacji. Kompleks ,,kciuka’ zbudowanym jest z rybosomalnego biatka uL.10
oraz unikalnych dla eukariontow biatek P1/P2. Dwa heterodimery P1-P2 razem z biatkiem
uL10 tworza pentameryczny kompleks o konfiguracji uL10(P1-P2).. Kompleks
pentameryczny jest odpowiedzialny za interakcje z translacyjnymi GTPazami, odgrywajac
role w ich wigzaniu do rybosomu oraz bierze udziat w stymulacji hydrolizy GTP za
posrednictwem translacyjnych GTPaz. W konsekwencji, kompleks ten jest odpowiedzialny
za wysoka procesywno$¢ rybosomu w translacji. Rybosomalne biatka wchodzace w sktad
pentamerycznego kompleksu zawieraja wysoce konserwatywny fragment C-terminalny,
ktory jest krytyczny dla interakcji z translacyjnymi GTPazami. Uwaza si¢, ze fragment
C-terminalny sg glowng platforma wigzaca rodzing translacyjnych GTPaz, zapewniajacych
pelng funkcjonalnos$¢ dla rybosomu. Co ciekawe, szereg badah wykazal, Ze biatka te sa
rowniez celem dla biatek z rodziny RIP (ang. Ribosomal Inactivating Protein), ktore sa
uwazane za jedne z najbardziej toksycznych biatek w przyrodzie. Biatka RIP prowadza
depurynacje TRNA w obrgbie centrum GTPazowego, co prowadzi do zahamowania

translacji za posrednictwem rybosomu, a konsekwencjg tego jest Smier¢ komorki.

Celem badawczym w niniejszej pracy byto zdefiniowanie roli poszczegdlnych biatek
P, a przede wszystkim roli indywidualnych fragmentow C-terminalnych w interakcji
z biatkiem RIP - rycyna. W tym celu zbadano interakcj¢ ludzkich kompleksow bialek P oraz
ich form delecyjnych z katalityczng podjednostka rycyny (RTA). Nalezy podkresli¢, ze
mimo wielu lat badan, interakcja biatek RIP z rybosomalnymi biatkami P nie byta doktadnie
zbadania. Opisano udziat biatek P i ich C-koncow w wigzaniu biatek RIP wykorzystujac
szereg badan biochemicznych, ale analizy przeprowadzano wytacznie w tzw. izolowanych
uktadach doswiadczalnych z uzyciem réznych form oligomerycznych biatek P, takich jak
homodimery P2 czy oligomery P1, badz z wykorzystaniem krotkich peptydéw. Z uwagi na
fakt, iz biatka P preferencyjnie tworzg istotne biologicznie heterodimery P1-P2, ktore uznaje
si¢ za centralny element funkcjonalny ,,kciuka” rybosomalnego, w niniejszej pracy zbadano
interakcje dimeru P1-P2 z biatkami RIP, wykorzystujac heterodimer jako tzw. najmniejsza

funkcjonalng jednostke strukturalng ,,kciuka”. W ramach prac badawczych opracowano de
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novo konstrukty genetyczne pozwalajace na otrzymanie tzw. delecyjnych form ludzkich
biatlek P, w ktorych usunig¢to 16-cie konserwatywnych, C-koncowych aminokwasow
(odpowiednio nazwane jako Plac dla biatka P1 pozbawionego fragmentu CTD oraz P2ac
dla biatka P2, takze nie posiadajacego fragmentu C-terminalnego). Zakres prac badawczych
obejmowal szereg dziatan w zakresie biologii molekularnej oraz analiz biofizycznych, m.in.:
inzynieri¢ genetyczng oraz inzynieri¢ biatka, a w tym chromatografi¢ jonowymienng (ang.
Size Exclusion Chromatography, SEC), dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism, CD),
nano-réznicowa fluorymetri¢ skaningowg (ang. nano differential scanning fluorimetry,
nanoDSF), spektrometric mas w warunkach niedenaturujacych (ang. Native Mass
Spectrometry, ,,native”-MS). Ponadto zastosowano techniki do analizy oddziatywan
molekularnych biatko-biatko takie jak termoforeza mikroskalowa (ang. Microscale
Thermophoresis, MST) oraz interferometria bio-warstwowa (ang. Bio-layer Interferometry,
BLI).

Pierwszym zadaniem bylo otrzymanie rekombinowanych biatek P1, P2 oraz ich form
delecyjnych Plac, P2ac. W tym celu przeprowadzono heterologiczng ekspresj¢ biatek P
I W zaleznosci od parametrow biofizycznych poszczegdlnych biatek wykonano ich
oczyszczanie. Otrzymane poszczeg6élne biatka rekombinowane zostaly wykorzystane do
uformowania kompleksow biatkowych: heterodimeru P1-P2, heterodimerycznych form
delecyjnych - P1-P2ac, P1lac-P2, Plac-P2ac oraz homodimeréw P2-P2 i P2xc-P2ac.
W kolejnym etapie przeprowadzono charakterystyke strukturalng otrzymanych kompleksow
biatek P z wykorzystaniem metod biofizycznych takich jak SEC, CD, nanoDSF oraz
»hative”-MS. Réwnolegle, wykonano heterologiczng ekspresj¢ katalitycznej podjednostki
rycyny (RTA). Otrzymane biatko rekombinowane oczyszczono na drodze chromatografii
powinowactwa oraz wykonano, analogiczng do analiz dimerow, charakterystyke
biofizyczng. Badanie interakcji biatko:biatko przeprowadzono za pomoca dwoch metod
badawczych: MST oraz BLI. W ramach badan wyznaczono wartosci statych dysocjacji,
atym samym okreslono poziom powinowactwa poszczeg6lnych kompleksow do RTA.
Uzyskane wyniki wskazaly, ze C-terminalny region bialek P jest odpowiedzialny za
oddziatywanie z biatkami RIP, jednakze badania te pozwolity na precyzyjne zdefiniowanie
roli poszczegdlnych C-terminalnych elementéw, wskazujac na nierownocenng role tychze
fragmentow polipeptydowych w obrebie biatka P1 1 P2; mianowicie zaobserwowano, ze
dominujaca role w interakcjach z RTA wykazuje fragment C-terminalny pochodzacy

z biatka P1. Wyniki analiz sugeruja, ze nie tylko fragment C-terminalny, ale takze
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przestrzenna organizacja dimeru P1-P2 ma znaczenie dla interakcji z RTA. Na bazie
uzyskanych ~ wynikow  zaproponowano model interakcji  heterodimeru P1-P2
z uwzglednieniem organizacji przestrzennej kompleksu, wskazujac, ze uktad dwoch biatek
P1-P2 zapewnia wtasciwg orientacje przestrzenna fragmentu C-terminalnego biatka P1, co

promuje interakcje¢ z biatkami RIP.
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I.  WSTEP

Aktualny stan wiedzy na temat centralnego elementu maszynerii translacyjnej tj.
rybosomu jest wynikiem kilkudziesieciu lat badan w zakresie analiz strukturalnych,
biochemicznych oraz biofizycznych, dzieki ktorym opracowano funkcjonowanie rybosomu
na poziomie molekularnym [1]. Rybosom jest rozpatrywany jako nano-maszyna stanowigca
rdzen maszynerii translacyjnej u wszystkich organizméw, gwarantujacy wypetnienie dwoch
kluczowych funkcji w procesie translacji: dekodowanie informacji genetycznej zawartej na
matrycy mRNA i formowanie wigzania peptydowego, czego rezultatem jest synteza
funkcjonalnego biatka. Rybosom to makromolekuta biatkowo-rybonukleinowa, ktorej
glownym elementem funkcjonalnym jest rybosomalny RNA — rRNA i z tej racji rybosom
jest postrzegany jako rybozym, poniewaz jego dwie najwazniejsze aktywnos$ci

(dekodowanie i synteza wigzania peptydoweg0) powigzane sa wylacznie z rRNA [2].

1. Topologia rybosomu

Dzigki rozwojowi technik biologii strukturalnej takich jak analizy krystalograficzne
oraz mikroskopia elektronowa opracowano model strukturalny rybosomu na poziomie
atomowym, zas analizy biochemiczno-biofizyczne miaty istotny wktad poznawczy w aspekt
funkcjonalny, komplementujac badania strukturalne. Analizy strukturalno-funkcjonalne
rybosomu poczatkowo wykonano na modelu prokariotycznym, a w kolejnych latach
przyblizono funkcjonowanie rybosomy eukariotycznego. Przetom wiekow XX/XXI to
opracowanie struktury na poziomie atomowym duzej podjednostki 50S pochodzacej
z archeona Haloarcula marismortui [3] oraz matej podjednostki 30S bakterii Thermus
thermophlius [4], co potozyto podwaliny i stato si¢ podstawg do interpretacji molekularne;
kazdej kolejnej struktury rybosomoéow [5]. Szczytowym osiggnieciem w analizach byto
opracowanie modelu rybosomu bakteryjnego pochodzgcego z bakterii Escherichia coli,
w stanie funkcjonalnym, co pozwolito na opisanie wszystkich elementéw strukturalno-
funkcjonalnych wystepujacych w kazdym rybosomie, niezaleznie od jego pochodzenia,
a tym samym dato wglad w funkcjonowanie rybosomu na poziomie molekularnym (Ryc. 1).

Analizy te pozwolity na wglad w poszczegdlne elementy rybosomu na poziomie atomowym,
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wlaczajac w to elementy o wysokiej mobilnosci w obrgbie duzej podjednostki jak na
przyktad wyniostos¢ boczna L1 [6], czy tez wyniosto§¢ boczna L7/L12, wg. nowej
nomenklatury bL12 [7,8], okreslana takze jako tzw. ,kciuk” rybosomalny (ang. ribosomal
stalk), (Ryc. 1b). W konsekwencji, prace badawcze zaowocowaly takze opisaniem struktury

rybosomu eukariotycznego, wlaczajac w to rybosom ludzki (Ryc. 2).

13



Escherichia coli

L7/L12

b. 5
L7/112
GAC
P tRNA
3’ mRNA
PTC

Ryc. 1. Struktura rybosomu prokariotycznego na przykladzie Escherichia coli [5]. a. Struktura
rybosomu 70S wraz z mRNA (oznaczony kolorem czarnym) oraz tRNA w miejscu A (kolor rozowy),
P (kolor zielony) i E (kolor zotty) z wyszczegdlniong duza podjednostka 50S (kolor brazowy) i mata
podjednostka 30S (kolor turkusowy), b. Struktura podjednostki 30S z zaznaczonymi elementami
strukturalnymi oraz miejscami wigzania si¢ tRNA w trakcie syntezy biatek: miejscem A (kolor
fioletowy), P (kolor zielony) oraz miejscem E (kolor zolty). c. Duza podjednostka 50S
z zaznaczonym centrum peptydylotransferazy (PTC) oraz centrum GTPazowym (GAC).



Centrum  Tunel wyjscia peptydu (PET)
peptydylotransferazy
(PTC)

Ryc. 2. Struktura rybosomu ludzkiego 80S [9-12]. a. struktura rybosomu z zaznaczonymi
typowymi miejscami aktywnymi rybosomu. Kolorem zéttym oznaczono malg podjednostke 40S, zag
niebieskim duza podjednostke rybosomalng 60S. Wskazane zostaty centra aktywne rybosomu (DC,
PTC), trzy charakterystyczne miejsca na rybosomie: miejsce A, P 1 E oraz miejsca wejscia mRNA
i wyjscia powstajacego peptydu. Kolorem czerwonym zaznaczono biatko ul22, kolorem
pomaranczowym biatko ulL29, a turkusowym biatko uL4 b. mata podjednostka rybosomalna 40S
z rozréznionymi kolorystycznie i podpisanymi biatkami oraz 18S rRNA (kolor szary), c. duza
podjednostka rybosomalna 60S z rozréznionymi Kolorystycznie i podpisanymi biatkami oraz 28S
rRNA (kolor szary).
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Rybosom, niezaleznie od rodzaju organizmu, z ktorego pochodzi, sktada si¢ z dwoch
zasadniczych elementéw strukturalno-funkcjonalnych, tzw. podjednostek rybosomalnych,
mniejszej oraz wickszej. W zaleznosci od przynaleznosci ewolucyjnej rybosomy roznig si¢
kompozycjg bialek jak i rRNA, a tym samym masag molekularng, co nadaje im
charakterystyczne cechy dla prokariontow i eukariontow. Rybosom prokariotyczny
(bakteryjny) posiada mas¢ atomowg 2,5 MDa, natomiast rybosomy eukariotyczne sa
wicksze, posiadajg mase 3,2 MDa np. rybosom z drozdzy Saccharomyces cerevisiae czy
4 MDa jak rybosomy ludzkie. Ze wzgledow historycznych, wielko$¢ rybosomu jest takze
opisywana w formie statej Svendberga. I tak, rybosom bakteryjny posiada wartos¢ 70
jednostek Svendberga (70S), jego mata podjednostka - 30S, natomiast duza - 50S. Z kolei
warto$¢ stalej sedymentacji rybosomu eukariotycznego to 80 jednostek Svendberga (80S),
a poszczegolne podjednostki charakteryzuja si¢ odpowiednio wartosciami 40S i 60S [13].
Rybosom zbudowany jest z dwoch podstawowych sktadowych: rybosomalnego RNA
(rRNA) oraz bialek rybosomalnych. W zaleznos$ci od pochodzenia rybosomu poszczegolne

sktadowe rybosomu obecne sa w rdznych ilo$ciach i proporcjach, co obrazuje Tabela 1.

Tabela 1. Sktadowe rybosomu: rybosomalne RNA oraz liczba biatek poszczegdlnych
podjednostek rybosomow o réznym pochodzeniu [14,15].

Matla podjednostka Duza podjednostka
Zrédlo rybosomu RNA (S) Bialka (ilo$¢) RNA (S) Bialka (ilos¢)
Bakterie 16S 21 23S, 58 33
Archea 16S 28 23S, 58 40
Eukarionty 18S 33 5.8S, 25/28S,55 49
Chloroplasty 16S 25 23S, 58S, 458 35
Mitochondria ro$linne 18S 44 26S, 5S 49
Mitochondria drozdzowe 15S 34 21S 46
Mitochondria ssacze 12S 30 16S 50

Rybosom bakteryjny z E. coli, sktada si¢ z matej podjednostki 30S, ktéra zawiera
jedna czasteczke rRNA — 16S rRNA, oraz 21 bialek opisywanych jako S1-S21. Duza
podjednostka 50S zbudowana jest z dwoch czasteczek rRNA - 5S oraz 23S rRNA i 36 biatek:
L1-L.36. Zgodnie z zaproponowang W 2014 roku nowa nomenklaturg biatek rybosomalnych
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zostaly one poprzedzone przedrostkami: ,,u”, ktory okresla biatka uniwersalne (ang.
universal), wystepujace w rybosomach we wszystkich domenach zycia, przedrostek ’e” jest
stosowany dla biatek eukariotycznych (ang. eukaryotic), zas ,,b” dla biatek bakteryjnych
(ang. bacterial); i tak u bakterii mamy biatka: uS2, uS3, uS4, uS5, uS7, uS8, uS9, uS10,
uS11, uS12, uS13, uS14, uS15, uS17, us19, bS1, bS6, bS16, bS18, bS20 i bS21 na matej
podjednostce, natomiast na duzej: uL1, uL2, uL3, uL4, uL5, uL6, uL10, uL11, uL13, uL14,
uL15, uL16, uL18, uL22, uL23, uL24, uL29, uL30, oraz bL9, bL12, bL17, bL19, bL20,
bL21, bL25, bL27, bL28, bL31, bL32, bL33, bL34, bL35 i bL36 [7].

Rybosom eukariotyczny (80S) zawiera 18S rRNA 1 33 biatka w obrebie matej
podjednostki 40S, z ktorych cz¢$¢ nosi nazwy odpowiednie dla bakteryjnych homologdw,
z przedrostkiem ,,u” (ang. universal), jak: uS2, uS3, uS4, uS5, uS7, uS8, us9, us10, uS11,
uS12, uS13, uS14, uS15, uS17, natomiast biatka charakterystyczne dla domeny Eucaryotes
poprzedzone sa przedrostkiem ,,e” (ang. eucaryotic), i sg to biatka: eS1, eS4, eS6, eS7, eS8,
eS10, eS12, eS17, eS19, eS21, eS24, eS25, eS26, eS27, eS28, eS30, eS31. Duza
podjednostke (60S) buduja trzy czasteczki rRNA, odpowiednio 5S, 25/28S oraz dodatkowa
czasteczka - 5.8S rRNA oraz 49 biatek (L1-L43), odpowiednio okre§lane w zalezno$ci od
posiadania bakteryjnego homologu przedrostkiem ,,u” badz przy zachowaniu specyficznosci
dla eukariontow przedrostkiem ,,e”. Wyjatek stanowig biatka P1 i P2, ktore zachowaty swoja
pierwotng nazw¢. Biatko niegdy$ okreslane wérdd eukariontdow mianem biatka PO, obecnie
— ulL10. W dalszej cze$ci pracy wykorzystywane bedzie nazewnictwo zgodne z nowa
nomenklaturg biatek rybosomalnych [7].

1.1 Mala podjednostka rybosomalna

Rozpatrujac organizacje strukturalng w obrebie malej podjednostki rybosomalnej,
uktad strukturalny tego rybosomalnego elementu jest podobny i wystepuje we wszystkich
domenach zycia; wyrdznia si¢ takie elementy jak: glowe, ramig, dziob, platforme, ciato oraz
ostroge (Ryc. 1b, 2b, 3). Ponadto, w obrebie mniejszej podjednostki rybosomalnej mozna
wyrozni¢ elementy rRNA tworzace trzy kompaktowe domeny (domena 5°, domena
centralna i domena 3”) oraz jedng wydtuzong domeng (domena mniejsza 3’). Domena 5’
znajduje si¢ na obszarze ciata matej podjednostki, domena centralna w obrgbie platformy,
za$ domena 3’ w obrebie glowy. Domena mniejsza 3°, bedaca dlugg helisg (h44), rozciaga

si¢ od regionu migdzy glowa i ciatem ku dotowi matej podjednostki, natomiast tacznikiem
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miedzy glowa i cialem podjednostki jest helisa h28. Taka organizacja nadaje mniejszej
podjednostce tzw. ,elastyczno$¢” czyli mozliwo$¢ zmian strukturalnych w obrgbie
poszczegblnych domen, co jest kluczowe do spelniania swojej funkcji — dekodowania
informacji genetycznej zawartej w sekwencji matrycowego RNA (mRNA) poprzez zmiany
konformacyjne, ktore stanowig istotny element w procesie dekodowania mRNA; ponadto ta
plastyczno$¢ umozliwia takze zaj$cie procesu translokacji, kluczowego kroku w cyklu
elongacyjnym, w ktory mRNA i tRNA przesuwajg si¢ o jeden kodon wzglgdem rybosomu
[4,16].

Ryec. 3. Struktura malej podjednostki 30S [12,17]. Lewy panel: domeny 16S rRNA, elementy
topologiczne matej podjednostki bakteryjnej; oznaczenia literowe: h-glowa, bk-dzidb, b-ciato, sp-
ostroga, pt-platforma oraz helisa h44 (kolor zo6tty). Prawy panel: domeny 16S rRNA zaznaczono
kolorem szarym, biatka rybosomalne matej podjednostki podpisano i rozrézniono kolorystycznie.

1.2 Duza podjednostka rybosomalna

Rozpatrujac  topologie rybosomu duzej podjednostki mozemy wyr6ézni¢ trzy
charakterystyczne  elementy  strukturalne zwane takze  wyniostosciami, tj.
wyniosto§é/struktura uL1, wyniosto$¢ centralng (ang. central protuberance; CP) oraz
w przypadku rybosomu bakteryjnego wyniostos¢ bL12 a w przypadku eukariotycznego
analogiczng wyniosto$¢ P (Ryc. 1c i Ryc. 2¢). W skiad wyniostosci ulLl, wchodzi
rybosomalne biatko ulL1 oraz helisy H76-H78 23S rRNA, a rolg wyniostos$ci ulLL1 jest
wspomaganie ukierunkowanego ruchu tRNA na rybosomie oraz kontrola uwalniania tRNA
z miejsca E [18-20]. Wyniosto$¢ bL12 jest umiejscowiona w poblizu miejsca A. Sktada si¢
z rybosomalnych biatek uL11, uL10 oraz dwoch dimeréw bL12, ktére sa zwigzane
z biatkiem uL10. bL12 jest jedynym biatkiem rybosomalnym nie wchodzacym
W bezposrednie interakcje z rybosomalnym rRNA, podczas gdy uLl0 1 ulLll s3
zakotwiczone w helisach H43 i H44 23S rRNA, formujac tym samym struktur¢ zwang
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»kciukiem” rybosomalnym. Wyniostos¢ bL12 jest promotorem przylaczania si¢
translacyjnych GTPaz do rybosomalnego miejsca A, a ponadto pelni funkcje stabilizacji tych
czynnikow w obrebie rybosomu [8,21,22]. Rybonukleinowa sktadowa duzej podjednostki
w postaci szesciu elementéw 23S rRNA formuje jednolity element wigkszej podjednostki
rybosomalnej, w przeciwienstwie do elastycznej struktury matej podjednostki rybosomalnej.
Czasteczka 5S rRNA, wystepujaca jako siodma domena 23S rRNA, znajduje si¢ w obszarze
wyniostosci centralnej 1 formuje element ulegajacy interakcji z mniejsza podjednostka
rybosomalng (Ryc. 4a). Na szczegdlng uwage zastuguja biatka rybosomalne. Wigkszos¢
biatek duzej podjednostki umiejscowiona jest na jej zewnetrznej powierzchni, eksSponowanej
do srodowiska komorki, z kilkoma tylko obecnymi w przestrzeni migdzy podjednostkowe;j
(Ryc. 4b) [3,23].

L1

Dom |

Ryc. 4. Struktura duzej podjednostki 50S. a. poszczegdlne domeny rRNA zostaly wyrdznione
kolorami oraz podpisane [3], b. Struktura duzej podjednostki 50S. 23S i 5S RNA sg oznaczone
kolorami czerwonym (szkielet cukrowo-fosforanowy) oraz szarym (zasady). Komponent biatkowy
zostat przedstawiony kolorem zottym [23].
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2. Struktura rybosomu — centra aktywne

2.1 Centrum dekodujace

Proces specyficznego oddziatywani poszczegdlnych zasad w obrgbie kompleksu
kodon - antykodon jest podstawa procesu dekodowania informacji genetycznej przez
rybosom, a tym samym prawidtowej selekcji poprawnego aminoacylo-tRNA w procesie
przylaczania wilasciwego aminokwasu do rosngcego tancucha polipeptydowego [24].
Realizacja tego procesu zachodzi w centrum dekodujacym, ktore wspotdziata funkcjonalnie
i strukturalnie z trzema miejscami, ktore odpowiedzialne sg za oddziatywanie rybosomu
ZtRNA, czasteczkg rozpatrywang jako kluczowy element w procesie dekodowania
i formowania tancucha polipeptydowego. tRNA oddziatuje z rybosomem za posrednictwem
trzech miejsc. | tak w obrgbie rybosomu wyrdézniamy trzy charakterystyczne miejsca
wigzace rozne typy tRNA (Ryc. 1a): miejsce aminoacylowe ,,A” (ang. aminoacyl-site), do
ktorego wigze si¢ tRNA w postaci aminoacylo-tRNA (aa-tRNA) oraz w ktorym nastepuje
dekodowanie informacji genetycznej zawartej na mRNA, zgodnie z zasadg interakcji kodon-
antykodon; miejsce peptydylowe ,,P” (ang. peptidyl-site), do ktorego wigze si¢ podczas
etapu inicjacji translacji inicjatorowy tRNA, a w procesie elongacji zwigzany jest peptydylo-
tRNA, czyli tRNA z nowo syntetyzowanym polipeptydem; miejsce ,,E” (ang. exit-site),
w ktorym w trakcie etapu elongacji zakotwiczony jest wolny tRNA, ktory opuszcza rybosom
[25]. W obrebie miejsca A zlokalizowane jest centrum dekodujace, w ktorym nastepuje
interakcja kodonu i antykodonu. Centrum to zlokalizowane jest na granicy czterech réoznych
domen wchodzacych w sktad takich elementéw mniejszej podjednostki jak glowa, ramienia,
platformy oraz helisy 44 z rRNA (h44) (Ryc. 5a). W obr¢bie h44 rRNA zlokalizowane sa
trzy kluczowe i konserwatywne zasady: G530 z domeny ramienia oraz A1492 i Al1493
lezace w obrebie wewngtrznej petli helisy h44 (przyjeto bakteryjng numeracj¢ rRNA).
Zasady te ulegajg specyficznym oddziatywaniom z tzw. mini-helisg utworzong w wyniki
interakcji kodon-antykodon, przede wszystkim z dwiema pierwszymi zasadami kompleksu
kodon/antykodon i odpowiadaja za tzw. weryfikacje strukturalng kompleksu, co jest
kluczem w poprawnym dekowaniu informacji genetycznej przez rybosom (Ryc. 5b) [16].
Jedynym biatkiem znajdujagcym si¢ w poblizu centrum dekodujacego jest biatko uS12,

jednakze nie bierze ono bezposredniego udziatu w procesie dekodowania [26,27].
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Ryc. 5. Centrum dekodujace [16]. Panel lewy: struktura podjednostki 30S z T. thermophilus.
Zaznaczone zostaty trzy glowne helisy 16S rRNA (H18, H34, H44) oraz biatko uS12 wchodzgce
w sktad centrum dekodujacego, Panel prawy: Kluczowe nukleotydy centrum dekodujacego. Kolor
fioletowy—model mRNA pokazujacy kodon w miejscu A, nukleotydy 16S rRNA - G530 w helisie
h18 (kolor turkusowy) oraz A1492 i 1493 w helisie h44 (kolor niebieski). Kolorem zottym oznaczono
antykodon (ang. anticodon stem-loop, ASL) nalezacy do aa - tRNA znajdujgcego si¢ w miejscu A.

2.2 Centrum peptydylotransferazy

W obrebie duzej podjednostki rybosomalnej znajduje si¢ centrum peptydylotransferazy

(ang. peptidyl transferase centre, PTC) biorace udzial w syntezie wigzania peptydowego

[28]. Analizy strukturalne wskazaty, ze centrum PTC sktada si¢ wylacznie z rRNA [3].
Biorac pod uwage wysoki stopien konserwatywnosci sekwencji TRNA, w szczegolnosci
w centrum PTC, centrum to i zasada jego funkcjonowania jest identyczna w obrebie
wszystkich organizmow, podobnie jak centrum dekodujace, ktére takze cechuje si¢ wysoka
konserwatywnoscig strukturalno-funkcjonalng w obrebie wszystkich trzech domena zycia.
Gloéwng reakcja zachodzaca w obrgbie centrum PTC jest reakcja, w ktorej to a-aminowa
grupa nalezaca do reszty aminokwasowej w aminoacylo-tRNA reaguje z atomem wegla
grupy karbonylowej nalezacej do reszty aminokwasowej zwigzanej z peptydylo-tRNA
W celu utworzenia nowego wigzania amidowego popularnie nazywanego wigzaniem
peptydowym (Ryc. 6). W procesic formowania wigzania peptydowego, kluczowymi
elementami bioracym udziat w katalizie jest zasada adeninowa A2451 rRNA, a przede
wszystkim grupa hydroksylowa 2’OH adeniny A76 pochodzaca z peptydylo-tRNA (Ryc. 6,
panel prawy) [5]. Nalezy podkresli¢, iz udzial rRNA w tym procesie polega jedynie na

formowaniu wlasciwej przestrzeni, W obrebie ktorej zachodzi reakcja, za§ samo rRNA nie

21



bierze bezposrednio udziatu w katalizie wigzania peptydowego, a jedynie koordynuje
pozycjonowanie dwoch substratow tj. aa-tRNA i peptydylo-tRNA. Zasadniczym elementem
biorgcy udzial w katalizie jest grupa 2°OH adeniny A76, zatem z punktu widzenia typowej
katalizy enzymatycznej rybosom nie bierze bezposredniego udziatu w procesie formowania

wigzania peptydowego.

Ryc. 6. Centrum peptydylotransferazy [5]. Panel lewy: Struktura aa-tRNA oraz peptydylo-tRNA
w centrum peptydylotransferazy [29]. Na rysunku zaznaczono substraty: aa - tRNA w migjscu A
(kolor r6zowy) oraz peptydylo-tRNA w miejscu P (kolor zielony). Panel prawy: Pozycjonowanie
reszty a-aminowej poprzez interakcje¢ grupy 2°OH (kolor czerwony) adeniny A76 peptydylo-tRNA
(kolor zielony) i N3 (kolor granatowy) A2451(kolor pomaranczowy) [30].

2.3 Bakteryjne Centrum GTPazowe

W obrebie duzej podjednostki rybosomalnej zlokalizowane jest trzecie centrum, zwane
centrum GTPazowym, tzw. GAC (ang. GTPase Associated Centre), (Ryc. 7) [31,32].
Centrum GTPazowe podobnie jak centrum dekodujace jak i peptydylotransferazy, nalezy do
konserwatywnych elementéw rybosomu, i wystgpuje na rybosomach u organizmoéw we
wszystkich domenach zycia. W obrebie GAC znajduje si¢ takze tzw. ,,miejsce T” na duzej
podjednostce ijest miejscem przylaczania si¢ czynnikow translacyjnych, tzw.
translacyjnych GTPaz (trGTPaz). Centrum to jest odpowiedzialne za stymulacje trGTPaz do
hydrolizy GTP, a uwolniona energia z hydrolizy za posrednictwem trGTPaz ,,napedza”
rybosom na wszystkich etapach jego funkcjonowania. Dziatanie centrum GTPazowego,
W odroznieniu od centrum peptydylotransferazy oraz centrum dekodujacego, jest efektem
wspotdziatania rRNA 1 biatek rybosomalnych [33]. Elementami rRNA centrum
GTPazowego sg dwie wysoce konserwatywne domeny w obrgbie rRNA od 1070 do 2660
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(numeracja wlasciwa dla E. coli); sa to: petla sarcynowo-rycynowa (ang. Sarcin-Ricin Loop,
SRL) oraz petla tiostreptonowa (ang. Thriostrepton Loop, TL). W sktad czgsci biatkowej,
wchodza ewolucyjnie konserwowane biatka uL.10 i uLL11 oraz biatka: bL12 (bakterie) czy
biatka P1/P2 (eukarionty) [34-36].

Ryc. 7. Struktura podjednostki 50S wraz z elementami formujacymi centrum GTPazowe [33].
Kolorem turkusowym oznaczono biatka duzej podjednostki 50S rybosomu, kolorem szarym rRNA.
Biatka bocznej wyniostosci, tzw. ,kciuka” rybosomalnego zostaly zaznaczone nastgpujacymi
kolorami: kolorem zo6ttym biatko ul.11, kolorem fioletowym biatko ul.10, za$ czerwonym biatko
bL12. Petla sarcynowo-rycynowa oznaczona zostata kolorem rézowym.

Nazwa petli SRL powigzana jest z faktem, ze jest ona celem dwoch toksyn: mykotoksyny
a-sarcyny z Aspergillus giganteus, ktora przecina specyficzne wigzanie fosfodiestrowe
miedzy resztami G2661-A2662 (numeracja E. coli) w SRL [37-40], oraz rycyny, biatka
wystepujacego W nasionach Racznika pospolitego (tac. Ricinus communis), ktora prowadzi
depurynacje zasady adeninowej w obrebie SRL na rRNA, w pozycji A2660 u E. coli [41,42].
Petla SRL znajduje si¢ w VI domenie 23S/25S/28S rRNA i wchodzi w sktad helisy 95
(u E. coli obejmuje nukleotydy C2646-G2674 w 23S rRNA, u drozdzy S. cerevisiae
nukleotydy A3012-A3042 w 25S/28S) [43]. Petla SRL ma konformacj¢ przypominajgca
,»szpilke do wlosow” (ang. hairpin, Ryc. 8) [32]. Petla SRL sktada si¢ z kilku elementow
strukturalnych: trzonu, elastycznego regionu, zespotu zasad purynowych stabilizujacych
struktur¢ oraz petli GAGA [44]. Struktura petli SRL jest formowana gltéwnie przez
klasyczne oddziatywania Watson-Crick’a miedzy poszczegdlnymi parami zasad, ale takze
jest stabilizowana przez oddziatywania niekowalencyjne migdzy pierScieniami
aromatycznymi zasad, tzw. z-stacking interactions [45]. W obrebie petli GAGA znajduje
si¢ reszta adeniny: A2660/A3027 (E.coli/S.cerevisiae), ktora jest w eksponowana i nie
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formuje oddziatywan z innymi resztami w obrebie petli, co czyni ja tatwo dostgpnym celem
dla zewnetrznych czynnikow takich jak np. rycyna (Ryc. 8) [46]; depurynacja, czyli
usuni¢cie zasady adeninowej, prowadzi do utraty funkcjonalnosci petli SRL w zakresie
stymulacji trGTPaz do hydrolizy GTP. Petla SRL wykazuje wysoki stopien
konserwatywnos$ci wérod wszystkich domen zycia [22,47]. Porownujac do domen Bacteria,
Archea i Eucaryota, fragment ten rozni si¢ w przypadku domeny Bacteria jednym
nukleotydem, stad tez o pelnej konserwatywnos$ci mowi si¢ w odniesieniu do sekwencji

12-nukleotydowej (AGUACGAGAGGA), (Ryc. 8, panel lewy) [48].

2660 3027
A A
G G Petla GAGA
GA GA
cG CcG zespot puryn
zu uklonym
AG AG nt?l(};zmyder);\ zespot
2655 GUA 3022 GUA guaninowym puryn
AC AA uwypuklony
| | uc region nuklgotyd
elastyczny guannowy,
uc UA
CG CG
cG AU A
C2667 / region
gg élé Trzon © - elas{eyizny
GU UA
uG uu
2646 CG 2674 3012 AU 3042
53 53

E. coli S. cerevisiae

Ryc. 8. Model struktury petli sarcynowo-rycynowej. Panel lewy: porownanie wysoko
konserwatywnej struktury drugorzedowej petli SRL u bakterii i drozdzy. Czerwonym kolorem
wskazano kluczowa adening, ktora ulega depurynacji przez rycyng. Panel prawy: struktura petli
sarcynowo-rycynowej Escherichia coli (PDB 480D) opracowana z wykorzystaniem programu Jmol
[49]. Czarna linig zaznaczono poszczegodlne elementy strukturalne petli (petla GAGA, zespot puryn
z uwypuklong guaning oraz region elastyczny). Szare pola oznaczajg oddziatywania pomigdzy
poszczegblnymi zasadami azotowymi na zasadzie z-Stacking interactions.

Petla sarcynowo-rycynowa jest kluczowym elementem w centrum GTPazowego
i bedac wyeksponowana na powierzchni rybosomu wchodzi w bezposredni kontakt
z trGTPazami, jak pokazaty analizy strukturalne z wykorzystaniem modelu bakteryjnego.
Wierzchotek petli SRL, petla GAGA, jest elementem bezposrednio ulegajacym interakcji
z domeng GTPazowa trGTPaz [32], za$ analizy biochemiczne potwierdzily kluczowsa role
petli w stymulacji trGTPaz do hydrolizy GTP (Ryc. 9) [50].
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Ryc. 9. Interakcja SRL z kompleksem tréjskladnikowym TC [51]. Kolorem czerwonym
zaznaczono petle sarcynowo-rycynowa SRL, kolorem zielonym czynnik EF-Tu, GDP zaznaczono
kolorem fioletowym w formie struktury chemicznej, zas tRNA kolorem bladorézowym. Kolorem
rézowym zaznaczono antybiotyk kirromycyng przedstawiong podobnie jak GDP w postaci struktury
chemicznej.

Nalezy podkresli¢, ze struktura domeny wigzacej i hydrolizujacej GTP wszystkich
trGTPaz jest konserwowana ewolucyjnie [52], a podobienstwo strukturalne i funkcjonalne
pokazuje, ze trGTPazy posiadaja wspolny mechanizm dziatania niezaleznie od pochodzenia
organizmu. Dziatanie trGTPazy opisano na przyktadzie bakteryjnych trGTPaz EF-Tu i EF
G. Czynniki te ulegaja interakcji z centrum GTPazowym i stanowig kluczowe elementy

w procesie dekodowania jak i translokacji w cyklu elongacyjnym (Ryc. 10, 11).
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Ryc. 10. Oddzialywanie rybosomu prokariotycznego z czynnikami translacyjnymi [5,53]. Panel
lewy: struktura 70S w kompleksie z EF-Tu wraz z aa-tRNA Panel prawy: struktura 70S wraz
z czynnikiem EF-G. Kolorem bigkitnym przedstawiono mata podjednostke rybosomalng (30S),
kolorem pomaranczowym duzag podjednostke (50S). Oba czynniki translacyjne oznaczono kolorem
bordowym. Na rysunku zaznaczono takze: kolorem zottym tRNA w miejscu E rybosomu, kolorem
zielonym tRNA w miejscu P, kolorem fioletowym aa-tRNA w kompleksie z EF-Tu. PTC - centrum
peptydylotransferazy (ang. peptidyl transferase center); DC — centrum dekodujace (ang. decoding
center); L1-boczna wyniosto$¢ na duzej podjednostce rybosomalne;.

2.4 Cykl elongacyjny

Zasadniczym elementem w procesie biosyntezy biatka jest cykl elongacyjny,
w ktorym to zachodzi synteza polipeptydu na bazie informacji w mRNA. Cykl ten sktada
si¢ z dwoch zasadniczych etapow; dekodowania i translokacji (Ryc. 12). Etap dekodowania
to moment, w ktoérym substrat tj. aa-tRNA jest dostarczany do miejsca A rybosomu w formie
trojsktadnikowego kompleksu (ang. ternary complex, TC) aa-tRNA-EF-Tu wraz z GTP
(Ryc. 11).
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Ryc. 11. Kompleks tréjskladnikowy zwigzany z rybosomem [54]. Model strukturalny
przedstawiajacy interakcj¢ petli sarcynowo-rycynowej z potrojnym kompleksem TC: aminoacylo-
tRNA (aatRNA), czynnikiem elongacyjny EF-Tu stabilizowanym analogiem GTP (ang. S-y-
methyleneguanosine 5'triphosphate, GDPCP). Czerwonym kolorem zaznaczono czynnik EF-Tu,
kolorem zielonym aa-tRNA przytaczony do rybosomu za$ kolorem niebieskim GDPCP. Na zo6tto
zostata zaznaczona petla sarcynowo-rycynowa.

W stanie podstawowym, na poczatku cyklu elongacyjnego, w miejscu P rybosomu znajduje
si¢ peptydylo-tRNA, a miejsce A jest wolne. Na etapie dekodowania, aa-tRNA zajmuje
miejsce A w formie TC, a selekcja TC odbywa si¢ na bazie informacji genetycznej zapisanej
w mRNA. Na tym etapie rybosom dokonuje sprawdzenia poprawnosci aa-tRNA
dostarczanego w formie kompleksu TC do miejsca A, w obrebie centrum dekodujgcego.
Zwigzanie wtasciwego kompleksu TC do miejsca A na rybosomie prowadzi do serii zmian
konformacyjnych w TC, a przede wszystkim w domenie GTPazowej czynnika EF-Tu, ktore
prowadza do indukcji hydrolizy GTP, w ktorej to petla SRL gra kluczowa rol¢. Po hydrolizie
GTP przez EF-Tu, uwolniona energia prowadzi do zmian konformacyjnych EF-Tu, co
skutkuje uwolnieniem czynnika z rybosomu i pozostawieniem wlasciwego aa-tRNA
w miejscu A. Na drodze spontanicznych zmian strukturalnych nastepuje przesunigcie
ramienia akceptorowego tRNA z miejsca A do PTC. Etap ten jest nazywany akomodacja
aa-tRNA. Hydroliza GTP, uwolnienie EF-Tu, powodujace akomodacje aa-tRNA w miejscu
A, prowadzi do wprowadzenia aminokwasu do centrum PTC, gdzie zachodzi reakcja
syntezy wigzania peptydowego w obrebie peptydylo-tRNA zwigzanego z miejscem P.
W wyniku tego, powstaje deacylowany tRNA w miejscu P, zas miejsce A zawiera
peptydylo-tRNA, ktorego polipeptyd zostal wydluzony o jedna reszte aminokwasowa.
Synteza wigzania peptydowego i przejscie peptydylo-tRNA z miejsca P do miejsca A
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otwiera kolejny etap w elongacji, tj. proces translokacji, w ktérym peptydylo-tRNA i mMRNA
przesuwaja si¢ 0 jeden kodon w stosunku do rybosomu. Translokacja jest katalizowana przez
czynnik elongacyjny EF-G (u bakterii), ktory posiada powinowactwo do rybosomu w tzw.
fazie pre-translokacyjnej, z miejscem A zajetym przez peptydylo-tRNA i wolnym tRNA
w miejscu P. Przytaczenie EF-G do rybosomu prowadzi do zmian konformacyjnych
w obrebie EF-G, ktory bedac trGTPaza hydrolizuje GTP (z kluczowym udziatem petli SRL).
Proces ten uruchamia wtasciwg translokacje, podczas ktorej peptydylo-tRNA i deacylowane
tRNA przemieszczajg si¢ odpowiednio do miejsc P 1 E; nowy kodon jest eksponowany
w miejscu A, co umozliwia przyltaczenie nastgpnego aa-tRNA w formie TC, a deacylowane
tRNA jest uwalniane z miejsca E (Ryc. 12) [5,55].
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Ryc. 12. Cykl elongacji w procesie translacji [5]. Podjednostki rybosomu zaznaczono
odpowiednio: kolorem turkusowym podjednostka 30S, kolorem pomaranczowym podjednostka 50S.
Miejsca A, P i E zaznaczono odpowiednio kolorami: fioletowym, zielonym i zottym. Czynnik
elongacyjny EF-Tu jest zaznaczony kolorem czerwony, czynnik elongacyjny EF-G kolorem
brazowym, mRNA jest kolorem szarym, a rosnacy tancuch polipeptydowy kolorem jasnozielonym.
Kolejne etapy cyklu elongacyjnego oznaczono cyframi: 1 - stan podstawowy, w miejscu P znajduje
si¢ peptydylo-tRNA, miejsce A jest wolne, 2 - rekrutacja kompleksu TC do miejsca A i dekodowanie
informacji genetycznej, 3 - hydroliza GTP i akomodacja aa-tRNA (przesunig¢cie ramienia
akceptorowego tRNA z miejsca A do PTC); 4 - syntezy wigzania peptydowego w obrebie peptydylo-
tRNA zwigzanego z miejscem P; 5 - peptydylo-tRNA i mRNA przesuwaja si¢ o jeden kodon
w stosunku do rybosomu (pretranslokacja); 6 - wigzanie czynnika elongacyjnego EF-G i wiasciwa
translokacja, podczas ktorej peptydylo-tRNA i deacylowane tRNA przemieszczajg si¢ odpowiednio
do miejsc P i E; 7 - uwolnienie czynnika EF-G, deacylowane tRNA jest uwalniane z miejsca E, nowy
kodon jest eksponowany w miejscu A, co umozliwia przytaczenie nastgpnego aa-tRNA w formie TC
- rybosom osigga stan podstawowy pozwalajacego na inicjacj¢ nastgpnego cyklu elongacyjnego.

Wszystkie trGTPzy oddzialuja z petla sarcynowo-rycynowa poprzez domeng
wigzacg GTP, tzw. domeng G, zawierajaca miejsce wigzania GTP odpowiedzialne za
hydrolize GTP [56]. Struktura domeny G jest ewolucyjnie konserwatywna wsrod wszystkich
trGTPaz [57]. Proces hydrolizy GTP katalizowany przez trGTPazy, przy aktywnym udziale
rybosomu, jest zrodtem energii niezbednej do biosyntezy biatka, a przede wszystkim do
indukcji zmian strukturalnych w obrgbie trGTPaz co ,,napedza” rybosom na poszczegdlnych

etapach biosyntezy biatka. Kluczowa role podczas katalizy hydrolizy GTP odgrywa reszta
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histydynowa w domenie GTPazowej (His84 w EF-Tu, His87 w EF-G, His61l w SelB oraz
His108 w eEF2) [50,57-60]. Reszta ta moze przyja¢ dwie konformacje strukturalne:
niecaktywng - stan, w ktorym jest ona oddalona (ang. ,.flipped out”) od grupy fosforanowej y
w GTP oraz aktywng, Kiedy to reszta ta jest skierowana do y-fosforanu (pozycja ,.flipped
in”) (Ryc. 13) [59,61]. Po przytaczeniu si¢ trGTPazy do rybosomu, trGTPaza zajmuje
pozycje, w ktorej petla SRL jest ,,wstawiana” do centrum katalitycznego domeny G, a grupa
fosforanowa reszty adeninowej A2662 (numeracja E. coli) petli SRL ukierunkowuje, za
pomoca oddziatywan elektrostatycznych, katalityczng histydyne do pozycji stanu
aktywnego, w kierunku y-fosforanu GTP [54,61,62]. Dodatnio natadowana histydyna
oddziatuje z czgsteczka wody doprowadzajac do jej aktywacji co w konsekwencji prowadzi
do nukleofilowego ataku na y-fosforan GTP. Dodatkowo grupa fosforanowa reszty A2662
koordynuje wiazanie jonu magnezowego Mg?*, ktéry pozycjonuje reszte krytycznego dla
hydrolizy GTP kwasu asparaginowego w obre¢bie domeny G trGTPazy (Asp21 w EF-Tu,
Asp22 w EF-G, Aspl0 w SelB), co z kolei indukuje otwarcie tzw. bramki hydrofobowej
zbudowanej z dwoch reszt aminokwasowych Ile63 i Ile21 bedace kluczowym elementem do
indukcji hydrolizy GTP (Ryc. 13) [50,61]. Na szczegdlng uwage zastuguje zasada
adeninowa w pozycji 2660, ktora ulega depurynacji za posrednictwem rycyny. Zasada ta
odgrywa posrednig role w indukcji hydrolizy GTP, poniewaz nie bierze bezposredniego
udziatu w indukcji hydrolizy GTP, ale jest kluczowa do stabilizacji zestawu wigzah

wodorowych stabilizujacych stan aktywny domeny G w obrebie trGTPaz (Ryc. 13 i 14).

30



+ SRL
"flipped-out”

o H
I =

)
P ! /
eop—0”| Yo H N
O H

His20

"flipped-in”

Ryc. 13. Model aktywacji hydrolizy GTP przy udziale petli SRL na przykladzie oddzialywan
z czynnikiem translacyjnym EF-G [63]. Panel lewy: organizacja miejsca aktywnego czynnika
EF-G. Asp22 i His87 w stanie nieaktywnym ,,odwroconym” - flipped out”. Bramki hydrofobowe,
formowane przez aminokwasy Ile 63 oraz Ile21 ,.chronig” His87 przed przyjeciem aktywnej
konformacji ,,flipped in”. Panel prawy: reorganizacja miejsca aktywnego EF-G w rezultacie
przytaczenia trGTPazy do rybosomu oraz umieszczeniu petli SRL w miejscu aktywnym domeny G
czynnika. Reszta A2660 oddziatuje z histydyna His20, co indukuje przesuni¢cie reszty lle 21
i otwarcie ,,bramek hydrofobowych”. Fosforan reszty A2662 kieruje His87 oraz Asp22 w strong
y-fosforanu GTP, co pozwala na aktywacj¢ czasteczki wody i jej nukleofilowy atak na y-fosforan,
czego konsekwencja jest hydroliza GTP.

Udziat rybosomu w stymulacji hydrolizy GTP jest bezposredni, jego rola polega na
indukowaniu zmian konformacyjnych w centrum katalitycznym trGTPaz, a rybosomalne

centrum GTPazowe z pe¢tlag SRL stanowi kluczowy element (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Model strukturalny rybosomu prokariotycznego w kompleksie z czynnikiem
translacyjnym EF-Tu [64]. Panel lewy: rybosom 70S wraz z TC. Panel prawy: obszar wigzania
GTP w domenie G czynnika EF-Tu (kolor jasno-czerwony) z analogiem GTP (GDPCP) - kolor
zielono-brazowy; struktura SRL zostal oznaczona kolorem niebieskim; wigzania wodorowe sg
przedstawione liniami przerywanymi; jon magnezowy, przedstawiony w postaci zielonego punktu,
koordynuje tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy resztami Thr25, Thr61 oraz - i y-fosforanem
GTP; elementy hydrofobowe tancuchow Val20 oraz 1le60 sg w pozycji otwartej; orientacja reszty
His19, sasiadujaca z reszta Val20, jest stabilizowana za pomocg wigzania wodorowego
z nukleotydem G2661 23S rRNA petli SRL; zasada A2662 stabilizuje konformacj¢ aktywna reszty
His84, ktora aktywuje molekule wody (przedstawiong na rysunku za pomoca czerwonego punktu)
[54].

Element biatkowy centrum GTPazowego to rybosomalne biatka uL11 i uL10 wraz
z dimerami bialek bL12 (bakterie) czy P1/P2 (eukarionty), ktore tworzg strukturalnie
odrebng jednostke - boczng wyniosto$¢ rybosomalng, tzw. ,.kciuk” rybosomalny [65].
,Kciuk” rybosomalny jest oligomeryczng strukturg potaczong z rybosomem przez
konserwatywny region rRNA, petle tiostreptonows, za posrednictwem biatka uL.10 (Ryc. 7)
[66,67]. Wspolnym, funkcjonalnym “mianownikiem” bocznej wyniostos$ci rybosomalnej,
dla wszystkich domen zycia, jest rekrutacja trGTPaz i stymulacja zaleznego od czynnikow
translacyjnych procesu hydrolizy GTP podczas translacji, w jednoczesnej wspotpracy z SRL
[68]. Unikalng cechg tego elementu rybosomalnego jest to, ze jego aktywnos¢ zalezy
gléwnie od biatek rybosomalnych, w przeciwienstwie do innych proceséw zachodzacych
W obrebie rybosomu, ktére sa rRNA-zalezne, jak na przyktad dzialanie SRL w obrgbie
centrum, czy proces dekodowania [69]. W sktad tej struktury wchodza dwie, odrgbne
funkcjonalnie i ewolucyjnie, sktadowe: podstawa ,kciuka” oraz czgs¢ boczna. Pierwsza,

u przedstawicieli wszystkich domen Zycia, jest reprezentowana przez dwa konserwatywne
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biatka: uL1l oraz ul.10. Bialko ulLl1l jest przylaczone do gltownego korpusu duzej
podjednostki rybosomalnej za posrednictwem helisy 43/44 rRNA (Ryc. 15) [70,71].
Rybosomalne biatko uL10 (dawniej znane jako L10 u bakterii czy PO u archeondéw
i eukariontow), sgsiaduje z biatkiem uLL11 i jest elementem kotwiczacym biatka “kciuka” do
rybosomu. Biatko to wigze si¢ za pomocg domeny N-koncowej, homologicznej wsrod
wszystkich trzech domen zycia, do elementu rRNA. Domena C-koncowa rozni si¢
strukturalnie migdzy bakteriami a archeonami/eukariontami, natomiast pod wzgledem
pelnionych funkcji (wigzania kopii biatek bL12 u bakterii, P1 u archeonow i P1/P2

u eukariontdéw), mozemy ja zaklasyfikowac do struktur analogicznych.

bL12 NTD

Ryc. 15. Oddzialywanie czynnika EF-G z centrum GTPazowym z uwzglednieniem biatek uLL11,
uL10 i bL12 oraz rRNA [53]. Model strukturalny przedstawiajacy oddziatywanie domeny G
czynnika EF - G z fragmentem domeny N-terminalnej biatka uL11. Kolorem niebieskim zaznaczono
biatko uL10, kolorem jasnozielonym - uL1l, ciemno-zielonym biatka bL12 oraz jego domeny
N- i C-terminalne, natomiast pomaranczowym helisy 43/44 rRNA.

Zasadnicza cze$¢ funkcjonalna ,.kciuka” to oligomeryczny kompleks biatkowy o sktadzie
zaleznym od pozycji taksonomicznej organizmu. U prokariontow kompleks ten wystepuje
w dwoch konfiguracjach strukturalnych: kompleks pentameryczny ulL10-(bL12-bL12),
zdwoma dimerami biatka bL12, wystepuje u mezofili, podczas gdy dla termofili
odnotowano organizacj¢ heptameryczng uL10-(bL12-bL12)3 z trimerem bL12 (Ryc. 16 a)
[71,72]. W przypadku rybosomow archeonow/eukariontéw organizacja strukturalna kciuka
eukariotycznego to: penta - (uL10-(P1-P2)2 u eukariontéw) z dwoma hetero-dimerami
P1-P2 lub heptameryczna (uL10-(P1-P2)s z trzema homo-dimerami P1-P2 - domena
Archea), (Ryc. 16 b-c) [73,74].
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Ryc. 16. Strukturalna organizacja ,kciuka” rybosomalnego u bakterii, archeonow
eukariontow uzyskana metoda Kkrystalograficzna [75,76]. a. bakteryjny model struktury
kompleksu biatek ,,kciuka” rybosomalnego sktadajacy si¢ z biatka uL10 (kolor zielony) i 3 kopii
dimerow biatka bL12 (kolor fioletowy), o konfiguracji uL.10-(bL12-bL12); — widoczne sa tylko
domeny N-terminalne biatek bL12, domena C-terminalna jest niewidoczna z racji na wysoka
mobilno$¢, co uniemozliwig okre$lenie struktury 3D b. model struktury kompleksu biatek
u archeonow, skladajacy si¢ z biatka ul.10 (kolor zielony) oraz trzech kopii homo-dimeréw biatka
P1 (kolor tososiowy), o konfiguracji uL10-(P1-P2)s, c. model struktury kompleksu biatek
u eukariontéw, sktadajacy sie z biatka ulLL10 oraz dwoch kopii hetero-dimeréw biatek P1 (kolor
tososiowy) i P2 (kolor czerwony), o konfiguracji uL10-(P1-P2),.

Badania strukturalne  wykorzystujace techniki takie jak  mikroskopia
krio-elektronowa, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego w potaczeniu
z krystalografig oraz badania biochemiczne wykazaty, iz biatko bL12 tworzy wydtuzong
struktur¢ w obrebie centrum GTPazowego (Ryc. 17, lewy panel). Analiza NMR pokazata,
ze biatko to zbudowane jest z dwoch domen: domena N-koncowej (ang. N-terminal domain,
NTD) oraz domeny C-koncowej (ang. C-terminal domain, CTD), ktdre sa potaczone ze soba

wysoce elastycznym elementem tacznikowym, tzw. zawiasem (Ryc. 17, prawy panel).
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Ryec. 17. Model struktury centrum GTPazowego wraz z modelem strukturalnym biatka bL.12.
Panel lewy: fragment struktury rybosomu bakteryjnego — centrum GTPazowe; kolorem szarym
zaznaczono obszar odpowiadajacy biatkom uL10 i uL11 oraz cz¢$ci biatka bL12. Poszczegdlne
biatka zostaly podpisane, z wyszczegolnieniem domen NTD i CTD biatka bL12 [77]. Panel prawy:
struktura biatka bL12 okreslona metoda NMR, z zobrazowaniem poszczegdlnych elementow
strukturalnych: domeny CTD, zawiasu (lacznika) oraz domeny NTD w formie dimeru [77].

Domena NTD wigze biatko bL.12 na uL10 poprzez interakcje z C-koncowsg helisa biatka
uL10 (Ryc. 18), zas domena CTD jest elementem funkcjonalnym biatka bL12 i ulega
interakcji z trGTPazami (Ryc. 15,). Warunkiem aktywnos$ci biatka bL12 jest elastyczny
tacznik miedzy CTD i NTD, nadajacy CTD wysoka dynamike w stosunku do rybosomu
(Ryc. 17), [78,79].

Ryc. 18. Struktura trzech N-koncowych domen dimeréw bL12 przylaczonych do helisy o8
bialka uL10 [77]. Kolorami tososiowym, fioletowym i zielonym zaznaczono poszczegdlne
N-koncowe domeny dimerow biatka bL12 (odpowiednio: dimer 1, dimer 2, dimer 3). Kolorem
granatowym oznaczono a-helise biatka uL.10 ze wskazanymi N- i C-koncami.

35



Bakteryjna domena NTD biatka bL12 jest zbudowana z 35 aminokwasow, ktore formuja
dwie o-helisy: al i a2 [80,81]. Helisy te tworza struktur¢ haka i ulegajac interakcji
z homologicznym elementem drugiego biatka bLL.12 w celu utworzenia homo-dimeru biatka
(bL12),, kotwiczacego na a-helisie biatka uL10 (Ryc. 18) [82—84]. Helisa ta posiada krotkie
segmenty aminokwasowe ktore powtarzajg si¢ dwu- lub trzykrotnie, a kazdy z nich wigze
dimer biatka bL.12 [80,85].

Domena CTD, obejmujaca u E. coli reszty aminokwasowe od 52 do 120 posiada
globularng strukture z dodatnio naladowang powierzchnia, z ktorg oddziatujg trGTPazy
[82,84,86]. Dwie a-helisy (04 i a5) domeny CTD biatka bL12 stanowig uniwersalne miejsce
interakcji z czynnikami translacyjnymi [87,88]. Domeny NTD i CTD sa potaczone
elastycznym tacznikiem, bogatym w reszty alaninowe i glicynowe, obejmujacym reszty
36-51. Jego dtugos¢ i skiad rozni si¢ znaczaco wsrod roznych organizmow [82,89,90].
Z badan metoda spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
resonance, NMR) wynika, ze element ten posiada zmienng konformacj¢ i moze formowac

zwartg formg a-helisy lub wydtuzony nieustrukturalizowany element [82].

2.5 Eukariotyczne centrum GTPazowe

Funkcjonowanie centrum GTPazowego, tak jak pozostate aspekty procesu translacji,
zostato opisane na modelu prokariotycznym, ale z uwagi na wysoki stopien podobienstwa
ewolucyjnego, dziatanie centrum jest podobne na rybosomie eukariotycznym, jednakze ze

specyficznymi modyfikacjami [7,8,75,76,91].
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Ryc. 19. Eukariotyczne centrum GTPazowe [63]. Panel lewy: schemat rybosomu
eukariotycznego 80S z zaznaczonymi elementem bocznej wyniosto$ci zwanej ‘kciukiem’
rybosomalnym. Zobrazowane zostaly wydluzone C - konce bialek P, kolorem czerwonym
zaznaczono petle sarcynowo-rycynows. Panel prawy przedstawia ,kciuk” rybosomalny
z zaznaczonymi poszczegodlnymi elementami; kolor czerwony - petla SRL, strzatka wskazuje
kluczowg adening A3027, ktora ulega depurynacji przez biatka RIP; odcieniami koloru niebieskiego
zaznaczono poszczegodlne biatka wchodzace w sktad centrum: biatko uL11 - kolor fioletowym, uL10
- kolor granatowym, hetero-dimery biatek P1-P2 - kolor jasnoniebieski [91].

Podobnie jak w przypadku prokariotycznego centrum GTPazowego, centrum eukariotyczne
jest zbudowane z szeregu biatek rybosomalnych, takich jak: konserwatywne biatka uL11
i uL10 oraz unikalne dla eukariontow biatka P1 i P2 (Ryc. 19). Biatka te formuja boczng
wyniosto$é, zwang ,.kciukiem” rybosomalnym zakotwiczong na podjednostce 60S [66].
Podstawe ,,kciuka” tworza dwa biatka uL11 oraz uL 10, ktore taczy si¢ z biatkami P1 i P2.
uL 10 stanowi zasadniczy trzon bocznej wyniostosci i posiada dwie niezalezne domeny (Ryc.
20). Pierwsza, domena N-terminalna wigzaca rRNA, jest homologiczna do bakteryjnego
odpowiednika [14]; ponadto posiada unikalng domene II (tzw. uL10ext), ktora wystepuje
tylko u Eucaryota oraz domeng C-terminalng b¢dgca pojedyncza a-helisg, na ktorej zwigzane
sg biatka P11 P2. W zaleznosci od organizmu, a-helisa moze sktadac¢ si¢ z dwdch badz trzech
10-aminokwasowych odcinkéw, wigzac dwa (tak jak u Eukaryota) lub trzy dimery biatek
P1/P2 — jak w przypadku domeny Archaee (Ryc. 20) [92].
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Ryc. 20. Organizacja strukturalna biatka uL.10 w obrebie trzech domen zycia [76]. Panel lewy:
kolorem granatowym zaznaczono biatko uL10 z wyszczegdlnieniem domeny wigzacej RNA oraz
domeny uL10ext; kolorem zielonym i rézowym oznaczono hetero-dimery bialek P1 i P2; linia
przerywana reprezentuje konserwatywny motyw C - koncowy biatka uL.10 homologiczny do biatek
P1/P2. Panel srodkowy: kolorem fioletowym zaznaczono biatko uL10 z wyszczeg6lnieniem domeny
wiazacej RNA oraz domeny ul 10ext, kolorem czerwonym homo-dimery biatka P1; linia przerywana
fragment konserwatywnego motywu C-koncowego. Panel prawy: kolorem turkusowym zaznaczono
bateryjne biatko uL10 wraz ze wskazaniem domeny wiazacej RNA, natomiast kolorem
pomaranczowym homo-dimery biatka bL12.

Kazda z poszczegdlnym domen biatka ulL10 posiada okreslong funkcje. Domena
N-terminalna kotwiczy ,,kciuk™ na rybosomie poprzez interakcje z rRNA, domena uL10ext
ulega interakcji z eukariotycznymi trGTPazami, a jej obecnos¢ nadaje specyfike ,,kciukowi”
w stosunku do eukariotycznych trGTPaz [93]. Jak wykazano w przypadku biatek ul10
Pyrococcus horikoshii i Bombyx mori, usuni¢gcie domeny uL10ext lub wstawienie tej
domeny do bakteryjnego uL.10 prowadzito do zmiany specyfiki oraz wykorzystywania przez
rybosom odpowiednich trGTPazy [94,95]. Wedle ostatnich doniesien, domena ta wchodzi
w interakcje z biatkiem GCN2 (ang. general control nonderepressible 2), ktére odpowiada
za fosforylacj¢ eukariotycznego czynnika inicjacyjnego 20 (elF2a), [96]. GCN2 jest
kluczowym biatkiem regulatorowym w sytuacjach stresu komorkowego, takiego jak gtod
aminokwasowy [97]. Fakt ten wskazuje, ze ,kciuk” rybosomalny posiada dodatkowych
partnerow, nie tylko zwigzanych z translacja. Domena C-terminalna biatka uL10 formujaca
pojedyncza a-helis¢ to unikalny element ,kciuka” rybosomalnego w obrgbie domeny
eukariotycznej i archeonow, ktora kotwiczy biatka P1/P2. Bialka te sa uwazane za
analogiczne uktady w stosunku do bakteryjnych biatek bL12, poniewaz funkcjonalnie
wykazuja podobne dzialanie, tj. ulegaja integracji z trGTPazami, natomiast nie maja
wzgledem siebie podobienstwa strukturalnego. Zaproponowano, ze ich pojawienie si¢ na
rybosomie jest efektem ewolucji konwergentnej [65]. Biatka P stanowig unikalny element
w grupie biatek rybosomalnych, poniewaz W przeciwienstwie do pozostalych biatek

rybosomalnych, biatka te wystepuja w komorce w wielu kopiach [98]. Ponadto, ich
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charakterystyczng cecha jest ich punkt izoelektryczny (pl) oscylujacy w zakresie niskich
wartosci pH, rzedu 3-4, stad tez nazywane sg one kwasnymi biatkami rybosomalnymi (ang.
acidic ribosomal proteins), [99,100]. Cecha ta zdecydowanie odrdznia je od pozostatych
bialek rybosomalnych majacych charakter zasadowy [101]. Wyr6znia je takze ich post-
translacyjna modyfikacja w postaci fosforylacji w obrebie C-konca i z tego powodu sg takze
okreslane mianem rybosomalnych bialek P (ang. phosphorylated) [102]. Na podstawie
sekwencji aminokwasowej biatka te zaklasyfikowano do dwoch grup (Ryc. 21): P1 oraz P2,
za wyjatkiem ro$lin, w przypadku ktorych wystepuje dodatkowa grupa — P3 [103-105]. Co
cickawe, u nizszych eukariontow istnieje dalsza dywersyfikacja wsrod biatek P.
W przypadku drozdzy Saccharomyces cerevisiae, biatka P posiadaja po dwie izoformy
biatka P1 i P2 - P1A, P1B, P2A i P2B. Biatka P formujg heterodimery: P1-P2, a u drozdzy
S. cerevisiae P1A-P2B oraz P1B-P2A. Na rybosomie wystepuja z biatkiem uLL10 w formie
pentameru uL10-(P1-P2),, a u drozdzy uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A) [67,106-111]. Masa
molekularna biatek P wynosi 11 kDa [66,68,98,112]. W strukturze biatek P1 oraz P2
mozemy wyrdzni¢ uktad nastepujacych funkcjonalnych domen: globularnej, a-helikalnej
domeny N-terminalnej - NTD, regionu tagcznikowego tzw. ,,zawiasu”, oraz domeny
C-terminalnej — CTD (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej kwasnych rybosomalnych bialek P wsrod
przedstawicieli roznych gatunkéw [99]. Schemat przedstawia sekwencje biatek: ludzkich
(HUMAN), szczurzych (RAT), Dictyostelium discoideum (DICDI), Drosophila melanogaster
(DROME), Arabidopsis thaliana (ARATH), P1A i P2A Saccharomyces cerevisiae (YEAST - A),
P1B i P2B Saccharomyces cerevisiae (YEAST - B), Cladosporium herbarum (CLAHE),
Trypanosoma cruzi (TRYCR) i Leishmania donovani (LEIDO). Biatka P zostaty sklasyfikowane do
grup P1 i P2. Czerwonag i pogrubiong czcionka zaznaczono cze¢$¢ N-terminalng, zawierajgca tzw.
zamek hydrofobowy odpowiedzialny za interakcje biatko-biatko, Kolorem niebieskim oznaczono
konserwatywng domeng C-terminalng. Gwiazdka wskazano miejsca fosforylacji.

Domena NTD sktada si¢ z okoto 70 reszt aminokwasowych i jest odpowiedzialna za
formowanie si¢ heterodimerow P1-P2 oraz ich kotwiczenie na rybosomie za posrednictwem
biatka uL10 (Ryc. 19), [66,113]. Domeny NTD zbudowane sa z czterech a-helis
formujacych globularng strukture (Ryc. 22), [114,115]. Region tgcznikowy miedzy NTD
i CTD to 30-aminokwasowy region bogaty w reszty alaninowe, prolinowe oraz glicynowe,
ktory jest réznorodny pod wzgledem dlugosci oraz sekwencji aminokwasowej, a jego
parametry biofizyczne nadaja mu wysoka elastyczno$¢ strukturalng oraz nie posiada
zdefiniowanej struktury [99,103,104]. C-terminalna cze¢$¢ to sekwencja okolo 22
aminokwasow, zdominowana przez reszty aminokwasowe o kwasnym jak i hydrofobowym
charakterze (Ryc. 21). Na szczegolng uwage zastuguje konserwatywna sekwencja okoto 15
reszt aminokwasowych (EESEESDDDMGFGLFD), zawierajaca reszty seryny ktore sa
fosforylowane przez kinaze¢ biatkowa CK2 [98,112,116]. Ten C-terminalny element biatek

P jest czgscig funkcjonalng i bierze udzial w oddziatywaniach z eukariotycznymi
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trGTPazami, a jego usunigcie prowadzi do calkowitego ograniczenia aktywnoS$ci
translacyjnej rybosomow [117]. Analizy strukturalne wskazaty, ze C-terminalny element
bialek P jest nieustrukturalizowany (Ryc. 22. a i ¢) i posiada parametry z cechami

charakterystycznymi dla struktury konformacyjnej zwanej ,,molten globule”.

\_Y_!\_Y_I

NTD-P1 NTD-P2

® / Domeny
o,»' C-terminalne
NV
\ A J
|| Y
P1 P2
nwt?fff’
Domeny
N-terminalne

Ryc. 22. Model struktury heterodimeru P1-P2 opracowany metodg spektroskopii jadrowego
rezonansu magnetycznego (NMR) [114]. a. zestawienie kilkunastu natozonych na siebie struktur
heterodimeru P1-P2 opracowanych metodg NMR; w ramce zaznaczono domeng N-terminalng, za$
w okrag wzieto pozycje C-terminalnych elementow biatek P z poszczegolnych dimerow. b. struktura
domeny NTD (NTD-P1/NTD-P2) z uwzglednieniem czterech a-helis. ¢. obraz pojedynczego
heterodimeru P1-P2 z uwzgledniong domeng NTD oraz nhieustrukturalizowanym C-terminalnym
elementem.

Funkcjonalne aspekty eukariotycznego kompleksu biatek ,,kciuka” rybosomalnego
w procesie biosyntezy bialek zostaly scharakteryzowane na drodze licznych badan
biochemicznych [73,118-120]. Badania te wykazaly, ze eukariotyczny kompleks
uL10-(P1-P2), jest odpowiedzialny za tzw. swoisto$¢ rybosomalng wzgledem
eukariotycznych czynnikow translacyjnych, a przede wszystkim jest odpowiedzialny za
stymulacje aktywno$ci GTPazowej trGTPaz, ktéra wspomaga rybosom na wszystkich
etapach jego dziatalnosci [121]. Najbardziej znaczacym elementem strukturalnym i zarazem
funkcjonalnym eukariotycznych biatek P jest konserwatywny C-terminalny fragment
aminokwasowy, ktory wystepuje we wszystkich biatkach P wiaczajgc takze biatko ul10.

W konsekwencji kompleks ,.kciuka” zawiera pie¢ identycznych C-koncowych elementow
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pochodzacych z biatek ulL10 i P1/P2 [99]. C-koniec biatek P jest odpowiedzialny za
rekrutowanie do rybosomu trGTPaz oraz stymulacj¢ aktywnosci GTPazowej trGTPaz (Ryc.
23).

Kciuk
rybosomaliny

EF2-GTP

EF1A-GTP-
aa-tRNA

Centrum wiazania Pula czynnikéw
czynnikéw elongacyjnych  elongacyjnych

Ryc. 23. Model rybosomu wraz z czynnikami elongacyjnymi — eEF2 i eEF1A [122]. Czynnik
elongacyjny EF1A w kompleksie z GTP i aminoacylo-tRNA - kolor r6zowo oraz tososiowy, czynnik
EF2 - kolor brazowy, ,,kciuk” rybosomalny - kolor pomaranczowy.

Badania  strukturalno-biofizyczne  komplekséw  biatkowych, z  wykorzystaniem
eksperymentalnego modelu opartego na biatkach P archeona Pyrococcus horikoshii
z czynnikami translacyjnymi, wskazaly ze C-koniec ulega bezposredniej interakcji
z domeng GTPazowa trGTPaz [123]. Na podstawie badan, w ktorych wykorzystano biatko
aEF1a w kompleksie z fragmentem biatka aP1 pokazano, ze C-terminalny fragment z biatka
aP1 wigze si¢ do aEF 1o do domeny GTPazowej (Ryc. 24). Analizy strukturalne umozliwity
takze wglad w strukture kompleksu aP1(CTD)-aEF1a-GDP/GTP na poziome atomowym,
pokazujac udziat C-konca aP1 w formie pojedynczej a-helisy w formowaniu kompleksu.
Wskazano, ze fragment aP1 wiaze si¢ do aEF1a miedzy domeng 1 a 3 za pomocag rozlegtej
sieci wigzan hydrofobowych oraz wigzan wodorowych, a C-terminalny fragment biatka P

formuje a-helise (Ryc. 24).

42



o LYY A
NS . ¢
GDP % 2\ o\ ';/7 i
Q}\ N>
o
S e
S e N r—
. T (e ;
. S
Sy
~ ' / \ Y
| ' D
\\ . »Z ‘\‘/;’\f’
Domain 3 N l-“
Domain 2

Ryc. 24. Model strukturalny kompleksu aP1(CTD) - aEFla - GDP oraz kompleksu
aEFla - GDP [123]. a. struktura kompleksu aP1(CTD)-aEF1a-GDP P. horikoshii. aP1(CTD) oraz
domeny 1, 2 i 3 aEFla s3 oznaczone odpowiednio kolorem rézowym, zottym, zielonym oraz
jasnoniebieskim. Pozycje GDP zaznaczono na czarno. b. struktura kompleksu aEFla-GDP
P. horikoshii. Oznaczenia kolorystyczne jak wyzej.

Ponadto, okreslono takze strukture czynnika EF-2 z Pyrococcus horikoshii (PhoEF-2)
w formach: Apo (wolnej, niezwigzanej z ligandami), zwigzanego z GDP, GMPPCP
(niehydrolizowalny analog GTP) i zwigzanego z GMPPCP w kompleksie z fragmentem
C-terminalnym biatka aP1 - P1C11 z Pyrococcus horikoshii. Badania te pozwolity na
opisanie obszaru interakcji migdzy biatkiem P a PhoEF-2. Struktura kompleksu PhoEF-2-
GMPPCP-P1C11 pokazata, ze P1C11 formuje o-helis¢ i wigze si¢ do PhoEF-2 mig¢dzy
domeng G isubdomeng G’ (Ryc. 25). Co ciekawe, obszar wigzania dla C-terminalnego
elementu biatka P jest catkowicie odmiennym miejscem wigzania niz w przypadku czynnika
aEFla, w ktorym to fragment CTD biatka P1 wigze si¢ miedzy domeng G i III czynnika
aEFla.
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Ryc. 25. Model struktury kompleksu PhoEF - 2 - GMPPCP w polaczeniu z C-koncowym
elementem biatka P1 - P1C11 [124]. a. struktura kompleksu PhoEF-2-GMPPCP-P1C11. Fragment
P1C11 formuje o-helis¢ - kolor fioletowym, pozostate domeny eEF2 zaznaczono odpowiednio
kolorami. b. reprezentacja struktury elementu P1C11 w kompleksie z domeng G/G’ czynnika EF2.
. model strukturalny z reprezentacjg rozktadu fadunku na powierzchni elementu EF2 oddzialujacego
z P1CI11. Pozytywne, negatywne i neutralne potencjaly elektrostatyczne na powierzchni zostaty
przedstawione kolejno kolorami: niebieskim, czerwonym i bialym. Reszty aminokwasowe G102,
L103,L1061F107 P1C11, bedace krytycznymi dla wigzania PhoEF-2 zobrazowano w formie modeli
chemicznych.

W ramach analiz strukturalnych opracowano takze model 3D opisujacy wigzanie
C-terminalnego fragmentu biatek P do czynnika elF5B, ktory nalezy do trGTPaz. Analizy
zostaly przeprowadzone na bazie struktury kompleksu IF5B-P1 pochodzacego z archeona
Aeropyrum pernix (Ryc. 26). W tym celu wykonano analize¢ strukturalng poprzez
krystalizacje dwoch sktadowych: wykorzystano fragment polipeptydu obejmujgcego
domeny 1 i Il czynnika alF5B (alF5B, - 1) oraz syntetyczny peptyd odpowiadajacy 17
koncowym aminokwasom domeny C-terminalnej biatka aP1 (aPlctp). Uzyskana struktura
alF5SB zwigzanego z aPl ujawnita miejsca oraz reszty aminokwasowe zaangazowane
W wigzanie migdzy aP1 a alF5B. Sg to aminokwasy znajdujace si¢ na C-koncu aP1 oraz
w obrebie hydrofobowej kieszeni ztozonej z czterech petli polipeptydowych (Ryc. 26) [125].
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Ryc. 26. Model struktury kompleksu alF5B, .1 - GDP - aPlctp [125]. Domeny | i Il alF5B
oznaczono odpowiednio kolorem czerwonym i zottym, peptyd aP1cro kolorem niebieskim. Pozycja
GDP zostata przedstawiona w postaci struktury chemicznej. Domeny N i C peptydu aP1ctp zostaty
opisane jako N’ i C’.

Podsumowujgc, biorgc pod uwage analizy strukturalne ukierunkowane na poznanie
mechanizmoéw rzadzacych oddziatywaniami konserwatywnego odcinek C-koncowego
biatka aP1l z trGTPazami (aEF2, aEFlo oraz alF5B), wykazano iz biatka P posiadaja
unikalne parametry funkcjonalne charakteryzujace si¢ tym, ze nie rozpoznajg one jednej
specyficznej struktury na trGTPazach; element C-terminalny biatka P formuje a-helis¢ we
wszystkich wypadkach, ale co ciekawe posiada potencjat do rozpoznawania wielu partnerow
biatkowych [124].

2.6 Pozarybosomalna aktywnos¢ bialek P

Poza podstawowym udziatem w procesie translacji biatka rybosomalne formujace
»Kciuk” rybosomalny zostaly takze powiazane z Dbiologicznymi zjawiskami nie
powiagzanymi bezposrednio z procesem biosyntezy biatka. Z tego tez wzgledu, biatka
»Kciuka” zostaly zaliczone do tzw. bialek o wielorakiej aktywno$ci, czy tez biatek
0 aktywnos$ci pozarybosomalnej (ang. moonlighting proteins, extraribosomal function
proteins) [126]. Przyktadem takiego biatka jest biatko uL10; biatko to powigzano
z procesami naprawy DNA czy z regulacja ekspresji materialu genetycznego na poziomie
DNA wskazujac na jego aktywno$¢ endonukleazy [127-130]. Wykazano takze, ze
w warunkach tzw. stresu jaderkowego, czyli zablokowania syntezy rybosomow, biatko
uL10 uwalniane jest z rybosomu i akumulowane w cytoplazmie co moze mie¢ istotne
konsekwencje funkcjonalne [131]. Wskazano, ze biatko uL10 moze posiada¢ wielu
partneréw biatkowych, nie nalezacych do maszynerii translacyjnej, np.: biatko Staufenl,

ktore bierze udziat w transporcie mRNA [132], biatko Tau, charakterystyczne dla choroby
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Alzheimera [133], biatko KIF4 zwigzane z transportem rybosomow w komorkach
nerwowych [134], FMRP bedace biatkiem lokalizowanym najczesciej w mozgu, a majacym
istotne znaczenie dla prawidlowego rozwoju poznawczego [135] czy tez biatko GCIP, ktore
bierze udziat w kontroli r6znicowania i proliferacji komorek [136]. Ponadto, biatka P zostaty
opisane jako molekularny czynnik etiologiczny w chorobach autoimmunologicznych —
stanowig charakterystyczny autoantygen w chorobie tocznia uktadowego (Systemic Lupus
Erythematosus, SLE) [137,138]. Uwaza si¢ takze, ze poziom ekspresji biatek P moze by¢
jednym z marker6w w pewnych podtypach nowotworow [139]. Ponadto stwierdzono
pojawienie si¢ przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom P podczas infekcji
pierwotniakami takimi jak Leishmania infantum, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi
czy Plasmodium falciarum [140-143]. Zidentyfikowano je rowniez jako jeden z alergenéw
choréb wywolywanych przez grzyby takie jak Alternaria alternata, Fusarium culmorum,

Aspergillus fumigatus czy Cladosporium herbarum [144-146].

3. Bialka RIP - Ribosomal Inactivating Proteins

Rybosomalne biatka P, oprocz interakcji z trGTPazami, ktore mozna uwazaé za
podstawowych partnerow dla tych biatek, ,partnerujg” takze innym tzw. poza
rybosomalnym biatkom. Jak juz wspomniano wczesniej, wykazano, ze ulegaja interakcji
z kinazg GCN2, aktywujac ja w warunkach glodu aminokwasowego. Jednakze, istotnym
»partnerem” dla biatek P jest grupa biatek zwanych biatkami inaktywujacymi rybosom,
okreslanymi takze jako biatka RIP (ang. Ribosomal Inactivating Proteins), [147]. Wskazano,
ze biatka P sg wazne jako element wigzacy biatka RIP do rybosomu, co warunkuje ich
aktywno$¢ biologiczng w stosunku do eukariotycznego rybosomu, tj. depurynacje zasady
adeninowej w petli SRL, a to prowadzi do zahamowania procesu translacji przez rybosom
[148].

Biatka RIP sg klasyfikowane w trzech grupach: jako biatka monomeryczne - typ I,
biatka hetero-dimeryczne - typ I, oraz typ Ill, klasyfikowany jako specjalna grupa bialek
RIP, ktorych odrebnos¢ polega na tym, ze sg produkowane jako proenzymy sktadajace si¢
z pojedynczej podjednostki katalitycznej, stajac si¢ aktywnymi dopiero po obrobce
proteolitycznej. Biatka nalezace do typu | skladajg si¢ z pojedynczego tancucha

polipeptydowego 1 posiadajg aktywnos¢ konstytutywng; w grupie tej wyroznia si¢ biatka:
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PAP (ang. pokeweed antiviral protein), trichosantyna, saporyna, gelonina czy luffina.
Z Kkolei do grupy II naleza biatka: rycyna, abryna czy tzw. toksyna Shiga; w grupie tej
enzymatycznie aktywnym biatkiem jest podjednostka A za$ druga podjednostka B to
polipeptyd potaczony mostkiem dwusiarczkowym z tancuchem A [149]. Do trzeciej grupy
biatlek RIP zaliczane jest biatko indukowane jasmonianem metylu (JIP60) oraz biatko
kukurydzy b-32; biatka te do aktywacji wymajg obrobki proteolitycznej [150,151]. W 2010
roku zostata zaproponowana takze nowa alternatywna nomenklatura dla biatek RIP,
w ktorym okresla sie je jako A (typ 1), AB (typ 1), AC (typ Ill, obejmujace biatka podobne
do JIP60) i AD (typ Ill, zrzeszajacy biatka podobne do b32), [152]. Wszystkie biatka RIP
klasyfikowane sa jako toksyny, poniewaz ich dzialanie na komodrke eukariotyczng jest
toksyczne 1 prowadzi do $mierci komorki. Najbardziej toksycznymi biatkami sg biatka
z klasy II, ktore posiadaja podjednostke B umozliwiajaca efektywne wejscie do komorki
eukariotycznej, na przyktad rycyna, ktora uwazana jest za jedno z najbardziej toksycznych

biatek wystepujace w przyrodzie.

Obecny model funkcjonowania/toksycznosci biatek RIP zostal opracowany na
podstawie biatek typu Il jak rycyna. Model ten wskazuje, ze biatko RIP posiadajac
aktywnosci N-glikozydazowa, prowadzi tzw. depurynacje pojedynczej zasady adeninowej
z rRNA w obrgbie SRL, ktéra znajduje si¢ w centrum GAC; depurynacja ta prowadzi do
zablokowania aktywnosci GAC, a to z kolei blokuje aktywnosci rybosomu [39].
Depurynacja zachodzi w pozycji A2660 (numeracja E. coli), ktora odgrywa kluczowa rolg
w sieci interakcji miedzy trGTPazami a SRL. [153]. Badania biochemiczne wskazaty, ze
biatka RIP sa w stanie prowadzi¢ depurynacje tzw. ,,nagich” RNA, natomiast ich aktywno$¢
N-glikozydazowa wzrasta 100-krotnie w przypadku natywnego rRNA, wskazujac, ze
integralne rRNA to zasadniczy substrat dla biatek RIP. Jednym z najbardziej poznany biatek
RIP jest rycyna, ktora wystepuje w nasionach racznika pospolitego (tac. Ricinus communis).
Biatko to jest uznawane za jedno z najbardziej toksycznych biatek wystepujacych w naturze.
Pod wzgledem strukturalnym rycyna to hetero-dimer zbudowany z dwoch podjednostek:

tancucha A oraz tancucha B, potaczonych ze sobg mostkiem dwusiarczkowym (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Model strukturalny rycyny. a. holoenzym rycyny b. katalityczna podjednostka A rycyny
(RTA), c. podjednostka B o whasciwosciach lektyny (RTB).

Podjednostka B (RTB) jest galaktozo/N-acetylogalaktozamino(Gal/GalNAc)-
specyficzng lektyng, ktorej zadaniem jest wigzanie si¢ do biatek oraz glikolipidow na
powierzchni komorek ssaczych, umozliwiajac tym samym efektywng endocytoze toksyny
(Ryc. 28) [154]. Podjednostka RTB zbudowana jest z 262 reszty aminokwasowych, ktore
formujg dwie domeny. W obrebie tych domen mozna wyrozni¢ trzy subdomeny (a, B, v),
z ktorych funkcjonalng aktywno$¢ lektyny wykazuja subdomeny la i 2y (Ryc. 28).
Subdomena 1la jest lacznikiem podjednostek RTA i RTB, natomiast subdomena 2y

odpowiada za taczenie dwoch domeny podjednostki RTB [155].
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Ryc. 28. Model strukturalny podjednostek RTB/RTA [155]. a. Podjednostka RTA zostata
oznaczona kolorem szarym, podjednostka RTB kolorem czarnym. Kolorem zottym oznaczono
epitop dla przeciwciat monoklonalnych SylH3, kolorem zielonym epitop dla przeciwciat
monokloalnych 24B11, kolorem pomaranczowym galaktozo-specyficzna domena rozpoznajgca
policukry (ang. Gal - specific carbohydrate recognition domain, CRD). Struktury chemiczne
reprezentujg tancuchy boczne mannozy (kolor zotty) i czgsteczki laktozy (kolor szary) b. schemat
liniowy obrazujacy domeny podjednostki RTB, a takze ich poszczegolne subdomeny (1a, 1B, 1y, 2a,

2B, 2y).

Transport rycyny do wnetrza komorki eukariotycznej rozpoczyna wigzanie si¢
toksyny za posrednictwem podjednostki RTB do galaktozy lub N-acetyloglutaminy
glikopeptydow i glikolipidow wystepujacych na powierzchni komorki. W komorce, wieksza
czes$¢ rycyny ulega degradacji lizosomalnej badZz jest akumulowana w endosomach za
pomoca ktorych komorka usuwa czes¢ frakeji rycyny na zewnatrz komorki. Jednakze
pozostata, niewielka cze$¢ rycyny kierowana jest do aparatu Golgiego skad jest nastepnie
transportowana do retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie izomeraza dwusiarczkowa
(ang. protein disulphide isomerase, PDI) redukuje mostek dwusiarczkowy taczacy obie
podjednostki A i B, uwalniajac tym samym katalityczng podjednostke A rycyny (RTA),
posiadajagcg aktywno$¢ N-glikozydazy [156,157]. RTA jest nastepnie transportowana za
posrednictwem szlaku ERAD (ang. ER-associated degradation), co w konsekwencji
prowadzi do uwolnienia RTA z retikulum endoplazmatycznego do cytoplazmy (Ryc. 29)
[158,159].
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Ryc. 29. Schemat wewnatrzkomorkowego transportu rycyny w komérce eukariotycznej [159].
Na schemacie zaznaczono gtéwne etapy transportu rycyny do wnetrza komorki. Poszczegdlne etapy
to: 1 - wigzanie si¢ do receptora na btonie komérkowej za posrednictwem podjednostki RTB, 2 -
Endocytoza, 3 - cz¢é¢ rycyny ulega akumulacji w endosomach i usunigciu poza komorke,
a pozostala, niewielka ilo$¢ jest kierowana do aparatu Golgiego, 4 - przemieszczanie si¢ przez
cysterny aparatu Golgiego w kierunku retikulum endoplazmatycznego (ER), 5 - transport rycyny do
ER, redukcja mostka disiarczkowego taczacego podjednostki RTA i RTB rycyny, 6, 7 - transport
aktywnej katalitycznie podjednostki RTA poprzez szlak ERAD do cytoplazmy, 8 - wiazanie do
rybosomu.

Zaproponowany mechanizm dziatania RTA wskazuje, ze uwolniona, aktywna katalitycznie
podjednostka RTA wigze si¢ do rybosomu na drodze dwuetapowego procesu; pierwszy etap
to wolna i niespecyficzna interakcja na bazie oddziatywan elektrostatycznych
z powierzchnia rybosomu, w wyniku ktorych toksyna gromadzi si¢ na powierzchni
rybosomu, po czym nastepuja szybkie, wysoko specyficzne oddzialywania za

posrednictwem biatek P (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Model interakcji bialek RIP grupy II z rybosomem na przykladzie katalitycznej
podjednostki rycyny - RTA [160,161]. Model eukariotycznej duzej podjednostki rybosomu,
oznaczony kolorem niebieskim, petla sarcynowo-rycynowej - kolor zielony. Model zawiera
reprezentacj¢ strukturalng fragmentu biatka uL. 10 w kompleksie z domenami N-terminalnymi biatek
P, oznaczonych odpowiednio kolorami zottym i ciemno-zielonym. Nieustrukturalizowana
i elastyczna domena C-terminalna biatek P zostata przedstawiona w postaci szarej linii - ciaglej
i przerywanej. Katalityczny tancuch A rycyny - RTA zaznaczono kolorem turkusowym, centrum
katalityczne kolorem granatowym, za$ miejsce wigzania z biatkami P - kolorem fioletowym. Model
przedstawia zachowanie si¢ RTA w obecnosci rybosomu: w pierwszym etapie czasteczki RTA ulega
koncentracji na powierzchni rybosomu za pomoca niespecyficznych oddziatywan elektrostatycznych
(model AB2); drugi etap obejmuje interakcje z biatkami P (model AB1). Interakcja biatka P-RTA
zachodzi przy udziale specyficznych odziatywan znajdujacych si¢ na czasteczce RTA. C-terminalny
element biatek P kieruje czasteczk¢ RTA w strong petli sarcynowo-rycynowej, tak aby zapewnic¢
kontakt migdzy centrum katalitycznym RTA a zasada adeninowg na petli SRL i co za tym idzie
umozliwi¢ toksynie proces depurynacji.

Wykazano, ze udziat biatek P jest kluczowy w interakcji RTA z rybosomem i zwigzanie si¢
RTA z biatkami P poprzedza depurynacj¢ SRL [157,162-165]. Analizy biochemiczne
z udziatem ryposomu po depurynacji SRL, wskazaly ze dziatanie RTA przede wszystkim
blokuje funkcjonowanie rybosomu na etapie elongacji, a tym samym hamuje synteze biatek.
Proces depurynacji za posrednictwem RTA zachodzi w obrgbie zasadny adeninowej
(pozycja A2660 na 23S rRNA E. coli zgodnie z numeracja bakteryjnego rRNA, za$ na
eukariotycznym rRNA jest to pozycja: A3027 25S5/28S rRNA S. cerevisae, A4324 u szczura,
A4605 u ludzi) [41,42,166-168]. Nalezy podkresli¢c, ze pomimo wysokiej homologii
w sekwencji nukleotydowej SRL w obregbie trzech domen zycia, tylko rybosomy
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eukariotyczne ulegaja depurynacji, a czynnikiem determinujagcym specyficznos¢ sg biatka P
[169]. Wykazano, ze jedna czasteczka RTA w stanie inaktywowaé w ten sposéb do 1500

rybosomow na minutg, co wskazuje na jej bardzo wysoka wydajno$¢ biologiczng [170].

Badania biochemiczne in vitro oraz w zakresie biologii komorki in vivo wskazaty, ze
biatka P, bedac w kompleksie pentamerycznym, tj. dwoma hetero-dimery P1-P2 wraz
Z biatkiem uL. 10, stanowia kluczowy element wigzacy RTA na rybosomie eukariotycznym.
[171]. Warto zauwazy¢, ze powinowactwo RTA do rybosomu jest wprost proporcjonalne do
ilosci biatek P na rybosomie, jak wykazano na bazie analiz kinetycznych, wykorzystujac
zmodyfikowane pod wzgledem ilosci biatek P rybosomy. Obserwacje te potwierdzajg
poglad, ze ,,dostarczanie” biatek RIP do SRL zalezy od interakcji z biatkami P [171,172].
Na przyktadzie trichosantyny (TCS), toksyny nalezacej do typu I, ktéra podobnie jak
podjednostka rycyny - RTA, jest w stanie blokowa¢ rybosomy eukariotyczne po przez
depurynacje SRL, wykazano, ze TCS wchodza w interakcje z konserwatywnym motywem
domeny CTD eukariotycznych biatek P; analizy interakcji TCS z biatkami P wykonano na
bazie uktadu modelowego, wykorzystujac krotkie syntetyczne peptydy posiadajace
sekwencje C-terminalnego konca biatek P [115]. Badania strukturalne i biochemiczne
potwierdzity obserwacje z wykorzystaniem peptydow, wskazujac ze syntetyczny peptyd
odpowiadajacy C-koncowemu elementowi biatek P oddzialuje z biatkami RIP
[125,160,173]. Analizy strukturalne z wykorzystaniem techniki krystalograficznej
kompleksu TCS z syntetycznym peptydem odpowiadajagcym sekwencji aminokwasowej
ludzkiego biatka P2 (SDDDMGFGLFD), opisaly mechanizm interakcji migedzy TCS
a C-koncowym peptydem. Wskazano, ze oddziatywania hydrofobowe dominuja
w stabilizacji kompleksu, ale konserwatywny motyw DDD na N-koncu peptydu takze
efektywnie oddzialuje z dodatnio natadowanymi resztami K173, R174 i K177
pochodzacymi z TCS, znaczaco stabilizujac kompleks (Ryc. 31) [174].
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Ryc. 31. Model struktury kompleksu biatka TCS z fragmentem C-koncowym bialek P [174].
a. porownanie sekwencji C-koficowych reszt aminokwasowych ssaczych bialek P. Zaznaczono
sekwencje 16 aminokwasow, bedacych niemalze identycznych, ze wskazaniem na odcinki
obejmujace 11 (C11) i 7 (C7) koncowych aminokwasow, ktére zostaly uzyte do formowania
kompleksu TCS/C11. b. kompleks TCS/C11 obejmujacy 11 C-koncowych reszt aminokwasowych
SDDDMGFGLFD (kolor z6tty), zwigzany z TCS (kolor oliwkowy); kolorem fioletowym oznaczono
pozostate elementy strukturalne TCS; po prawej reprezentacja strukturalna kompleksu
z zaznaczonymi strukturami Il-rzedowymi.

Ponadto, opracowano takze model strukturalny na poziomie atomowym kompleksu
RTA z C-koncowym fragmentem ludzkiego biatka P2, wskazujac ze wigzanie peptydu jest
podobnie jak w TCS, a oddzialtywania elektrostatyczne jak i hydrofobowe grajg kluczowsg
role w wigzaniu RTA z peptydem [175]. Wskazano, Ze 6 ostatnich reszt aminokwasowych
(GFGLFD) wiazg si¢ do hydrofobowej kieszeni formowanej przez Tyr183, Leu207, Leu232,
Phe240, Val242, 11e247,P250 oraz Ile251 na RTA (Ryc. 32) [176,177], za$ oddziatywanie
z kwasnymi resztami aminokwasowymi SDDDM nie zostaly precyzyjnie zdefiniowane
w zadnej ze struktur, mimo ze analiza biochemiczna wykazata, ze motyw ten jest wazny dla

rozpoznawania rybosomu przez RTA i umozliwienia depurynacji [177-179].
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Ryc. 32. Model struktury kompleksu RTA z syntetycznym peptydem nasladujacym C-koncowy
element biatka P2 [177,180]. Panel lewy: kompleks peptydu obejmujacy 10 C-koncowych reszt
aminokwasowych DDDMGFGLFD (kolor r6zowy) z RTA. Kolorem turkusowym przedstawiono
strukture RTA z wyszczegdlnionymi strukturami a6, a7, a8, f7 oraz B8 formujacymi hydrofobowa
kieszen, kolorem niebieskim zobrazowano mape gestosci elektronow dla peptydu C10-P2 wraz
Z poszczegdlnymi elementami strukturalnymi peptydu zaznaczonego na kolor rézowy. Panel
prawy: peptyd obejmujacy 6 C-koncowych reszt aminokwasowych GFGLFD (Kkolor niebieski)
zwigzany ze struktura kieszeni hydrofobowej RTA. RTA oznaczono kolorem zielonym, aminokwasy
formujace kieszen kolorem rézowym, kluczowsa dla aktywnoséci RTA Leu232 oznaczono kolorem
pomaranczowym.

Pomimo wielu prac badawczych na temat struktury i funkcji biatek P oraz ich roli
w oddziatywaniu z biatkami RIP, model interakcji miedzy tymi biatkami nie jest jeszcze
dobrze poznany. Wigkszo$¢ analiz wykonano in vivo z wykorzystaniem mutantow
drozdzowych defektywnych w sktadzie biatek P, czy z wykorzystaniem eksperymentalnych
uktadow in vitro stosujac w wigkszosci syntetyczne peptydy jako elementy analityczne
w badaniu oddziatywan biatek P z bialkami RIP. Nieliczne analizy, jak badania
z wykorzystaniem kompleksow biatek P z drozdzy S. cerevisiae wykazaty, ze biatka P
stanowig kluczowy element w interakcji z biatkami RIP. Ponadto wykazano, ze biatka RIP
(np. RTA) posiadaja bardzo wysokie powinowactwo w stosunku do biatek P w zakresie
nanomolarnym, wskazujac na ponad przeci¢tne powinowactwo biatek RIP do rybosomu. Jak
dotad nie opracowano precyzyjnego modelu opisujacego oddzialywania bialek RIP
z biatkami P, istnieje jedynie fragmentaryczny wglad w naturg tych oddziatywan, czy to pod

wzgledem strukturalnym czy funkcjonalnym.
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Il. CEL PRACY

Niniejsza praca doktorska jest kontynuacja badan prowadzonych w Katedrze
Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii i Biotechnologii, UMCS. Podj¢te badania dotycza
charakterystyki oddziatywan mi¢dzy rybosomalnymi biatkami P formujacymi strukture tzw.
,kciuka” rybosomalnego, znajdujgcego si¢ na duzej podjednostce rybosomu, a katalityczna
podjednostka rycyny - RTA. Zasadniczym celem badawczym pracy bylo otrzymanie
rekombinowanych bialek, tj. ludzkich rybosomalnych biatek P w formie dimeru oraz biatka
RTA, wykorzystujac heterologiczny uktad ekspresji oraz charakterystyka pod wzgledem
Kinetycznym mechanizmow rzadzacych oddziatywaniem mig¢dzy ludzkimi biatkami P
aRTA.

Istotg rozprawy jest:

1. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie ludzkich bialek rybosomalnych P1, P2
oraz ich form delecyjnych P1ac/P2ac, pozbawionych 16 reszt aminokwasowych
na C - terminalnym koncu biatek P1 i P2;

2. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie Kkatalitycznej podjednostki rycyny —
RTA,

3. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna otrzymanych rekombinowanych
bialek z wykorzystaniem metod chromatograficznych, dichroizmu kotowego
oraz spektrometrii mas.

4. Analiza interakcji dimeréw bialek P1-P2 z katalityczng podjednostka rycyny za
pomocg termoforezy mikroskalowej - MST oraz interferometrii bio-warstwowej
- BLI.

55



I1l. MATERIALY I METODY

1. Manipulacje genetyczne

Manipulacje genetyczne wykonano wedlug standardowych procedur [181].
Transformacje komoérek E. coli prowadzono z wykorzystaniem metody TSS [182]. Do
trawienia i taczenia fragmentow DNA wykorzystano zestaw enzymow restrykcyjnych oraz
ligaze¢ T4 zgodnie z zaleceniami producenta (Fermentas). W celu wizualizacji oraz oceny
ilosci plazmidowego DNA przeprowadzono elektroforeze w zelu agarozowym o stezeniu
agarozy 1,5 % z dodatkiem bromku etydyny w stezeniu 0,5 pg/ml. Zele przygotowano
z uzyciem ultraczystej agarozy (Prona), ktorg rozpuszczano w buforze 1 x TAE (40 mM
Tris—=HCI, 1 mM EDTA pH 8,0). Probki DNA zawieszano w buforze zawierajacym 30 %
glicerolu oraz 0,1 % bromku etydyny i tak przygotowane nanoszono na zel. Elektroforeze
prowadzono w buforze 1 x TAE przy statym napieciu 100 V. Zele analizowano w $wietle
UV  (A2go-312nm). Wielkos¢ 1 ilos¢ DNA oceniano poprzez analiz¢ poréwnawcza

intensywnosci prazkow DNA z intensywnos$cig prazkéw markerowych (Fermentas) DNA.

1.1. Przygotowywanie konstruktow genetycznych ludzkich bialek P1/P2 i ich form
delecyjnych P1ac/P2ac

Fragmenty DNA, kodujace geny dla ludzkich biatek P1 i P2 oraz ich form delecyjnych
P1ac/P2ac (fj. nie posiadajacych 16 C-koncowych aminokwasow), amplifikowano metoda
PCR (ang. polymerase chain reaction). Wykorzystang matrycg byla biblioteka ¢cDNA
otrzymana na bazie komorek HeLa; amplifikacj¢ wykonano z wykorzystaniem polimerazy
Pfu (Fermentas). Sekwencje nukleotydowe wykorzystanych starterow zostaly
przedstawione w Tabeli 1. Produkty reakcji PCR zostaly poddane trawieniu enzymami
restrykcyjnymi EcoRI i BamHI, w celu wprowadzenia do wektora ekspresyjnego pT7-7,
réwniez traktowanego powyzszymi enzymami restrykcyjnymi. Wykorzystany wektor
posiadal kasete genetyczng opornos$ci na ampicyling, ktora zostata wykorzystana jako
marker selekcyjny (Ryc. 33). Sekwencje DNA zawierajace geny kodujace biatka P jak i RTA
wszystkich otrzymanych konstruktow genetycznych zweryfikowano poddajac je
sekwencjonowaniu DNA (ustuga komercyjna - firma Genomed S.A.).
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Tabela 2. Sekwencje nukleotydowe starterow wykorzystanych do amplifikacji fragmentow
DNA kodujacych geny dla ludzkich biatek rybosomalnych P1, P2, P1xc oraz P2xc. Podkresleniem
zaznaczono miejsca ciecia dla enzymow restrykcyjnych - kolorem czerwonym dla enzymu EcoRl,
kolorem zielonym dla enzymu BamHI.

Amplifikowane Nazwa
DNA dla bialka startera Sekwencja nukleotydowa startera
P1Fwd 5’- GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTC -3’
Pt P1Rvs 5’- GCGGGATCCCATGTTATAAAAGAGGTTTAGTC -3°
P2Fwd 5’- GCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT -3
P2 P2Rvs 5’-GCG GGATCC ATCAAACAGGCCAAAGCCCATAT-3’
P1acFwd 5’- GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTC -3’
Plac P1lacRvs 5’-GCG GGATCCTTTCTTTGCTTCCACTTTC-3’
P2acFwd 5’- GCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT -3’
P P2acRvs 5’-GCG GGATCC TTTTTCATCTTTTTTTTCTTC -3’
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(26) Clal HindIII (31)
BfuAl (33)
Pstl (44)
Sall (48)

BamHI (58)

Smal (65)
EcoRI (72)
Ndel (83)

Clap WAL geyay Pstl  Sall BamHI| Smal EcoRI Ndel
TCATCGATAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCLCGGGCGCGAATTCTAGCCATATGT
4 4 3 J 3 } 3 3 J n } 4
+ T + 1 + T + =+ + T + T +
AGTAGCTATTCGAACCCGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCGCGCTTAAGATCGGTATACA

‘ MCS

Ryc. 33. Wektor ekspresyjny pT7-7. Kolorem zielonym zaznaczono kasete opornosci na
antybiotyk - ampicyling (AmpR) oraz polilinker, miejsce klonowania (ang. multicloning site, MCS),
kolorem zottym zaznaczono miejsce inicjacji procesu replikacji DNA (ang. origin, ori), kolorem
niebieskim miejsce wigzania rybosomu (ang. Ribosome Binding Site, RBS); ponizej schematu
wektora pT7-7 pokazano sekwencj¢ MCS ze wskazanymi miejscami trawienia dla réznych enzymow
restrykcyjnych. Ramkami zaznaczono miejsca trawienia dla enzymow restrykcyjnych
wykorzystanych do przygotowania konstruktoéw genetycznych biatek P, odpowiednio: BamHI
(ramka zielona) oraz EcoRI (ramka czerwona).

2. Heterologiczna ekspresja ludzkich bialek P w Escherichia coli

Heterologiczng ekspresje rekombinacyjnych bialek rybosomalnych przeprowadzono
z wykorzystaniem szczepu E. coli: BL21(DE3). Genom szczepéw E. coli posiada
zintegrowany gen polimerazy RNA faga T7 co zapewnia ekspresje genow w uzytych
konstruktach genetycznych pod kontrolg promotora T7. Hodowle komorek E. coli
zawierajacych przygotowane konstrukty genetyczne prowadzono w objetosci 100 ml

pozywki LB (ang. Luria-Broth). Pozywke zaszczepiono z wykorzystaniem pojedynczej,
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wyselekcjonowanej kolonii bakterii posiadajacych w komoérkach wilasciwy konstrukt
genetyczny. Hodowla suplementowana byta ampicyling w stezeniu koncowym 100 pg/ml.
Hodowla startowa byta prowadzona przez okres 12 h w temperaturze 37 °C. Nast¢pnie
z hodowli pobierano 10 ml zawiesiny do zaszczepienia wlasciwej hodowli ekspresyjnej,
prowadzonej w objetosci 1000 ml pozywki LB z dodatkiem ampicyliny o stezeniu 100
ug/ml. Tak przygotowang hodowlg prowadzono w temperaturze 37 °C w inkubatorze
z wytrzasaniem (Innova 44, New Brunswick). W trakcie prowadzenia hodowli prowadzono
pomiary gestosci optycznej hodowli przy diugosci fali 600 nm (ODsoo) w celu okreSlenia
dynamiki i gestosci hodowli bakteryjnej. W momencie osiggnigcia ODgoo Na poziomie 0,8
indukowano ekspresje dodajac do hodowli induktora izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozydu
(IPTG), do stgzenia koncowego 1 mM. Po indukcji hodowle kontynuowano przez kolejne
4 h. Po tym czasie zawiesing bakterii zebrano na drodze wirowania (5 min., 8 000xg, 4 °C),
a nastgpnie uzyskane bakterie w formie osadu zawieszano w buforze PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) i poddawano ponownemu
wirowaniu, w tych samych warunkach, w celu usunigcia pozostatosci pozywki hodowlane;j.
Otrzymany osad zawieszono w buforze dezintegracyjnym (100 mM bufor fosforanowy pH
7.6, 150 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 1 mM PMSF), a nast¢pnie przeprowadzano
dezintegracje komorek bakteryjnych za pomoca ultradzwigkow. Dezintegracje prowadzono
w temperaturze 4 °C. Otrzymang zawiesing wirowano (5 minut, 8 000xg, 4 °C) w celu
usunigcia niezdezintegrowanych komorek bakteryjnych. Poziom ekspresji poszczegdlnych
biatek rekombinowanych badano wykonujac analizg elektroforetyczng w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE), nanoszac frakcje biatek w ilosci 20 pg na zel
poliakrylamidowym o st¢zeniu 13,8%. Analiza SDS-PAGE wykonywana byta zgodnie ze
standardowa procedurg [183].

3. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanego bialtka P1 i formy

delecyjnej Plac

Dane literaturowe [184,185] oraz badania prowadzone w Katedrze Biologii
Molekularnej UMCS dostarczyly informacji o lokalizowaniu si¢ rekombinowanego
ludzkiego biatka rybosomalnego P1 w nierozpuszczalnej frakcji biatek, zwanej frakcja
,ciatek inkluzyjnych” - IB (ang. Inclusion Bodies). W celu oczyszczenia biatek P1 oraz jego

formy delecyjnej Plac przeprowadzono dezintegracje komorek bakteryjnych za pomoca
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ultradzwigkow. Prowadzono ja w temperaturze 4 °C w 10 seriach, kazda trwajaca 1 minutg,
z zachowaniem 1 minutowych przerw. Procedura prowadzona byla w buforze
dezintegracyjnym o sktadzie: 100 mM bufor fosforanowy pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM
2-merkaptoetanol, 1 mM PMSF. Zawiesing bakterii po dezintegracji wirowano, 5 minut,
8 000xg, 4 °C, w celu usunigcia niezdezintegrowanych komorek bakteryjnych. Otrzymany
supernatant ponownie poddano wirowaniu, 30 000xg, 30 minut w temperaturze 4 °C, co
pozwolito na separacje frakcji ciatek inkluzyjnych w formie osadu od rozpuszczalnej frakcji
biatek. Osad zawierajgcy cialka inkluzyjne homogenizowano w buforze dezintegracyjnym
z dodatkiem 2% Triton X-100 oraz 0,5 M NaCl, a nast¢pnie wirowano (30 000xg,15 minut,
4 °C). Tak przygotowana frakcji ciatek inkluzyjnych zostata wykorzystana do formowania
kompleksow P1-P2. Ilo$¢ biatka okre§lono metodg Bradford’s, z zastosowaniem
komercyjnie dostgpnego odczynnika (Bio-Rad). Uzytym biatkiem referencyjnym byla

albumina surowicy bydlecej (standard firmy Sigma).

4. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanego biatka P2 i formy

delecyjnej P2ac

Rekombinacyjne biatko P2 lokalizuje si¢ we tzw. frakcji biatek rozpuszczalnych
w srodowisku wodnym [185]. Proces oczyszczania biatka P2 i jego formy delecyjnej
prowadzono w tzw. warunkach natywnych, wykorzystujac jako materiat wyjsciowy frakcje
cytoplazmatyczng S30, ktora zostala otrzymana na drodze wirowania rdznicowego;
w skrocie, komorki dezintegrowano jak opisano powyzej, a nastgpnie frakcje
cytoplazmatyczng poddawano dwuetapowemu wirowaniu: 30 000xg, 15 minut, 4 °C oraz
100 000xg przez 2 godziny w temperaturze 4 °C. Otrzymano frakcje rozpuszczalnych biatek
zwang frakcja S100. Uzyskang frakcje S100 poddawano ekstrakcji etanolowej. W tym celu
frakcje S100 mieszano w stosunku objetosciowym 1:1 z buforem do ekstrakcji kwasnych
biatek (bufor BP 0,5) o sktadzie: 10 mM Tris pH 7,4, 20 mM MgCl;, 3 mM
B-merkaptoetanol, 0,5 M NH4Cl. Otrzymang mieszaning inkubowano 5 minut
w temperaturze 0 °C. W kolejnym kroku do mieszaniny dodano 1 objetos¢ zimnego 96 %
etanolu i inkubowano w temperaturze 0 °C przez 10 minut. Po czasie inkubacji ponownie
dodano 1 objetosé zimnego 96 % etanolu. Tak uzyskang mieszaning poddano wirowaniu:

10 000xg, 15 minut, 4 °C. Otrzymany supernatant dializowano przez 12 godzin
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w temperaturze 4 °C wobec buforu o sktadzie: 25 mM TRIS pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM
NaCl, 5 mM B-merkaptoetanol, 0,5 MM PMSF.

Uzyskany preparat poddano oczyszczaniu metodg chromatografii jonowymiennej na
kolumnie jonowymiennej ResourceQ o pojemnosci 1 ml w systemie FPLC Akta Purifier,
Pharmacia Biotech. Podobnie jak w przypadku biatka P1 poziom oczyszczenia uzyskanego
preparatu oraz wczesniej otrzymanych w toku oczyszczania frakeji, oceniono na podstawie

obrazu elektroforetycznego SDS-PAGE.

5. Formowanie kompleksow bialek P

Formowanie kompleksow bialkowych odbylo sie wedlug wczesniej opracowanych
metod, na drodze wspolnej denaturacji i renaturacji [106,109,184]. Do procesu denaturacji
wykorzystano metode dializy w buforze denaturujagcym zawierajacym 50 mM Tris-HCI, pH
7,5 oraz 6 M chlorowodorek guanidyny (Gdn-HCI) z dodatkowa suplementacjag 10 mM
DTT. Dializa prowadzona byta przez 12 h.

W kolejnym kroku taczono biatka P1 i P2 oraz ich formy delecyjne, w stosunku
molowym odpowiednio 3:1, w nast¢pujace kompleksy:

e Heterodimer P1-P2

e Heterodimer P1ac-P2

e Heterodimer P1-P2xc

e Homodimer P2-P2 (kompleks tworzacy si¢ spontanicznie przy braku biatka P1
W roztworze)

e Heterodimer P1ac-P2ac

e Homodimer P2ac- P24c

Po potaczeniu odpowiednich biatek poddawano je wspdlnej renaturacji przy pomocy dializy
wobec buforu renaturujgcego o sktadzie: 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM KCI i 5 mM
MgCl,. W trakcie dializy obserwowano powstawanie agregatow niespecyficznie wigzacych
si¢ biatek. Usuwano je na drodze wirowania przy 30 000xg przez 15 minut. Tak uzyskane
kompleksy biatkowe poddawano analizie metodg SDS-PAGE, a nast¢gpnie oczyszczano

metodg sita molekularnego na kolumnie Superose 12, HR 10/30. Oczyszczone, specyficzne
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kompleksy biatkowe wykorzystywano bezposrednio do kolejnych, zaplanowanych analiz

badz zamrazano w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80 °C.

6. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie aktywnej katalitycznie

podjednostki rycyny (RTA)

Do nadekspresji katalitycznej podjednostki RTA wykorzystano konstrukt
genetyczny udostepniony przez Prof. Nilgun Tumer (Department of Plant Biology, Rutgers
SEBS). Konstrukt z katalitycza podjednostka rycyny oparty byt o wektor ekspresyjny pET32
(@) + (Novagen), ktory jest wektorem dedyowanym do klonowania i ekspresji na wysokim
poziomie sekwencji peptydowych potaczonych z bialtkiem tioredoksyny 109aa Trx-Tag.
Miejsca klonowania wykorzystanego wektora sa takze dost¢pne do produkcji biatek
fuzyjnych zawierajgcych sekwencje His-Tag i S -Tag do wykrywania i oczyszczania. Do
wektora klonowano gen kodujacy podjednostke RTA z dotaczong do N-terminalnego konca
sekwencja etykietki histydynowej 10xHis-Tag, ktéra usprawnila pdzniejszy proces
oczyszczania. Markerem selekcyjnym wektora byt gen kodujacy kasete opornosci na

kanamycyne (KamR) oraz dodatkowg etykietke 10xHis dotaczong do C-terminalnego konca.

Heterologiczng ekspresj¢  Katalitycznej podjednostki rycyny prowadzono
w komorkach szczepu E.coli BL21(DE3)RIL analogicznie do nadprodukcji bialek P.
Uzyskany produkt — biatko RTA, oczyszczano metodg chromatografii powinowactwa na
ztozu niklowym (Ni-NTA, Qiagen). W tym celu komorki bakteryjne posiadajace plazmid
niosagcy gen RTA-10xHis dezintegrowano przy pomocy ultradzwickoéw w buforze
zawierajacym 20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 10 % glicerol, 1 mM PMSF
oraz 5mM DTT (bufor A zestawu Qiagen). Tym samym buforem wykonano kalibracje ztoza
Ni-NTA w stosunku objetosciowo-objetosciowym 10:1. Kalibracje ztoza powtdrzono

trzykrotnie.

W kolejnym etapie zawiesing wirowano (30 000xg, 15minut), zas osad zawierajacy
lizat komorek odrzucano. Supernatant mieszano nastepnie z Tritonem X-100 do koncowego
stezenia 1 %, a otrzymang mieszaning inkubowano w temperaturze 0 °C na wytrzasarce
kotyskowej przez 40 minut Po tym czasie roztwor wirowano (200 000xg/45 min./0 °C) za$
otrzymang frakcj¢ supernatantu nanoszono na wczesniej przygotowane ztoze niklowe

I poddawano inkubacji w temperaturze 0 °C, na wytrzasarce kotyskowej przez 30 minut. Po

62



delikatnym zwirowaniu ztoza (8 000xg, 40 sec), supernatant zbierano do koncowych analiz
elektroforetycznych, natomiast osad zawierajacy ztoze niklowe z zaabsorbowanym biatkiem
RTA-10xHis poddawano serii ptukan w celu pozbycia si¢ niespecyficznie zwigzanych
biatek. Do tego celu wykorzystano bufor o sktadzie: 20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 20 mM
imidazol, 10 % glicerol (bufor B zestawu Qiagen). Otrzymane frakcje kolekcjonowano do
koncowych analiz metoda SDS-PAGE. Finalnym etapem oczyszczania RTA-10xHis byta
elucja biatka ze zloza wobec buforu o wysokiej zawarto$ci imidazolu jako czynnika
elucyjnego (20 MM TRIS, 500 mM NaCl, 400 mM imidazol, 10 % glicerol; bufor C zestawu

Qiagen). Schemat najwazniejszych etapow oczyszczania zamieszono na Ryc. 34.

i Dezintegracja komorek — uwolnienie biatek RTA-10xHis

Komorki bakteryjne
posiadajace
plazmid kodujacy gen

RTA-10xHis
Biatko RTA

Lizat komorek
! 4 — § —
ﬁ Odptukanie Elucja
niespecyficznie imidazolem<z_"_

zwigzanych biatek
¥

Inkubacja ze ztozem niklowym (Ni-NTA)

Ryc. 34. Schemat przedstawiajacy etapy preparatyki biatka RTA-10xHis z wykorzystaniem
metody chromatografii powinowactwa.

Supernatant uzyskany po odwirowaniu ztoza niklowego (8 000xg, 40 sec), mierzono pod
katem stezenia biatka (Bradford) i analizowano na 12 % zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych razem z frakcjami uzyskiwanymi na poszczegdlnych etapach

oczyszczania.

W procesie oczyszczania wykorzystano chromatografi¢ powinowactwa z uwagi na
obecnos¢ etyietki histydynowej. Wybor ztoza niklowego podyktowany zostat faktem
selektywnego wigzania si¢ reszt histydyn pochodzacych z etykietki znajdujacej si¢ na

N-koncowej czegsci sekwencji genetycznej konstruktu, do jonow niklu.
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7. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna otrzymanych biatek

rekombinowanych

7.1. Chromatografia saczenia/sita molekularnego

Chromatografia cieczowa na zelu Sephadex, okre$lana tez jako saczenie
molekularne, chromatografia sita molekularnego czy tez filtracja zelowa, jest technika
umozliwiajgcg analityczny badz preparatywny rozdziatl substancji réznigcych sie masg
czasteczkowa. Sephadex jest handlowa nazwa zloza stanowigcego poprzecznie usieciowane
taficuchy dekstranu. Zel ten ma postaé granulek o $rednicy 10-300 pm, ktore w zaleznosci
od usieciowienia, r6znig si¢ zdolno$cig wchianiania wody. Cecha ta decyduje
0 wlasciwos$ciach rozdzielczych zelu. Stopien usieciowienia ztoza okres$la cyfra znajdujaca
si¢ przy duzej literze "G" (od G-10 do G-200), przy czym im wigksza cyfra tym nizsze
usieciowienie. Czasteczki wigksze niz pory napgczniatych ziaren Zelu nie moga penetrowac
do ich wnetrza, a wigc przeptywaja wraz z faza ruchomg i1 sa eluowane jako pierwsze.
Mniejsze czasteczki wnikajace w réznym stopniu do wnetrza granulek zelu, w zaleznos$ci od
swego ksztaltu 1 rozmiaru, eluowane s3 w kolejno$ci zmniejszania si¢ ich masy

czasteczkowe;j.

Chromatografie sita molekularnego wykonano przy pomocy systemu FPLC Akta
Purifier firmy GE Healthcare Life Science. Wykorzystano kolumne Superose 12 HR 10/30.
W celu uzyskania warunkéw natywnych kolumna byla réwnowazona buforem
0 nastepujacym sktadzie: 50 mM Tris—HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl,10 mM MgCl», natomiast
przy prowadzeniu do§wiadczenia w warunkach denaturujacych powyzszy bufor jak i badang
probke suplementowano 8 M mocznikiem. Szybkos¢ przeptywu wynosita 0,2 ml/min. Profil
elucji biatka monitorowano przy 280 nm 1 analizowano za pomocg programu UNICORN

v. 4.0 dostarczonego przez systemem FPLC.

7.2. Dichroizm kolowy (ang. Circular Dichroism, CD)

W celu analizy struktury drugorzedowej badanych biatek wykorzystano metode
dichroizmu kotowego (ang. Circular Dichroism, CD). Jest to metoda spektroskopowa

stuzgca m.in. do obserwacji procesu rozfatdowywania/defoldingu i ponownego fatdowania
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si¢ bialek pod wptywem m.in. czynnika termicznego. Wyniki analiz stuza do okreslenia
entalpii van’t Hoffa (AH) i entropii (AS) procesu rozfaldowywania. Analizy widm CD,
uzyskanych jako efekt czynnika termicznego, umozliwiajg rowniez okreslenie punktu, tzw.
melting point, bedagcego punktem posrednim pomi¢dzy stanem natywnym a stanem

zdenaturowanym bialek [186].

Pomiary dichroizmu kotowego (CD) wykonywano przy uzyciu spektropolarymetru
Chirascan Plus Spectrometer (Applied Photophysics, U.K.). Do doswiadczen wykorzystano
bufor o sktadzie: 50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,. Bezposrednio przed
pomiarem roztwory bialek odwirowywano przy predkosci 15 000xg przez 15 minut w celu
usuni¢cia ewentualnych agregatow oraz wytraconych z roztworu biatek. Pomiary CD
prowadzone byly w temperaturze 25 °C. Stezenie analizowanych biatek okre§lono na
podstawie absorbancji przy 280 nm, stosujac wspoOlczynnik ekstynkcji dla kazdego

kompleksu biatkowego. Pomiary prowadzono przy nastepujgcych parametrach:

e szybkoscig rejestrowania danych: 60 nm/min.,
e szczelinia 1 nm, zakres 200 - 250 nm,

e kuweta o drodze optycznej 0,2 cm.

Kazde z widm rejestrowano w trzech powtorzeniach, a nastgpnie uzyskane wartoSci
usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano nastgpnie na eliptyczno$é molowa [@] (deg cmy

dmol?), wedtug zaleznosci:

gdzie:

[® obs] to eliptyczno$¢ wyrazona w mdeg,

¢ - stezenie molowe (mol/dm?),

| - dtugosc¢ drogi optycznej w cm,

n - ilo$¢ reszt aminokwasowych badanego bialka.

Zarejestrowane widma analizowano przy pomocy oprogramowania Grams/Al (Thermo

Scientific).
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7.3. NanoDSF - pomiar punktu topnienia (ang. Melting point, Tm)

Analizy termostabilnosci kompleksow biatkowych zostaly przeprowadzone
z wykorzystaniem zaawansowanej techniki skaningowej fluorymetrii nano-réznicowe;.
Technika ta opiera si¢ na detekcji najmniejszych zmian fluorescencji aminokwasow
aromatycznych (glownie tryptofanu) obecnych w biatkach. Podstawami fluorymetrycznej
analizy faldowania biatek bez wykorzystania znacznikow sg wlasciwosci fluorescencyjne
tryptofanu. Tryptofan jest aminokwasem hydrofobowym, znajdujacym si¢ gtdéwnie w tzw.
hydrofobowym rdzeniu biatek, gdzie jest ostoniety przed otaczajacym go wodnym
rozpuszczalnikiem. Jednak po denaturacji biatka, skutkujgcej ,,rozwini¢gciem” jego
struktury, tryptofan zostaje odstoni¢ty, co zmienia jego wlasciwosci fotofizyczne.
Wykrywajac zmiany w intensywnosci fluorescencji tryptofanu i przesunigcie jego piku
emisji, mozliwe byto precyzyjne okreslenie momentu przej$cia biatka ze stanu natywnego
do stanu rozfaldowanego. Wykorzystane urzadzenie, Prometheus NT.48, umozliwito
zarejestrowanie wewngtrznych zmian fluorescencji biatek po ich termicznej lub chemicznej
denaturacji. Urzadzenie to monitoruje przesuniecie wewnetrznej fluorescencji tryptofanu
biatek po ich rozwinigciu przez pomiar fluorescencji przy dtugosci fali 330 i 350 nm. W celu
okreslenia temperatury topnienia biatka tj. stanu, w ktorym potowa biatka jest w stanie
natywnym, a druga potowa jest w stanie zdenaturowanym wykorzystano stosunek
intensywnos$ci fluorescencji F350/F330 i wyliczenie punktu topnienia poszczegdlnych

kompleksow.

Charakterystyke stabilno$ci termicznej wykonano poprzez obserwacje 1 zapis widm
zmian eliptyczno$ci przy statej dtugosci fali 222 nm (ze wzgledu na a-helikalny typ budowy
strukturalnej biatek P [187]) w zakresie temperatur 20-90°C, przy wspotczynniku wzrostu
temperatury na poziomie 0,5 °C/min. Pomiar wykonywano w kuwecie o drodze optycznej
1 mm z wykorzystaniem biatka w stg¢zeniu 50 pg/ml. Po schtodzeniu badanych probek
analizowano odwracalno$¢ procesu denaturacji termicznej poprzez wykonanie kolejnych

rejestracji widm w tych samych warunkach.

7.4. Spektrometria mas

Spektrometria masowa (ang. Mass Spectrometry, MS) to technika analityczna

pozwalajaca na doktadny pomiar stosunku masy do tadunku elektrycznego jonu, co, przy
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znanym tadunku jonu, pozwala obliczy¢ mase z doktadnoscia do pojedynczych atomow.
Wykorzystujac tagodne warunki jonizacji, mozliwym bylo uzyskanie informacji
strukturalnych o kompleksach biatkowych poprzez analize ich stechiometrii oraz
wzajemnych oddziatywan. Metoda ta, pozwala takze bada¢ niekonwalencyjne
oddziatywania migedzy biatkami tworzacymi kompleks jednoczesnie umozliwiajac badanie

ich stabilnosci strukturalnej [188].

Wszystkie kompleksy biatek analizowane byly z uzyciem spektrometru mas
SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometer (Waters, Manchester, U.K.).
Eksperymenty prowadzono przy zmianach dwoch podstawowych parametrow: napigcia
przytozonego do kapilary (w zakresie od 80 do 140V) oraz napi¢cia w komorze kolizyjnej
(w zakresie od 20 do 160V). Tuz przed wlasciwag analiza kompleksy biatkowe byty poddane
dializie wobec 200 mM buforu octanu amonu o pH 7,5 z wykorzystaniem kolumn
chromatograficznych Micro Bio-Spin (Bio-Rad). Tak przygotowane roztwory biatek
w ilosci 2 pL wprowadzano do spektrometru przy pomocy nanoprzeptywowych kapilar

W nastgpujacych warunkach:

e Napigcie przytozone do kapilar — 1.2kV
e Napiecie w komorze kolizyjnej — 120V
e Source offset — 20V
e Temperatura - 25°C
Maksymalng entropi¢ (MaxEnt, Waters) dekonwolucji zastosowano do danych

elektrorozpylania w celu ponownego obliczenia istniejgcych mas w fazie gazowe;.

8. Analiza interakcji dimerow bialek P1-P2 z katalityczng podjednostka
rycyny (RTA)

W celu zbadania interakcji pomiedzy dimerami ludzkich biatek P a biatkiem
rekombinowanym RTA-10xHis wykorzystano nowatorska metod¢ termoforezy
mikroskalowej (ang. Microscale Thermophoresis, MST) oraz metode interferometrii

bio-warstwowej (ang. bio-layer interferometry, BLI).

67



8.1. Termoforeza mikroskalowa (Microscale Thermophoresis, MST).

Termoforeza mikroskalowa jest szybka i1 precyzyjna metoda iloSciowej oceny
interakcji zachodzacych pomigdzy biomolekutami. Fundamentem termoforezy jest ruch
czastek pod wptywem gradientu temperatur, bedacym $cisle zaleznym od wiasciwosci
molekularnych czasteczki takich jak wielkos¢, tadunek czy otoczka hydratacyjna. Jest to
metoda bardzo czuta na zmiany na poziomie molekularnym, co pozwala na precyzyjna
obserwacje procesow zaleznych od wielko$ci badz struktury badanej czgstki [189]. Ponadto
pozwala ona takze na poznanie mechanizmu, a w perspektywie modelu molekularnego
interakcji pomig¢dzy biomolekutami oraz okreslenie termodynamiki i stechiometrii tej
reakcji. Za indukcje gradientu temperaturowego odpowiedzialny jest laser podczerwieni,
oddziatywujacy na kapilary z badanymi probkami. Dyfundowanie czasteczek z obszaru
wplywu lasera poza granice jego oddzialywania jest wykrywane i1 oceniane ilo§ciowo za
pomocg pomiaru fluorescencji kowalentnie dotagczonych badz wewngtrznych fluoroforow

(Ryc. 35).
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Ryc. 35. Schemat przedstawiajacy optyke urzadzenia MST [190]. a. Termoforeza rejestrowana
jest w 16 kapilarach o pojemnos$ci okoto 4 ul. Fluorescencja jest wzbudzana za pomocg lasera
podczerwieni i rejestrowana przy pomocy tego samego obiektywu. b. Typowy sygnaty pomiaru
termoforetycznego. Poczatkowo czasteczki sg rozmieszczone homogennie i wykazujg staty poziom
,fluorescencji poczatkowej”. W pierwszych sekundach po aktywowaniu lasera podczerwieni
(wlaczenie) obserwowany jest skok temperatury, tzw. T-jump, ktory jest miarg naglej zmiany
wlasciwosci fluoroforow zwigzang z gwaltowng zmiang temperatury. Nastgpnie obserwowane jest
termoforetyczne przemieszczanie si¢ wyznakowanych fluorescencyjnie czasteczek poza granice
obszaru poddawanego wzrostowi temperatury. Pomiar termoforetyczny prowadzony jest przez 30
sekund. Po tym czasie, laser jest wylaczany i rejestrowany jest tzw. odwrdcony T-jump,
spowodowany dyfuzja zwrotng czasteczek.
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Pomiary termoforetyczne wykonano przy uzyciu systemu Monolith NT.115 Series
(NanoTemper Technologist). W przeprowadzonym eksperymencie znakowang molekuta
bylo oczyszczone biatko RTA. Zostalo ono przygotowane zgodnie z instrukcja producenta,
przy pomocy zestawu odczynnikow Monolith NT™ RED NHS NT647 dedykowanego do
urzadzenia Monolith NT™ (NanoTemper Technologies). Wykorzystano do tego celu
barwnik NT-647 NHS. Jest to barwnik o budowie NHS-estru, ktory wydajnie reaguje
Z aminami pierwszorzgdowymi biatek, tworzagc wysoko stabilny koniugat barwnik-biatko.
Grupy aminowe znajdujg si¢ m.in. w resztach lizyny, ktore sg zazwyczaj tatwo dostepne dla
rozpuszczalnikéw, a co za tym idzie odpowiednie do reakcji znakowania. Barwnik wykazuje

poziom ekscytacji i maksima emisji przy dtugosci fali okoto 650 1 670 nm.

Stosunek barwnika fluorescencyjnego do bialka zostal oznaczony przy pomocy
pomiaru fotometrycznego przy dlugosci fali 650 nm oraz 280 nm. Z uwagi na fakt
powinowactwa barwnika do pierwszorzedowych amin bufor reakcyjny nie mogt on zawieraé
zwiazkow takich jak TRIS, glicyna, etanolamina czy glutation. Niepozadanym sktadnikiem
byl takze imidazol. Z tego wzgledu przed rozpoczeciem znakowania czgsteczki RTA
niezb¢dnym bylo przeprowadzenie reakcji wymiany buforu. W tym celu reakcja znakowania

zostata poprzedzona krokiem A z protokotu producenta (Step A: Buffer Exchange).

Nastepnie dostosowano stgzenie tak przygotowanego roztworu zawierajacego biatko
RTA do poziomu 20 nM wykorzystujac do serii rozcienczen bufor do znakowania, tak aby

finalnie otrzymac¢ 100 pl roztworu biatka. Molarno$¢ probki wyliczono przy pomocy wzoru:

c (Protein) [mg/ml]

¢ (Protein) [Mol/l] = —— (Protein) [Da]

Przygotowany roztwor biatka taczono nastepnie z roztworem barwnika fluorescencyjnego
0 stezeniu 40 nM, w stosunku 1:2, otrzymujac finalnie mieszaning o objetosci 200 pl. Tak
przygotowang probke inkubowano przez 30 minut bez dostepu $wiatta. W migdzyczasie
przygotowywano seri¢ 16 dwukrotnych rozcienczen, nieznakowanych w tej wersji
eksperymentu, dimerow biatek P1-P2. Do tak przygotowanych roztworéow dimerow
dodawano po 10 pl wyznakowanego biatka RTA do 20 pl finalnej objgto$ci mieszaniny oraz

o stezeniu biatek zaczynajac od 50, a konczac na 100 pM.

Pomiary wykonano w temperaturze 25 °C i przy parametrach wylaczenia/wilaczenia/
ponownego wylaczenia lasera odpowiednio 5/30/5 sekund. Parametry urzadzenia zostaty

ustawione na 90% mocy diody LED oraz 20 % mocy termoforezy mikroskalowej (MST).
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Analize termoforezy oraz zmiany wiasciwosci fluoroforow wywotang naglym
skokiem temperatury (T-jump) wykonano za pomocg oprogramowania dotgczonego do
urzadzenia (NanoTemper’s NT analysis software; version 1.5.41). Zmiana termoforezy
zostala wyrazona jako zmiana znormalizowane] fluorescencji (AFnorm), ktora jest
zdefiniowana jako stosunek fluorescencji w fazie Fhot/Fcold (wartosci F odpowiadaja
srednim warto$ciom fluorescencji migdzy zdefiniowanymi obszarami 0znaczonymi na

Ryc. 36, odpowiednio czerwonymi i niebieskimi kursorami).
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Rys 36. Typowy eksperyment termoforezy. Termoforetyczny ruch czasteczki fluorescencyjnej
W stanie ,,niezwigzanym” (unbounded), zaznaczony kolorem czarnym, zmienia si¢ po zwigzaniu
z niefluorescencyjnym ligandem (bounded) co pokazuje krzywa zaznaczona kolorem czerwonym
(panel lewy). Na potrzeby analizy zmiang termoforezy wyraza si¢ jako zmiang¢ znormalizowanej
fluorescencji (AFnorm), ktora jest zdefiniowana stosunek jako Fhot/Fcold (wartosci F odpowiadaja
srednim warto$ciom fluorescencji migdzy zdefiniowanymi obszarami zaznaczonymi odpowiednio
czerwonymi i niebieskimi kursorami). Miareczkowanie niefluorescencyjnego ligandu powoduje
stopniowa zmiang termoforezy, ktora jest wykreslana jako zmiana fluorescencji normalizowane;j
(AFnorm) w celu uzyskania krzywej wigzania niezbednej do okreslenia statej dysocjacji wigzania
(Kp), (panel prawy) [190].

Serie kolejnych rozcienczen niefluorescencyjnego ligandu spowodowaty stopniowa
zmian¢ termoforezy, ktéra zostata wykreslona jako AFnorm w celu uzyskania krzywej

niezbednej do wyliczenia statej dysocjacji wiagzania (Kp) (Ryc. 36, panel prawy).

8.2. Interferometria bio-warstwowa BLI

Interferometria bio-warstwowa (ang. bio-layer interferometry, BLI) to technologia
pozwalajaca na pomiar interakcji miedzyczasteczkowych bez koniecznos$ci ich znakowania.

Jest to optyczna technika analityczna, ktoéra pozwala na zarejestrowanie w czasie
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rzeczywistym zmian interferencji swiatta biatego odbitego od dwoch powierzchni: warstwy
unieruchomionego biatka na koncéwce biosensora i wewngtrznej warstwy odniesienia.
Immobilizowany na powierzchni biosensora ligand jest inkubowany w roztworze analitu.
Wzajemne oddzialywanie ligandu i analitu powoduje zmian¢ grubosci warstwy na
powierzchni sensora, co skutkuje przesunigciem wzorca interferencji §wiatta odbitego. Na
podstawie przesunig¢cia dtugos$ci fali w czasie wykreslane sg tzw. krzywe kinetyczne, ktore

umozliwiajg analizg kinetyki interakcji miedzyczasteczkowych (Ryc. 37).
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Ryc. 37. Schemat przetwarzania sygnalu w metodzie interferometrii bio-warstwowej [191].

Pomiar kinetyki reakcji badanych czasteczek przebiegat w kilku etapach. Pierwszym
etapem byto rownowazenie biosensora poprzez inkubacj¢ w buforze, majace na celu
stabilizacje poczatkowego sygnalu. Nastepnie, w tzw. etapie tadowania, do powierzchni
sensora przylaczany byt ligand. W kolejnym kroku sensory przenoszono do studzienek
z buforem w celu odptukania niespecyficzne zwigzanych czasteczek. Na etapie asocjacji
zachodzita wtasciwa interakcja liganda z analitem. Dysocjacja, czyli ostatni etap,

obejmowata odtaczenie analitu od czgsteczek immobilizowanego liganda (Ryc. 38).
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Ryc. 38. Sensogram przedstawiajacy poszczegdlne etapy eksperymentu przeprowadzonego
z zastosowaniem techniki BLI [191].

Kluczowymi parametrami kinetycznymi, ktorych analize umozliwia technika BLI sg
szybkos¢ asocjacji (Kon) Oraz szybkos¢ dysocjacji (Koff). Szybko$¢ asocjacji okresla ilo$é
kompleksow ligand-analit powstajacych w czasie 1 s przy uzyciu 1-molarnego st¢zenia
roztworu analitu. Szybkos¢ dysocjacji okresla stabilno$¢ powstatych kompleksow, poprzez
dostarczenie informacji o ilo$ci komplekséw ulegajacych dysocjacji w czasie 1 s. Warto$¢
statej powinowactwa (Kp) jest ilorazem stalej asocjacji i statej dysocjacji, wyrazanym

w molach. Do jej obliczenia wykorzystywany jest nastgpujacy wzor:

Pomiary oddziatywania kompleksow ludzkich biatek rybosomalnych z RTA metodg BLI
wykonano wykorzystujac urzadzenie Octet96-RED (Pall ForteBio). W pierwszym etapie
ustalono optymalne stgzenie RTA niezbedne do wysycenia sensora. W tym celu ptytke
96-dotkowa uzupetniono wedtug nastepujacego schematu: w dotkach od 1A do 1C umieszczono
bufor do BLI (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl; ), natomiast dotki od 2A
do 2C uzupelniono szeregiem dwukrotnych rozcienczen RTA w buforze do BLI (w zakresie od
0,06 mg/ml do 0,015 mg/ml). W dotkach od 3A do 3C umieszczono bufor do BLI z dodatkiem
0,01 % Tween-20, zas w dotkach od 4A do 4C umieszczono preparat dimeru P1-P2 o stezeniu

1 uM w buforze do BLI z 0,01 % Tween-20. Koncowa objetos¢ mieszanin reakcyjnych

72



w kazdym dotku wynosita 200 pl. Przed pomiarami sensory poddano hydratacji, poprzez
10-minutowa inkubacje w buforze do BLI przy jednoczesnym wytrzasaniu przy 1000 rpm.
Adekwatnie do powyzszej procedury wykonano kolejne analizy z pozostatymi kompleksami.

Optymalizacja stezenia czasteczki RTA przebiegla w 5 etapach :

. rownowazenie sensora (60 s, dotki 1A-1C),

. tadowanie RTA (10 s, dotki 2A-2C),

1

2

3. réwnowazenie sensora (50 s, 3A-3C),

4. asocjacja kompleksu biatkowego (160 s, 4A- 4C),
5

dysocjacja (600 s, 3A-3C).

Bazujac na uzyskanym sensogramie do dalszych badan wybrano stezenie 0,06 mg/ml RTA,

ktore zapewniato optymalny poziom wysycenia biosensora ligandem.

Whasciwg analize interakcji RTA z kompleksami biatek P1-P2 przeprowadzono na plytce
96-dotkowej, przy uzyciu biosensora Ni-NTA, wedlug nastepujacego schematu:

e doftki od 1A do 1H uzupetniono buforem do BLI,

e dofki od 2A do 2H roztworem RTA o st¢zeniu 0,06 mg/ml,

e dotki od 3A do 3H buforem do BLI z dodatkiem 0,01 % Tween,

e dotki od 4A do 4H szeregiem siedmiu 2-krotnych rozcienczen odpowiedniego
kompleksu biatkowego z dodatkiem 0,01 % Tween, rozpoczynajac od stezenia
900nM, konczac na buforze do BLI z dodatkiem 0,01 % Tween,

W analizie wykorzystano dwa rzedy biosensorow, przy czym drugi rzad miat charakter
referencyjny, tj. etap tadowania sensorow ligandem zastgpiono inkubacjag w buforze.
Podobnie jak w przypadku optymalizacji stezenia czasteczek RTA przed analizg wykonano

hydratacje sensora. Eksperyment sktadat si¢ z nast¢pujacych etapow:

rownowazenie sensora (60 S, dotki 1A-1H),

tadowanie RTA (100 s, dotki 2A-2H),

roéwnowazenie sensora (50 s, dotki 3A-3H),

asocjacja kompleksu biatkowego (160 s, dotki 4A-4H),
dysocjacja (600 s, dotki 3A-3H),

o ~ w0 D

73



Otrzymane krzywe analizowano przy uzyciu programu Data Analysis v. 9.0. Do
otrzymanych krzywych kinetycznych dopasowano matematyczny model wigzania
odpowiadajacy interakcji w stosunku 1:1. Analizie poddano etap asocjacji i dysocjacji,
stosujac tzw. global fitting. Podczas analizy zastosowano podwoéjng referencjie w celu
odjecia sygnatu pochodzacego z buforu (studzienka referencyjna 4H) oraz od czasteczek
analitu niespecyficznie wigzacych si¢ na powierzchni biosensora (sensory referencyjne). Do
obliczenia parametrow kinetycznych wybrano krzywe o najlepszym dopasowaniu, czyli

0 najwyzszym wskazniku R?.
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V. WYNIKI

Przedmiotem badan w niniejszej rozprawie jest charakterystyka oddziatywan
heterodimeréw biatek rybosomalnych P1-P2 z katalityczng podjednostka rycyny - RTA,
a przede wszystkim okreslenie znaczenia konserwatywnego C-koncowego elementu biatek
P1-P2 w interakcji z RTA. W tym celu, wykorzystano przygotowane w Katedrze Biologii
Molekularnej konstrukty genetyczne pozwalajace na heterologiczng ekspresje ludzkich
rybosomalnych biatek P [184]; w zakresie prowadzonych prac badawczych przygotowano
takze dodatkowe konstrukty genetyczne pozwalajace na heterologiczng ekspresje tzw.
delecyjnych form biatek P1 i P2, w ktorych usunigto 16-cie C-terminalnych wysoce
hydrofobowych reszt aminokwasowych, uwazanych za funkcjonalny element bezposrednio
zaangazowany w rekrutacje czynnikow zewnetrznych do rybosomu [99]. Biatka oznaczono
odpowiednio: Plac - dla delecyjnej formy biatka P1 oraz P2ac - dla delecyjnej formy biatka
P2 (Ryc. 39).

P1 ...VGAGGPAPAAGAAPAGGPAPSTAAAPAEEKKVEAKKEESEESDDDMGFGLF
P2 ...VPAGGAVAVSAAPGSAAPAAGSAPAAAEEKKDE - KKEESEESDDDMGFGLF
T AC

Ryc. 39. Schemat przedstawiajacy zestawienie sekwencji aminokwasowych C-terminalnego
fragmentu ludzkich biatek P1 i P2. Strzatkg wskazano miejsce delecji dla 16 C-koncowych
aminokwasow biatka P1 oraz P2 (dodatkowo zaznaczonych kolorem czerwonym). Przygotowane
konstrukty genetyczne pozwalaly na heterologiczng ekspresje tzw. delecyjnych form biatek P1 i P2,
odpowiednio biatek P1xc oraz P2xc. Kropkami oznaczono N-terminalny fragment biatek P1 i Pl
ktory zostat usuniety z zestawienia.

1. Heterologiczna ekspresja ludzkich bialek rybosomalnych P1 i P2,
ich from delecyjnych Plac i P2ac oraz katalitycznej podjednostki
rycyny - RTA

W celu otrzymania dimeréw biatek P1-P2, do pdzniejszej analizy interakcji z biatkiem
RTA, w pierwszym kroku podj¢to prace oczyszczenia rekombinowanych biatek P1, P2 oraz
ich form delecyjnych. Przeprowadzono heterologiczng ekspresje konstruktow genetycznych

z wykorzystaniem komorek Escherichia coli, wykorzystujac szczep BL21(DE3). Komorki
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E. coli transformowano konstruktami genetycznymi posiadajagcymi wprowadzone geny dla
pelnych biatek rybosomalnych P1 i P2 lub dla ich form delecyjnych P1ac i P2xc, a nastepnie
przeprowadzono heterologiczng ekspresj¢ w uktadzie bakteryjnym. System ekspresyjny
opieral si¢ na bazie operonu laktozowego, indukowanego chemicznie przy pomocy
niehydrolizowanego analogu laktozy (ang. Isopropyl p-d-1-thiogalactopyranoside, IPTG).
Wszystkie konstrukty genetyczne byty przygotowane na bazie wektora pT7-7, ktory zawiera
tzw. ‘silny’ promotor pochodzacy z bakteriofaga T7, pozwalajgcy na efektywng ekspresje
genu, a tym samym wydajng synteze¢ biatka rekombinowanego. W pierwszej kolejnosci,
przeprowadzono weryfikacj¢ wydajnosci syntezy bialek rekombinowanych przez komorki

E. coli z wykorzystaniem analizy SDS-PAGE (Ryc. 40).
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Ryc. 40. Analiza SDS-PAGE frakcji bialkowych otrzymanych w wyniku heterologicznej
ekspresji genoéw dla pelnych oraz delecyjnych form ludzkich bialek P1 i P2 w komdrkach
E. coli. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa, K — pelny ekstrakt komorkowy
E. coli z wektorem kontrolnym nie posiadajacym genow dla biatek P1, P2 i ich form delecyjnych.
Pl i Plac oraz P2 i P2ac — ekstrakty komérkowe otrzymane z komoérek E. coli prowadzacych
ekspresje biatek P1 i P2 oraz form delecyjnych.

Przeprowadzona analiza SDS-PAGE wskazala, ze we wszystkich analizowanych
uktadach ekspresyjnych zanotowano wysoki poziom syntezy biatek rekombinowanych P1,
P2 oraz ich form delecyjnych (Ryc. 40) z dominujacymi biatkami o masach molekularnych
odpowiadajagcym biatkom P1 i P2 oraz formom delecyjnym. Tak opracowana heterologiczna
ekspresja pozwolita na podjecie kolejnych krokow w celu oczyszczenia 1 przygotowania
poszczeg6lnych dimerow biatek P1-P2 oraz pochodnych pozbawionych C-terminalnego

elementu.
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W zakresie prac weszlo takze przygotowanie Katalitycznej podjednostki rycyny
(RTA), co =zostalo przeprowadzone analogicznie do ekspresji ludzkich biatek
rybosomalnych, na drodze heterologicznej ekspresji genu dla biatka RTA w komorkach
szczepu E. coli BL21(DE3)RIL. Komoérki bakteryjne transformowano konstruktem
genetycznym opartym na wektorze ekspresyjny pET32 (a)+, umozliwiajacym ekspresje
biatka RTA z etykietkg histydynowa, otrzymanym dzigki uprzejmosci Prof. Nilgun Tumer
(Department of Plant Biology and Pathology, School of Environmental and Biological
Sciences, Rutgers University, New Brunswick, NJ, USA). Analiz¢ poziomu
syntetyzowanego bialtka rekombinowanego wykonano na podstawie rozdziatu

elektroforetycznego frakcji biatkowych z wykorzystaniem techniki SDS-PAGE (Ryc. 41).
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Ryc. 41. Analiza SDS-PAGE frakeji bialkowych otrzymanych na drodze heterologicznej
ekspresji genu dla katalitycznej podjednostki rycyny - RTA w komorkach E. coli. M - markery
biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa, K - ekstrakt komoérkowy pochodzacy z komorek E.
coli, ktore nie zostaty poddane indukcji ekspresji z zastosowaniem IPTG. E - ekstrakt komorkowy
E. coli pozyskany z komorek prowadzacych ekspresje RTA, indukowanych IPTG. Strzatka
wskazano prazek biatkowy o masie 32 kDa, odpowiadajacy masie molekularnej RTA z dotaczong
etykietka histydynowa.

Analiza SDS-PAGE wykazata wysoki poziom ekspresji genu dla RTA w komorkach E. coli,
czego wyrazem jest widoczny sygnat w formie prazka biatkowego 0 masie 32 kDa, ktorego
masa molekularna koresponduje do masy teoretycznej RTA kodowanego przez gen
w obrebie wektora pET32 (a)+. Otrzymany preparat biatkowy z uwagi na zanieczyszczenia
pochodzace z organizmu gospodarza E. coli przeznaczono do dalszych etapéw oczyszczania

z wykorzystaniem technik chromatograficznych.
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2. Oczyszczanie ludzkich bialek rybosomalnych P1/P2, ich from
delecyjnych P1ac/ P2ac oraz katalitycznej podjednostki rycyny

Z uwagi na odmienne parametry biofizyczne biatek P1/Plac 1 P2/P2xc procesy
oczyszczania biatek rekombinowanych przebiegaly dwutorowo, z wykorzystaniem
odmiennych technik oraz metod chromatograficznych [184,187]. Grupa biatek P1/Plac,
wykazuje tendencj¢ do oligomeryzacji, a tym samym tzw. rozpuszczalno$¢ biatka P1 jest
niska w $srodowisku wodnym, czego rezultatem jest lokalizowanie si¢ biatka P1 we frakcji
biatek nierozpuszczalnych. Z tego powodu biatko to oczyszczano w warunkach
denaturujacych w oparciu o procedury ustalone dla drozdzowych biatek P (patrz: Materialy
I Metody) [187]. Biatko P2 posiada odmienne parametry, czego rezultatem jest fakt, iz nie
wystepuje jako tzw. nierozpuszczalne oligomery, a lokalizacje si¢ we frakcji bialek
rozpuszczalnych w $rodowisku wodnym, a tym samym proces oczyszczania byt
prowadzony w tzw. warunkach natywnych [187]. Podobnie biatko RTA, z dotgczona
etykietkg histydynowa (10xHisTag) jest bialkiem ktore efektywnie ulega ekspres;ji
w komorkach E. coli i takze nalezy do tzw. grupy biatek rozpuszczalnych, czego efektem
jest lokalizacja we frakcji cytoplazmatycznej, rozpuszczalnej w $rodowisku wodnym.
Umozliwito to jego oczyszczenie w warunkach natywnych z wykorzystaniem metody

chromatografii powinowactwa, stosujgc kolumng niklowa (Ni-NTA).

2.1. Oczyszczanie ludzkich rybosomalnych biatek P1/P1ac

Po przeprowadzeniu heterologicznej ekspresji biatek P1/P1ac na skale preparatywna,
podj¢to si¢ oczyszczenia poszczegdlnych biatek rekombinowanych. Komoérki E. coli
poddano dezintegracji, a nastgpnie przeprowadzono frakcjonowanie na drodze wirowania
roznicowego. W wyniku wykonanych dziatan otrzymano dwie zasadnicze frakcje biatkowe,
S30 - tzw. frakcja cytoplazmatyczna oraz frakcja IB (ang. Inclusion Bodies), ktora sktada
si¢ z bialek nierozpuszczalnych w §rodowisku zastosowanego buforu. Otrzymane frakcje
biatkowe poddano analizie SDS-PAGE w celu potwierdzenia lokalizacji biatka
rekombinowanego. Analiza wskazala, ze biatko P1 wystepuje w dwoéch frakejach, S30 oraz

IB; podobny wynik zanotowano dla biatka P1.c (Ryc. 42).
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Ryc. 42. Analiza SDS-PAGE frakcji bialkowych otrzymanych na drodze wirowania
réznicowego zawierajacych pelne bialko P1 oraz jego forme delecyjna. Panel lewy: analiza
frakeji biatkowych zawierajacych biatko P1. Panel prawy: analiza frakcji biatkowych zawierajagcych
biatko P1ac; M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa, E - ekstrakt komorkowy
otrzymany po dezintegracji komorek E. coli, S30 - frakcja cytoplazmatyczna, IB - nierozpuszczalna
frakcja tzw. ciatek inkluzyjnych (ang. Inclusion Bodies, IB). Strzatkami wskazano prazki biatkowe
o masach odpowiadajacych biatkom P1 oraz Plac.

Nalezy podkresli¢, ze uzyskane frakcje biatkowe IB zawieraly znaczng ilo$¢ biatek P1 oraz
Plac i charakteryzowaly si¢ wysokim poziomem oczyszczenia biatek rekombinowanych
uzyskanym w wyniku wirowania roznicowego. Otrzymane frakcje biatkowe IB postuzyty
jako materiat wyjsciowy do dalszych krokow, w celu przygotowania kompleksow
biatkowych zgodnie z procedurami ustalonymi w Katedrze Biologii Molekularnej procedury
[184]. I tak, otrzymany preparat ciatek inkluzyjnych zawieszono w buforze denaturujagcym
(6 M Gdn-HCl) w celu denaturacji chemicznej oligomeréow biatkowych. Analizg

uzyskanego preparatu wykonano przy uzyciu elektroforezy SDS-PAGE (Ryc. 43).
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Ryc. 43. Analiza SDS-PAGE preparatow uzyskanych w wyniku oczyszczania ludzkich bialek
P1/P1lac. Panel lewy: oczyszczony preparat biatka P1. Panel prawy: oczyszczony preparat biatka
Plac. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa. Strzatkami wskazano prazki
biatkowe o masach odpowiadajacych biatkom P1 oraz Plac.

Uzyskane preparaty bialkowe charakteryzowatly si¢ wysokim stopniem oczyszczenia
jednakze z widocznymi wysokoczasteczkowymi zanieczyszczeniami pochodzacymi
z organizmu E. coli. Przygotowane preparaty biatek P1/P1ac przeznaczono do dalszych

procedur formowania poszczegdlnych dimeréw biatkowych.

2.2 Oczyszczanie ludzkich rybosomalnych bialek P2/P2xc

W celu oczyszczenia biatek rekombinowanych P2 oraz P2ac, przeprowadzono
heterologiczng ekspresj¢ na skale preparatywna; otrzymane komorki E. coli poddano
dezintegracji z wykorzystaniem ultradzwigkow. Nastepnie uzyskany ekstrakt komoérkowy
frakcjonowano na drodze wirowania réznicowego. Biatko P2, z racji na swoje parametry
biofizyczne, zachowuje si¢ odmiennie w stosunku do biatkka P1 1 nie formuje
nierozpuszczalnych oligomeréow, a tym samym wystepuje we frakcji biatek
cytoplazmatycznych [187]. W wyniku wykonanych dziatan otrzymano frakcj¢ biatkowg
S30, zawierajgca rozpuszczalne biatka cytoplazmatyczne. Frakcje ta wykorzystano do
dalszych etapéw oczyszczania. W kolejnym kroku frakcje S30 traktowano niejonowym
zwiazkiem powierzchniowo czynnym Triton X-100, w celu rozbicia ewentualnych struktur

zawierajagcych membrany lipidowe. Tak przygotowang frakcj¢ biatkowg poddano
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ultrawirowaniu, w wyniku ktérego otrzymano frakcj¢ pozbawiona nano-struktur (takich jak
na przyktad rybosomow), tzw. frakcje postrybosomalng S100, co pozwolito na usunigcie
znacznej ilo$ci tzw. biatek balastowych w formie bialek rybosomalnych, w celu
usprawnienia procedury oczyszczania biatka rekombinowanego. W kolejnym kroku
otrzymang frakcje S100 poddano procedurze ekstrakcji etanolowej, co jest unikalnym
krokiem oczyszczania, poniewaz biatko P2 posiada pl w zakresie pH 3-4, a tym samym jest
niewrazliwe na wysokie stezenie etanolu i pozostaje rozpuszczalne nawet w 50% roztworze
etanolu, za$ pozostate biatka bakteryjne ulegaja wytraceniu z frakcji S100. Uzyskane
w wyniku poszczegélnych etapow oczyszczania frakcje biatkowe analizowano na Zelu
poliakrylamidowy metoda SDS-PAGE w celu oceny efektywnosci procedury 0czyszczania
(Ryc. 44).
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Ryc. 44. Analiza SDS-PAGE frakcji bialkowych zawierajacych pelne biatko P2 oraz jego forme
delecyjna. Poszczegélne frakcje biatkowe otrzymano na drodze wirowania réznicowego,
ultrawirowania oraz ekstrakcji etanolowej. Panel lewy: analiza frakcji biatkowych zawierajacych
biatko P2. Panel prawy: analiza frakcji biatkowych zawierajacych biatko P2xc; M - markery
biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa, E - ekstrakt komorkowy otrzymany po dezintegracji
komorek E. coli, S30 - frakcja cytoplazmatyczna, S100 - frakcja cytoplazmatyczna pozbawiona
rybosomow, tzw. frakcja postrybosomalna, D - frakcja zawierajaca biatka P po ekstrakcji etanolowej.
Strzatkami wskazano prazki biatkowe o masach odpowiadajacych biatkom P2 oraz P2,c.

Przeprowadzone poszczegdlne kroki oczyszczania wskazaty, ze biatko P2, jak 1 jego forma
delecyjna P2ac przede wszystkim znajduja si¢ we frakcji biatek rozpuszczalnych. Ponadto,
proces wirowaniu réznicowego jak i ekstrakcja etanolowa pozwolily na usunigcie znacznej
ilosci biatek bakteryjnych (Rys. 44). Tak uzyskany preparat charakteryzowat si¢

wysokim stopniem oczyszczenia bialek rekombinowanych, jednakze z widocznymi
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zanieczyszczeniami pochodzacymi z organizmu gospodarza E. coli. W zwigzku z tym

frakcja ta zostata poddana dalszym etapom oczyszczania.

Otrzymane preparaty biatkowe poddano procedurze oczyszczania w warunkach natywnych,
wykorzystujac do tego celu chromatografi¢ jonowymienng z uzyciem kolumny Resource-Q
w systemie FPLC. Wykorzystana kolumna Resource-Q posiadata zloze bedace
monodyspersyjnym no$nikiem polistyrenu/diwinylobenzenu z grupa aminowg jako
ligandem. Kolumna Resource-Q, jako anionit, byla w stanie wigza¢ biatka o fadunku
ujemnym. W oparciu o witasciwosci biofizyczne biatka P2, posiadajacego pl w zakresie
niskiego pH, przy zastosowaniu $rodowiska buforujacego o pH 7,5, uzyskano czasteczki
biatek P2 o wypadkowym tadunku ujemnym, co pozwolito na zastosowanie chromatografii
jonowymiennej opartej o kolumne wypetniong anionitem. W konsekwencji, preparatyka
wykonana z wykorzystaniem kolumny Resource-Q umozliwita efektywne zwigzanie biatka
P2 do zloza chromatograficznego. Zaadsorbowane na ztozu biatko P2 zostato uwolnione
z kolumny chromatograficznej z wykorzystaniem gradientu st¢zenia NaCl (Ryc. 45), co
zapewnito selektywne uwolnienie Szeregu biatek z kolumny, z jednoczesnym
odseparowaniem biatka rekombinowanego. Preparaty biatkowe poszczegodlnych frakcji
poddano analizie metoda SDS-PAGE (Ryc. 45). Biatko rekombinowane P2 zostato

uwolnione ze zloza w zakresie frakcji #8-19.
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Ryc. 45. Oczyszczanie bialka P2 z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej
z zastosowaniem kolumny chromatograficznej Resource Q. Panel gornmy: Chromatogram
otrzymany w wyniku rozdziatu frakcji biatek zawierajacej biatko P2. Kolorem zielonym zaznaczono
gradient st¢zen roztworu chlorku sodu (NaCl), uzytego jako eluent. Panel dolny: analiza SDS-PAGE
uzyskanych frakcji. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; O — preparat
biatkowy nanoszony na kolumng; F — frakcje biatlkowe nie zwigzane z nos$nikiem
chromatograficznym; frakcje #3-19 — frakcje biatkowe uzyskane w procesie elucji za posrednictwem
gradientu stezen NaCl z kolumny chromatograficznej. Strzatka wskazano prazki biatkowe o masie
odpowiadajacej biatku P2.

Analogicznie, forme¢ delecyjng biatka P2 - P2xc poddano oczyszczaniu zgodnie
Z protokotem dla biatka P2. Otrzymang na drodze ekstrakcji etanolowej frakcje¢ zawierajaca
biatko P2Aac oczyszczano w warunkach natywnych, wykorzystujac do tego celu
chromatografi¢ jonowymienng z uzyciem kolumny Resource-Q w systemie FPLC. Podobnie

jak w przypadku oczyszczania biatka P2, jego forma delecyjna charakteryzowata si¢
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podobnymi wtasciwosciami biofizycznymi, dzigki ktorym takze ulegata efektywnemu
wigzaniu si¢ do ztoza chromatograficznego i byta uwolniona przy pomocy gradientu stezenia
NaCl, wyplywajac z kolumny w zakresie frakcji #9-17. Podobnie jak w przypadku biatka
P2 preparaty poszczegolnych frakcji biatka P2ac poddano analizie metodg SDS-PAGE (Ryc.
46).
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Ryc. 46. Oczyszczanie bialka P2ac z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej
z zastosowaniem kolumny chromatograficznej Resource Q. Panel gérny: Chromatogram
otrzymany w wyniku rozdzialu frakcji bialek zawierajacej biatko P2xc. Kolorem zielonym
zaznaczono gradient stezen roztworu chlorku sodu (NaCl), uzytego jako eluent. Panel dolny: analiza
SDS-PAGE uzyskanych frakcji. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa;
O — preparat biatkowy nanoszony na kolumne; F — frakcje biatkowe nie zwigzane z no$nikiem
chromatograficznym,; frakcje #1-17 — frakcje biatkowe uzyskane w procesie elucji za posrednictwem
gradientu stezen NaCl z kolumny chromatograficznej. Strzatka wskazano prazki biatkowe o masie
odpowiadajacej biatku P2xc.
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Na podstawie chromatograméw uzyskanych z chromatografii FPLC biatek P2/P2xc oraz
analiz SDS-PAGE poszczegdlnych frakcji chromatograficznych, oceniono homogenno$é
frakcji biatkowych, ktore zawieraly rekombinowane biatka. Otrzymana frakcja biatkowa
zawierata bialko P2 o wysokim stopniu homogennosci (Ryc. 45, Panel dolny), za$
w przypadku biatka P2ac, otrzymano szereg frakcji ktére charakteryzowaly si¢ réznym
poziomem zanieczyszczen (Ryc. 46, Panel dolny). W konsekwencji, na podstawie analizy
SDS-PAGE, wybrano frakcje o najwyzszym poziomie oczyszczenia. W przypadku
preparatu biatka P2 uzyskano trzy preparaty zawierajace frakcje #8, #9-12 oraz #13-19. Na
preparat biatka P2xc sktadaty si¢ frakcje #10-16. Uzyskane preparaty biatka P2 oraz P2xc
poddano analizie SDS PAGE w celu weryfikacji sktadu biatkowego otrzymanych frakcji
(Ryc. 47).
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Ryc. 47. Analiza SDS-PAGE preparatow bialkowych otrzymanych w wyniku procedury
oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej. Panel lewy: frakcje biatkowe
uzyskane w wyniku potaczenia frakcji chromatograficznych #8, #9-12 i #13-19 zawierajace
rekombinowane biatko P2. Panel prawy: frakcja biatkowa uzyskana w wyniku potgczenia frakcji
chromatograficznych #10-16 zawierajaca oczyszczone biatka P2ac. M - markery biatkowe, masa
molekularna wyrazona w kDa. Strzatkami wskazano prazki biatkowe o masach odpowiadajacych
biatku P2 oraz P2ac.

Otrzymane preparaty biatkowe 0 stgzeniu ok. 2 mg/ml, zawierajace odpowiednio biatko P2
I P2ac, zostaly zabezpieczone poprzez zamrozenie poszczegdlnych frakeji w cieklym azocie,
a nastgpnie przechowywano je w temperaturze -80 °C. Preparaty biatkowe postuzyty
w dalszych krokach do otrzymania dimeréw rybosomalnych biatek P1-P2 oraz ich form
delecyjnych.
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2.3 Oczyszczanie katalitycznej podjednostki rycyny — RTA

W celu otrzymania rekombinowanego bialka RTA wykorzystano konstrukt
genetyczny uzyskany od prof. Nilgun Tumer z Department (Department of Plant Biology
and Pathology, School of Environmental and Biological Sciences, Rutgers University, New
Brunswick, USA). Konstrukt genetyczny wykorzystywat wektor ekspresyjny pET32 (a) +,
bedacy wektorem wykorzystywanym do heterologicznej ekspresji biatek fuzyjnych
zawierajgcych sekwencje His- badz S-Tag. Ekspresja biatek odbywa si¢ pod kontrolg
promotora faga T7. Z uwagi na obecno$¢ dotgczonej w obrebie genu dla RTA sekwencji
DNA kodujacej etykietk¢ 10xHis, procedura oczyszczania polegala na wykorzystaniu
chromatografii powinowactwa na ztozu zawierajagcym jony niklu. W tym celu komorki
ekspresyjne E. coli prowadzace heterologiczng ekspresj¢ biatka RTA dezintegrowano
z wykorzystaniem ultradzwickow, a nastepnie poddawano wirowaniu réznicowemu W celu
usunigcia fragmentow komorek bakteryjnych jak i oligomerow biatkowych. Uzyskana
frakcje bialkowa =zawierajaca eksprymowane biatko nanoszono na kolumng
chromatograficzng zawierajaca zloze zawierajace zaadsorbowane jony niklu (Ni-NTA).
W procesie chromatografii powinowactwa wykorzystano selektywne wigzanie si¢ zestawu
10 reszt histydynowych do jonow niklu. Ztoze Ni-NTA inkubowano z frakcja biatkowa
w celu adsorpcji biatko RTA do ztoza, a nastepnie usuni¢to niespecyficznie zwigzane biatka
na drodze plukania zloza. Wykorzystujagc bufor zawierajagcego imidazol uwolniono
z kolumny specyficzne zaadsorbowane biatka RTA. W wyniku dziatania imidazolu
otrzymano szereg frakcji bialkowych zawierajacych RTA. Preparaty oczyszczonego biatka
RTA weryfikowano na Zelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem elektroforezy SDS-
PAGE (Ryc. 48). W procesie oczyszczania otrzymano ok. 2 mg biatka.
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Ryc. 48. Oczyszczanie rekombinowanego RTA na drodze chromatografii powinowactwa
z wykorzystaniem zloza Ni-NTA. Analiza SDS-PAGE frakcji biatkowych poddanych
chromatografii powinowactwa. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa;
E — ckstrakt bialkowy otrzymany po dezintegracji komoérek E. coli nanoszony na kolumne
zawierajgca ztoze Ni-NTA; F — frakcja biatek, ktore nie zwigzatly si¢ z nosnikiem; W - frakcja
biatkowa otrzymana w procesie plukania kolumny chromatograficznej ze ztozem Ni-NTA;
E1-E4 — frakcje biatkowe uzyskane w procesie ptukania kolumny chromatograficznej buforem
zawierajagcym imidazol, w celu uwolnienia biatka zaadsorbowanego na ztozu. Strzatka wskazano
prazki biatkowe o masie odpowiadajacej biatku RTA.

W wyniku przeprowadzenia procedury oczyszczania biatka RTA na drodze chromatografii
powinowactwa uzyskano preparaty biatlkowe RTA o wysokim stopniu oczyszczenia.
Otrzymane frakcje (E1-E4) polaczono, a nastgpnie poddano dializie w celu usunigcia
imidazolu z buforu; tak przygotowany preparat RTA zamrozono w cieklym azocie

i przechowywano w temperaturze -80 °C do dalszych analiz.

3. Otrzymywanie dimerow ludzkich bialek P

Rybosomalne biatka P1, P2 wystepuja w formie dimerow na rybosomie eukariotycznym,
a zatem ich natywng formg jest forma dimeryczna, jak wykazaly wczes$niejsze badania
wykonane w Katedrze Biologii Molekularnej [106]. Indywidualne rekombinowane biatka
P1/P2 oraz ich formy delecyjne, wystepujac w formie wolnej w roztworze ulegaja
niepoprawnemu procesowi faldowania; jak wykazano we wczesniejszych badania,
przyjmujac strukture tzw. ,,molten globule” [109,192,193]. Biatko z grupy P1, przy braku
naturalnego partnera biatkowego, wykazywato tendencje do tworzenia nierozpuszczalnych

oligomerow, a grupa biatek P2 spontanicznie formowata specyficzne, rozpuszczalne
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w srodowisku wodnym homodimery [110]. Jak wykazano, w celu otrzymania dimeréow
biatek P1-P2 konieczne jest zdenaturowanie obu biatek, gdyz indywidulane biatka P1 i P2
bedac w formie niepoprawnie sfaldowanej nie sg zdolne do utworzenia heterodimeru [108].
W zwigzku z tym wykorzystano procedure formowania dimeréw biatkowych wykorzystujac
proces ich wspolnej renaturacji czego efektem jest poprawnie sfaldowany, funkcjonalny
kompleks biatkowy. W procedurze wykorzystano zjawisko denaturacji biatka pod wptywem
czynnika chemicznego (chlorowodorek guanidyny). Nast¢pnie biatka poddano renaturacji
po zmianie $rodowiska buforu i usunigciu czynnika denaturujgcego, co skutkowato
spontanicznym faldowaniem biatek do natywnej struktury. Formowanie dimerow biatek P1-
P2 przeprowadzono na zasadzie potaczenia poszczegdlnych preparatow biatkowych
zawierajacych indywidualne biatka P1 i P2 oraz ich delecyjnych wariantow strukturalnych
P1ac/P2ac. Formowanie heterodimerow przeprowadzono w nastepujacych konfiguracjach:
e Plac-P2, w ktorym biatko P1 jest pozbawione ostatnich 16 aminokwaséow C-konca,
e P1-P2xc, w ktorym biatko P2 jest pozbawione ostatnich 16 aminokwasow C-konca,
o Plac-P2xc, w ktorym oba biatka kompleksu sg pozbawione 16-aminokwasowego
odcinka domen CTD,
e P1-P2, hetero dimer zawierajacy pelne biatka P1 i P2,

Ponadto do analiz wykorzystano spontaniczne formujace si¢ homodimery:

e P2-P2 dimer utworzony w oparciu o tendencj¢ biatek P2 do spontanicznego
tworzenia uktadu homodimerycznego, ktory jest stabilny strukturalnie w roztworze
wodnym,

o P2xc-P2xc, analogicznie jak w przypadku P2-P2, tworzacy spontanicznie
w roztworze wodnym uktad homodimeryczny, w ktorym oba biatka kompleksu sg

pozbawione 16-aminokwasowego odcinka domen CTD.

Jak opisano powyzej, kompleksy biatkowe P1-P2 formowano w oparciu o procedurg
denaturacji i renaturacji opracowang w Katedrze Biologii Molekularnej [106,109]. Jednym
z kluczowych elementéw w formowaniu dimeréw byt odpowiedni stosunek ilosciowy
poszczegdlnych komponentow, tak aby zapobiec spontanicznemu i jednocze$nie
niepozadanemu powstawaniu homodimeréw P2-P2 i P2xc-P2ac. W tym celu biatka P1 i P2
taczono w stosunku molowym odpowiednio 3:1. Taka zalezno$¢ jest zwigzana z faktem, iz
zwigkszenie ilosci wykorzystanego do formowania komplekséw biatka P1 byto konieczne,

w celu zagwarantowania wystarczajacej ilos¢ biatka P1 dla biatka P2, co skutkowato
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otrzymaniem homogennej mieszaniny heterodimerow P1-P2, poprzez catkowite zwigzanie
biatka P2 do P1. Zastosowany nadmiar biatka P1 zwigzany byl z jego wlasciwosciami
biofizycznymi — biatko P1 wykazuje tendencje do oligomeryzacji, a kompleksy te sa
nierozpuszczalne w $srodowisku wodnym 1 fatwo je usungé¢ na drodze wirowania czy
saczenia molekularnego. W konsekwencji, po cyklu denaturacji i renaturacji zakonczonych
dializg frakcji bialkowych do buforu renaturacyjnego, uzyskane preparaty biatkowe
poddawano oczyszczaniu metodg saczenia molekularnego (ang. Size exclusion
chromatography, SEC) wykorzystujac wysokorozdzielczy system FPLC. Chromatografi¢
SEC przeprowadzono wykorzystujac kolumng chromatograficznag Superose HR 10/30.
W celu monitorowania procesu oczyszczania poszczegdlnych dimerow za posrednictwem
SEC, uzyskane w wyniku chromatografii SEC frakcje biatkowe, wybrane na podstawie
obrazu chromatogramu, analizowano metoda SDS-PAGE (Ryc. 49-54).
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Ryc. 49. Oczyszczanie kompleksu bialek P1-P2 z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gorny: Chromatogram pokazujacy proces rozdzialu frakcji biatkowej
zawierajgcej heterodimer P1-P2. Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczna frakcji biatkowych
podczas chromatografii monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE
wybranych frakcji biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu
biatek P1-P2 na drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje
#13-21 - frakcje uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P1-P2. Strzatka
wskazano prazki biatkowe o masie odpowiadajacej biatkom P1 i1 P2.
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Ryc. 50. Oczyszczanie kompleksu bialek P1-P2ac z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gorny: Chromatogram pokazujacy proces rozdziatu heterodimeru P1-P2xc.
Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczng frakcji biatkowych podczas chromatografii
monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji
biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu biatek P1-P2xc na
drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje #15-23 - frakcje
uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P1-P2,c. Strzatka wskazano prazki
biatkowe o masie odpowiadajacej biatkom P1 i P2xc.
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Ryc. 51. Oczyszczanie kompleksu bialek P1ac-P2 z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gorny: Chromatogram pokazujacy proces rozdziatu heterodimeru P1ac-P2.
Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczng frakcji biatkowych podczas chromatografii
monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji
biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu biatek P1lac-P2 na
drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje #17-24 - frakcje
uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P1ac-P2. Strzatka wskazano prazki
biatkowe o masie odpowiadajacej biatkom Plac i P2.
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Ryc. 52. Oczyszczanie kompleksu bialek P1ac-P2 z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gérny: Chromatogram pokazujacy proces rozdziatu heterodimeru Plac-
P2ac. Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczng frakcji biatkowych podczas chromatografii
monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji
biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu biatek P1ac-P2ac Na
drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje #17-25 - frakcje
uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P1ac-P2ac. Strzatka wskazano prazki
biatkowe o masie odpowiadajacej biatkom Plac i P2ac.
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Ryc. 53. Oczyszczanie kompleksu bialek P2-P2 z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gorny: Chromatogram pokazujacy proces rozdziatu heterodimeru P2-P2.
Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczng frakcji biatkowych podczas chromatografii
monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji
biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu biatek P2-P2 na
drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje #14-23 - frakcje
uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P2-P2. Strzatkg wskazano prazki
biatkowe o masie odpowiadajacej homodimerowi biatek P2.
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Ryc. 54. Oczyszczanie kompleksu bialek P2,c -P24c Z wykorzystaniem chromatografii saczenia
molekularnego. Panel gorny: Chromatogram pokazujacy proces rozdziatu heterodimeru P2xc-
P2ac. Przedstawiona krzywa opisuje gestos¢ optyczng frakcji biatkowych podczas chromatografii
monitorowang przy dlugosci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji
biatkowych uzyskanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego kompleksu biatek P2ac-P2ac Na
drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa; frakcje #17-25 - frakcje
uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajace biatka P2xc-P2ac. Strzatka wskazano prazki
biatkowe o masie odpowiadajacej homodimerowi biatek P2c.
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Oczyszczanie kompleksow biatkowych z wykorzystaniem sita molekularnego
stanowito koncowy element w procesie przygotowania dimeréw P1-P2 oraz ich form
delecyjnych. Frakcja biatkowa wyptywajaca w tzw. pustej objetosci kolumny (Vo=7,2 ml)
obrazowala strategi¢c wspomniang powyzej dotyczacg zastosowania na etapie formowania
dimeréw nadmiaru biatka P1, formujacego w roztworze wodnym, przy braku naturalnego
partnera jakim jest bialko P2 oligomerow. Frakcja ta pojawiata si¢ w analizach
chromatograficznych wszystkich kompleksow bialkowych. Obrazem prawidtowo
uformowanych dimeréw byta frakcja bialkowa wyplywajaca w objetosci 14 ml.
Symetryczny ksztatt krzywej chromatograficznej wskazuje na tzw. monodyspersyjny
charakter probki, tj. dominujacg formga biatkowa jest heterodimer. Na podstawie analiz SDS-
-PAGE frakcji biatkowych uzyskanych w wyniku rozdzialu chromatograficznego
poszczegolnych kompleksow wybrano frakcje biatkowe o najwigkszym stopniu
homogennosci. Nastepnie, tak oczyszczone dimery poddano weryfikacji przy pomocy
analizy SDS-PAGE w celu oceny homogenno$ci probek (Ryc. 55). W przypadku
heterodimeru P1-P2 (Ryc. 55 A) frakcja #16 charakteryzowata si¢ dobrym poziomem
oczyszczenia dimeru, jednakze =z widocznymi zanieczyszczeniami  biatkami
wysokoczgsteczowymi. Kolejne analizowane frakcje (#17-19 oraz #19) byty w duzym
stopniu pozbawione zanieczyszczen widocznych w preparacie nanoszonym na sito
molekularne (O) i we frakcji #16. Frakcje biatkowe kompleksu P1-P2xc (Ryc. 55 B),
w poréwnaniu do frakcji nanoszonej na sito molekularne (O), cechowaly si¢ bardzo dobrym
poziomem oczyszczenia, z widocznymi niewielkimi zanieczyszczeniami biatkami
0 wigkszej masie molekularnej. W przypadku dimeru Plac-P2 (Ryc. 55 C) stopien
oczyszczenia kompleksu byt na zadowalajacym poziomie, a najlepiej oczyszczong frakcja
byta frakcja #18-20. Porownujac do frakcji biatkowej heterodimeru P1ac-P2ac (Ryc. 55 D)
nanoszonej na sito molekularne (O), z oczyszczanych frakcji udato si¢ usunaé wigkszosé
bialek wysokoczagsteczkowych stanowigcych zanieczyszczenie probki. W tym przypadku
najwyzszym stopniem 0cCzyszczenia cechowata si¢ frakcja #19-20. Dimer delecyjny
P2ac-P2ac (Ryc. 55 E) charakteryzowal si¢ najnizszym poziomem oczyszczenia.
Poréwnujac oczyszczone frakcje biatkowe do preparatu nanoszonego na kolumng
chromatograficzng (O) w zadawalajgcym stopniu usuni¢to wysokoczasteczkowe biatka
zanieczyszczajace probke. Kompleksem o najwyzszym stopniu homogennosci byt
homodimer P2-P2 (Ryc. 55 F). Dimer P2-P2 to rowniez kompleks, ktory oczyszczono
Z najwyzsza wydajnoscig. Wszystkie analizowane biatka w formie dimerow lokalizowaty

si¢ W zelu poliakrylamidowym na poziomie odpowiadajagcym masom molekularnym
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indywidualnych biatek wchodzacych w sktad poszczegdlnych kompleksow. Wydajnosc
oczyszczania wystepowata na poziomie 1-2 mg oczyszczonego biatka. Tak przygotowane

preparaty, przeznaczono do analiz w celu oceny parametréw biofizycznych poszczegdlnych

kompleksow biatkowych.

97



(kDa) M o #16  #17-19  #20 (kDa) M O #1819  #20-21
116,0 116,0
66,2
662 | e —
45,0 ———
45,0 -
— — 35,0
35,0 —
25,0 —
25.0 ——
18,4 -
«——P1
18,4 — — ——— —

144

Semaes- | —— e P2AC
-

14,4

(kDa) M o #17 #1820 #21 (kDa) o 418 #1920 #21
116,0 — 116,0 e
66,2 N Smanens 66,2 ‘e— N
45,0 45,0  w— :
350 350
—_——
250 w— 250 —— —
184 S 184 —
14,4 \‘“ F——TT & EA¢ 144 L s
\- P2 w< P1AC
— :
: +«— P2AC
(kDa) M O #1920 #21.22 (kDa) M #14-17 #18-20
116,0 .. 116,0
66,2 66,2
45,0 e RSSO 0
350 O 35,0
25,0
25,0
184
18,4

144 «—P2-P2
S - r21C-P2aC 144 “

Ryc. 55. Analiza SDS-PAGE poszczegélnych frakcji bialkowych zawierajacych dimery bialek
P1-P2 uzyskanych na drodze oczyszczania z wykorzystaniem sita molekularnego. A. frakcje
0 roznej skali czystosci zawierajace heterodimer P1-P2 (#16, #17-19, #20) B. frakcje zawierajace
heterodimer P1-P2ac (#18, #19-20, #21) C. frakcje zawierajace heterodimer P1ac -P2 (#17, #18-20,
#21) D. frakcje zawierajagce heterodimer Plac -P2ac (#18-#19, #20-21) E. frakcje zawierajace
homodimer P2ac-P2ac (#19-20, #21-22) F. frakcje zawierajace homodimer P2-P2 (#14-17, #18-20).
O — preparat zawierajacy dimery biatkowe, nanoszony na kolumne chromatograficzng; M - markery
biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa. Strzatkami wskazano prazki biatkowe o masach
odpowiadajacych poszczegdlnym biatkom P.
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4. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna kompleksow
rekombinowanych bialek P1/P2

Kompleksy uzyskane w procesie oczyszczania metodami chromatograficznymi
zostaly wykorzystane do oceny parametréw biofizycznych uformowanych dimerow. Na
podstawie analizy wykonanych na bazie SDS-PAGE wybrano frakcje charakteryzujace si¢
najwyzszym poziomem homogennosci. I tak, do analiz biofizycznych wykorzystano:
w przypadku kompleksu P1-P2 frakcje #17-19 (Ryc. 55 A), dla kompleksu P1- P2xc frakcje
#18-19 (Ryc. 55 B), dla kompleksu P1ac-P2 frakcje #18-20 (Ryc. 55 C), dla kompleksu
Plac-P2ac frakcja #19-20 (Ryc. 55 D), w przypadku homodimeru P2ac-P2ac rowniez frakcja
#19-20, zas dla kompleksu P2-P2 frakcja #14-17. Wszystkie wykonane analizy biofizyczne,
ktérym poddano poszczegdlne dimery bialek P1-P2 mialy na celu weryfikacje poprawnosci
strukturalnej uformowanych kompleksdéw, oceng ich stabilno$ci, potwierdzenie natywnego

charakteru, a w zwigzku z tym funkcjonalnos$ci poszczeg6lnych kompleksow.

4.1 Analiza z wykorzystaniem analitycznego sita molekularnego - SEC

Pierwszym etapem w charakterystyce dimerow biatkowych byta analiza SEC, ktora
pozwolita na sprawdzenie poziomu homogennosci dimeréw pod katem oligomeryzacji.
W tym celu wykorzystano analityczng chromatografie¢ sita molekularnego, ktora pozwala na
wysoka precyzje rozdziatu frakcji biatkowych pod wzgledem ich masy molekularnej. Do
analizy wykorzystano nastepujace kompleksy: P1-P2, P1-P2xc, P1ac-P2, P1ac-P2ac, P2-P2,
P2Ac-P2ac (Ryc. 56-61).
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Ryc. 56. Chromatografia SEC dimeru P1-P2. Na kolumne Superose 12 HR 10/30 naniesiono 100
ul dimeru P1-P2, o stezeniu 1 pg/ul. Chromatografi¢ prowadzono z wykorzystaniem systemu FPLC
Akta Purifier

Analiza SEC wykazala, ze kompleks P1-P2 wyptywa z kolumny w formie symetrycznego,
pojedynczego piku chromatograficznego, co razem z ksztaltem krzywej wskazuje na
monodyspersyjny charakter badanej probki, tj. dimer P1-P2 wystepuje tylko w jednej formie
strukturalnej. Na uwage zastuguje fakt, iz obliczona na podstawie sekwencji
aminokwasowej masa molekularna kompleksu P1-P2 to 24 kDa. Dimer wyptywat
w objetosci 13,44 ml, co wskazywato na mas¢ molekularng kompleksu o wartosci 70 kDa
(masa zostala obliczona na podstawie krzywej kalibracyjnej mas molekularnych dla
wykorzystanej kolumny Superose 12 HR 10/30). Zjawisko to zostato juz wczesniej opisane
[106] i wynika to z faktu, ze kompleks biatek P1-P2 nie posiada tzw. ksztattu globularnego,

a jego struktura jest wydtuzona, co zaburza migracj¢ na sicie molekularnym.
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Ryc. 57. Chromatografia SEC dimeru P1-P2,c. Na kolumng Superose 12 HR 10/30 naniesiono

100 pl dimeru P1-P2xc, o stezeniu 1 ug/ul. Chromatografie prowadzono z wykorzystaniem systemu
FPLC Akta Purifier

W dalszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ SEC kompleksu P1-P2xc. Podobnie jak
w przypadku dimeru P1-P2 otrzymano krzywa chromatograficzng 0 Symetrycznym,
jednakze nieco zaburzonym ksztatcie, co moglo wskazywac¢ na obecnos$¢ niewielkiej puli
niepoprawnie sfatldowanych biatek. Jednakze petny obraz krzywej sugeruje, Ze w znaczacej
przewadze wystepowaty poprawnie uformowane kompleksy P1-P2xc. Analogicznie do
analizy SEC kompleksu P1-P2 masa molekularna dimeru P1-P2xc obliczona na podstawie
sekwencji aminokwasowej to 22 kDa, ale 1 w tym przypadku dimer wyptywat w objetosci
13,73 ml, ktéra w oparciu o krzywa kalibracyjng mas molekularnych dla wykorzystanej
kolumny wskazywata na mas¢ molekularng kompleksu 61 kDa. Tak jak poprzednio, wyzsza
masa molekularna analizowanego kompleksu wynika z wydtuzonej struktury kompleksu
zaburzajace] migracj¢ biatka na sicie molekularnym. Masa ta jest nizsza niz w przypadku
heterodimeru P1-P2 z uwagi na fakt, iz biatko P2 wystepuje w formie delecyjnej, tj.

pozbawionej jednego C-konca, cO zmienia strukture kompleksu i tym samym wplywa na
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zmiang ksztaltu czasteczki, czego z Kolei odbiciem jest zmieniona migracja biatka na sicie

molekularnym.
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Ryc. 58. Chromatografia SEC dimeru P1ac-P2. Na kolumng Superose 12 10/30HR naniesiono

100 pl dimeru P1ac-P2, o stezeniu 1 ug/ul. Chromatografie prowadzono z wykorzystaniem systemu
FPLC Akta Purifier.

Kolejng analizg wykonang z wykorzystaniem sita molekularnego byta analiza kompleksu
P1ac-P2. Badany kompleks wyptywajac z sita molekularnego takze daje symetryczny ksztatt
krzywej chromatograficznej co $wiadczy o monodyspersyjnym charakterze analizowane;j
probki. Obliczona masa molekularna dimeru Plac-P2 to 22,5 kDa, ale podobnie jak
w przypadku poprzednich kompleksow, ze wzgledu na wydtuzong strukture przestrzenng
kompleksu wyptywal on w objetosci 13,8 ml, co w oparciu o krzywa kalibracyjng mas
molekularnych dla wykorzystanej kolumny (Superose 12 HR 10/30), $wiadczyto o masie
molekularnej 58 kDa. Analogicznie do poprzednio analizowanych kompleksow i w tym
przypadku wyzsza masa molekularna kompleksu P1ac-P2 wynika z wydtuzonej struktury

kompleksu zaburzajac tym samym migracj¢ czasteczki na sicie molekularnym. Natomiast,
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podobnie do kompleksu P1-P2xc, masa ta jest nizsza z uwagi na fakt, iz biatko P1 wystepuje
w formie delecyjnej, tj. pozbawionej sekwencji C-konca.
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Ryc. 59. Chromatografia SEC dimeru P1ac -P2ac. Na kolumng Superose 12 10/30HR naniesiono

100 pl dimeru P1ac-P2ac, o stgzeniu 1 pg/ul. Chromatografi¢ prowadzono z wykorzystaniem
systemu FPLC Akta Purifier.

Ostatnim z analizowanych heterodimeréw byt kompleks Plac-P2ac. Krzywa
chromatograficzna, tak jak w przypadku poprzednich kompleksow réwniez wykazywata
symetryczny ksztalt potwierdzajac monodyspersyjnos¢ badanej probki. Obliczona na
podstawie sekwencji aminokwasowej masa molekularna dimeru Plac-P2ac wynosi 20,6
kDa. Z kolei frakcja biatkowa zawierajaca kompleks Plac-P2ac wyptywata w objetosci
14,14 ml co zgodnie z krzywa kalibracyjna mas molekularnych dla wykorzystanej kolumny
odpowiadato masie 46 kDa. Ponownie, jak w przypadku pozostalych analizowanych
dimerow masa jest nizsza niz w przypadku heterodimeru P1-P2 z uwagi na fakt, iz oba biatka

formujace kompleks, P1 1 P2 wystepuja w formie delecyjnej, tj. pozbawionej dwdch
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C-koncoéw. Brak mobilnych, nieustrukturalizowanych domen C-terminalnych ograniczyt

ksztalt czasteczki zblizajac go do uktadu globularnego.
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Ryc. 60. Chromatografia SEC dimeru P2-P2. Na kolumng¢ Superose 12 10/30HR naniesiono 100 pl

dimeru P2-P2, o stgzeniu 1 pg/ul. Chromatografi¢ prowadzono z wykorzystaniem systemu FPLC
Akta Purifier.

Probka zawierajgca homodimer P2-P2 takze zostata poddana analizie SEC, dajac podobne
wyniki jak heterodimery. Krzywa chromatograficzna wykazata symetryczny ksztalt
$wiadczacy o monodyspersyjnej postaci kompleksu w roztworze wodnym. Obliczona masa
molekularna kompleksu P2-P2 wynosi 24,5 kDa, z kolei dimer wyptywat w objetosci 13,48
ml, co w porownaniu do krzywej kalibracyjnej mas molekularnych dla wykorzystanej
kolumny, $wiadczylo o masie molekularnej kompleksu 72 kDa. Homodimer P2-P2,
podobnie  jak  heterodimeru P1-P2 nie posiada  ksztaltu  globularnego,
a nieustrukturalizowane C-konce obu bialek P2 nadajg czasteczce wydluzony ksztalt

zmieniajac migracje dimeru w sicie molekularnym.
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Ryc. 61. Chromatografia SEC dimeru P2xc-P2xc. Na kolumne Superose 12 10/30HR naniesiono 100
ul dimeru P2xc -P2xc, o stezeniu 1 pg/ul. Chromatografie prowadzono z wykorzystaniem systemu
FPLC Akta Purifier.

Koncowym z przeanalizowanych komplekséw byt homodimer P2ac-P2ac. Jak w przypadku
pozostatych kompleksow, otrzymana krzywa chromatograficzna réwniez wykazata
symetryczny ksztalt, tym samym wskazujac na monodyspersyjny charakter probki.
Obliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej masa to 20,7 kDa, natomiast frakcja
biatkowa zawierajaca kompleks P2ac-P2ac wyptywata przy objetosci 14,21 ml, co biorac
pod uwage krzywa kalibracyjng mas molekularnych dla kolumny Superose 12 HR 10/30,
odpowiadato masie molekularnej 44 kDa. Analogicznie jak w przypadku pozostatych
komplekséw roznica pomigdzy masg teoretyczng a faktycznym momentem wyptywu frakcji
biatkowej z kolumny zwigzana byla z ksztaltem czasteczki. Mniejsza dysproporcja migdzy
masami zwigzana byta z brakiem obu C-koncow biatek P2 w homodimerze P2ac-P2ac, CO
spowodowato ograniczenie ksztattu czasteczki zblizajac go do uktadu globularnego,
charakteryzujgcego sie utatwiong migracja na sicie molekularnym.
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Wszystkie frakcje kompleksow biatkowych otrzymane na drodze chromatografii
SEC zebrano i zweryfikowano przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE (Ryc. 62). Wszystkie
rekombinowane biatka wchodzace w sktad dimeréw lokalizowaly si¢ na poziomie
odpowiadajagcym masom molekularnym indywidualnych biatek wchodzacych w sktad
poszczegbdlnych kompleksow. Stopien oczyszczenia poszczegdlnych heterodimerdéw byt na
porownywalnym poziomie. W przypadku homodimeréw, kompleks P2-P2 charakteryzowat
si¢ bardzo dobrym poziomem oczyszczenia, natomiast kompleks delecyjny P2ac-P2ac

cechowat si¢ wyzszym poziomem zanieczyszczen biatkami o wyzszej masie molekularnej.

(kDa) M 1 2 3 4 5 6
116,0 -
66,2
45,0 —
35,0 s

Ryc. 62. Analiza SDS-PAGE kompleksow bialkowych. 1 — heterodimer P1-P2, 2 — heterodimer
P1-P24c, 3 —heterodimer P1ac-P2, 4 — heterodimer P1ac-P2ac, 5—homodimer P2-P2, 6 — homodimer
P2ac-P2ac. Probki dimeréw nanoszonych na zel mialy jednakows zawarto$¢ biatka - 10 pg.
M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa.

Podsumowujac, analiza SEC poszczegolnych kompleksow wykazata, ze wszystkie
analizowane kompleksy posiadaty charakter monodyspersyjny, czego wyrazem byt obraz
chromatograficzny pokazujacy krzywe chromatograficzne o symetrycznym ksztalcie;
w zwigzku z tym mozna bylo stwierdzi¢, ze kompleksy w srodowisku wodnym posiadaja
strukture dimeru, a tym samym maja zachowane parametry biofizyczne wskazujace, ze

kompleksy te odzwierciedlaja forme natywna tj. maja charakter dimeru.

Kolejnym biatkiem jakie zostato podane analizie SEC byto rekombinowane biatko
RTA. RTA jest jedng z dwoch podjednostek wchodzacych w sktad rycyny, molekuly
nalezacego do rodziny bialek RIP, bedacego jedng z najbardziej toksycznych substancji
syntetyzowanych w krolestwie roslin. Jak opisano powyzej, w analizie wykorzystano tylko

rekombinowane RTA, ktore wigze si¢ bezposrednio z biatkami P. Po oczyszczeniu RTA
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Z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa, biatko rekombinowane zostalo poddane

analizie SEC (Ryc. 63).

80 =

(kDa) M 18-20
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Ryc. 63. Charakterystyka katalitycznej podjednostki A rycyny (RTA) metoda sita
molekularnego. Chromatogram preparatu biatka RTA oraz analiza SDS-PAGE frakcji RTA
uzyskanych na drodze SEC. M - markery biatkowe, masa molekularna wyrazona w kDa, frakcje #18-
20 — frakcje biatkowe otrzymane w wyniki analizy chromatograficznej SEC. Strzatkami wskazano
prazki biatkowe o masie okoto 32 kDa, odpowiadajacej masie biatkka RTA oraz wykres
chromatograficzny pokazujacy profil wyptywy RTA z kolumny Superose 12 10/30HR.

W oparciu o analize SEC uzyskano obraz chromatograficzny biatka RTA wskazujacy na
monodyspersyjny charakter badanej probki, ktory swiadczyl, ze RTA wystepuje w formie
monomerycznej. Frakcja biatkowa wyptywajaca W objetosci 17 ml odpowiadata masie
molekularnej 32 kDa, co wskazato, ze RTA posiada struktur¢ globularng biatka i wystepuje
jako monomer w roztworze. Frakcje biatkkowe zebrane w czasie rozdzialu
chromatograficznego poddano analizie SDS-PAGE, w celu identyfikacji frakcji
zawierajacej] RTA (Ryc. 63). Obraz rozdziatu frakcji biatkowych otrzymany w wyniku
analizy SDS-PAGE wskazywat na wysoKi stopien oczyszczenia biatka RTA .
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4.1 Dichroizm kolowy (ang. circular dichroism - CD)

Czasteczki chiralne jakimi sg aminokwasy, z ktorych zbudowane sg biatka, moga
w roznych sposéb oddziatywaé ze Swiattem spolaryzowanym, a co za tym idzie biatka
mozna potraktowac jako tzw. osrodki aktywne optycznie, ktore oddziatywujaca ze Swiattem
spolaryzowanym zmieniajgc parametry absorbancji $wiatla spolaryzowanego W zakresie
UVI/VIS; zjawisko to stato si¢ podstawa spektroskopii dichroizmu kotowego (ang. Circular
Dichroism, CD). W rezultacie otrzymuje si¢ widma CD, ktore stanowia zalezno$¢ sygnatu
CD w stosunku do fali $§wiatla, co ma przelozenie na okreslenie zawartos$ci struktury
drugorzedowej biatka. Biatko bedac osrodkiem aktywnym optycznie daje sygnal CD
W pasmie absorpcji wigzania peptydowego (160-240 nm), a co wazne sita sygnatu i przebieg
widma CD jest zalezne od struktury drugorzedowej w obrebie badanego biatka. Kazda
struktura drugorzedowa biatka posiada odmienne parametry, a tym samy przebieg widm CD
dla poszczegoélnych rodzajow struktur jest odmienny, co umozliwia wyznaczenie udziatu
poszczegolnych rodzajow struktur w badanym biatku. Niestety, analiza CD ma charakter
porownawczy - majac Widmo wzorcowe, mozna analizowa¢ uklady pokrewne. Rowniez
grupy prostetyczne lub ligandy chromoforowe zwigzane z biatkiem moga wykazywad
dichroizm kotowy. Wszystkie te efekty sg wrazliwe na strukturg drugo- i trzeciorzgdowsg
biatka, co sprawia, ze spektroskopia CD jest przydatng technikg do analizy konformacji
biatka oraz §ledzenia zmian wystgpujacych w jej obrebie [194]. W konsekwencji,
wykorzystujac technike¢ CD, przeanalizowano wszystkie otrzymane dimery. Jako pierwszy
poddano analizie CD heterodimer biatek P1-P2 (Ryc. 64), nastgpnie dimer P1-P2 oc (Ryc.
65), dimer Plac-P2 (Ryc. 66) i jako ostatni z heterodimerow Plac-P2ac (Ryc. 67).
Analogicznie do heterodimerdéw biatek P1-P2 analizie CD poddano takze dwa homodimery:

P2-P2 (Ryc. 68 A) oraz P2 xc-P2 ac (Ryc. 68 B).

W pierwszej kolejnosci analizie CD poddano heterodimer P1-P2 (Ryc. 64), w celu
okreslenia podstawowych parametrow strukturalnych uktadu, ktéry nie jest zmieniony na
drodze delecji C-terminalnych fragmentow oraz co wazne, byt juz analizowany metoda CD
oraz posiada opracowang strukturg przestrzenng metodg NMR [187,195]. W wyniku analizy
CD heterodimeru P1-P2 uzyskano widmo CD z wyraznymi minimami przy 208 nm i 222
nm. Parametry te sg charakterystyczne dla a-helikalnych struktur w badanym biatku,
potwierdzajac wczesniejsze analizy [187] oraz wskazujac ze dimer posiada poprawng
strukture. Przy zastosowaniu identycznych warunkow analizy wykonano pomiary CD
kolejnych kompleksow biatkowych.
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Ryc. 64. Widmo CD heterodimeru bialek P1-P2. Pomiary CD prowadzone byly w temperaturze
25 °C, w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szerokosci szczeliny 1 nm,
z szybkoscig rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano w trzech powtorzeniach,
a nastepnie uzyskane wartosci usredniano. Uzyskiwany sygnatl przeliczano na eliptyczno$¢ molowa
[@] (deg cm? dmol™?).

Analiza CD heterodimeru P1-P2xc (Ryc. 65) wskazata, ze widmo CD posiada dwa minima

przy 208 nm i 222 nm, charakterystyczne dla a-helikalnych struktur biatek.
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Ryc. 65. Widmo CD heterodimeru biatek P1-P2,c Pomiary CD prowadzone byly w temperaturze
25 °C, w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szerokosci szczeliny 1 nm,
z szybkoscig rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano w trzech powtorzeniach,
a nastepnie uzyskane wartosci usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano na eliptyczno$¢ molowg
[®] (deg cm? dmol?)

109



Analogicznie wykonano pomiary CD dla drugiego kompleksu delecyjnego P1ac-P2 (Ryc.
66), z pozbawionym domeny CTD biatkiem P1. Otrzymane w rezultacie widmo CD byto
blizniacze do widma heterodimeru P1-P2xc. W obrebie uzyskanego widma CD takze mozna
byto wyrézni¢ dwa charakterystyczne minima przy 208 nm i 222 nm, a co wazne
odzwierciedlaty one przebieg widma dla kompleksu P1-P2, wskazujac ze analizowany

kompleks posiada dobrze ustrukturalizowane jadro zbudowane z a-helikalnych struktur.

Dlugosé fali [nm]
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Ryc. 66. Widmo CD heterodimeru bialek P1sc-P2. Pomiary CD prowadzone byty w temperaturze
25 °C, w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szeroko$ci szczeliny 1 nm,
z szybko$cig rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano w trzech powtorzeniach,

a nastgpnie uzyskane wartosci usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano na eliptyczno$¢ molowa
[®] (deg cm? dmol™?).

Ponadto wykonano analizy dla heterodimeru P1ac -P2ac (Ryc. 67), ktorych widmo CD takze

wskazato, ze kompleks ten posiada dobrze ustrukturalizowany element zbudowany

z elementow a-helikalnych.
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Ryc. 67. Widmo CD heterodimeru bialek Plic-P2ac. Pomiary CD prowadzone byly
w temperaturze 25 °C, w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szerokosci szczeliny
1 nm, z szybkos$cia rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano w trzech

powtorzeniach, a nastgpnie uzyskane wartosci usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano na
eliptyczno$¢é molowa [®] (deg cm? dmol?).

Analogicznie przeprowadzono analizy dla obu homodimeréw biatek P2: kompleksu petnych
biatek P2-P2 (Ryc. 68 A) oraz jego formy delecyjnej P2ac -P2ac (Ryc. 68 B), a otrzymane
widma CD jednoznacznie wskazaty, ze bialka te, mimo tego ze wystgpuja w formie
homodimerycznej, ktéra nie jest rozpatrywana jako uktad natywny, takze posiadaja dobrze

wyksztatcone jadro strukturalne zbudowane z a-helikalnych elementow.
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Ryc. 68. Widmo CD homodimeréw P2-P2 (A) oraz P2ac-P2ac (B). Pomiary CD prowadzone
byly w temperaturze 25 °C, w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szerokosci
szczeliny 1 nm, z szybkoscig rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano W trzech

powtorzeniach, a nastgpnie uzyskane warto$ci usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano na
eliptyczno$é molowa [®] (deg cm? dmol™).
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Podsumowujac, pomiary widm CD wszystkich badanych kompleksow wykazaty, ze
uzyskane krzywe dla poszczegdlnych dimerow wskazuja, ze wszystkie kompleksy,
odzwierciedlaja strukturalnie heterodimer P1-P2, ktéry posiada a-helikalng strukture,
stanowigcg zasadniczy element strukturalny. Oszacowany udzial a-helis byl na poziomie
49%, co bylo zgodne z wczesniej opublikowanymi danymi na ten temat [187]. A zatem,
widma CD potwierdzity, ze kompleksy delecyjne zachowaly wiasciwosci strukturalne
podobne do tych, ktére wystepuja w nienaruszonym kompleksie sktadajagcym si¢ z pelnym
biatek P.

Dodatkowo, w zakresie analiz CD przebadano rekombinowane biatko RTA (Ryc.
69). W przeciwienstwie do dimeréw biatek P widmo CD uzyskane dla czasteczki RTA nie
posiadato dobrze wyksztalconego minimum przy dlugosci fali 222 nm, co jest
charakterystyczne dla biatek, ktore zawierajg rézne struktury, tj. o i B. Wynik ten znajduje
potwierdzenie w danych strukturalnych, ktére pokazuja, ze RTA nalezy do klasy bialek
o/B [196,197].
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Ryc. 69. Widmo CD czasteczki RTA. Pomiary CD prowadzone byly w temperaturze 25 °C,
w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,2 cm, przy szerokosci szczeliny 1 nm, z szybko$cia
rejestrowania danych 60 nm/min. Kazde z widm rejestrowano w trzech powtdrzeniach, a nastgpnie
uzyskane warto$ci usredniano. Uzyskiwany sygnat przeliczano na eliptyczno$¢ molowg [®] (deg
cm? dmol™).
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4.2 Ocena stabilno$ci termicznej kompleksow biatek P1/P2

W ramach analiz biofizycznych, ukierunkowanych na weryfikacje parametrow
strukturalnych otrzymanych kompleksow biatkowych, poszczegdlne dimery poddano
analizie oceny stabilno$ci termicznej w procesie termicznej denaturacji, wykorzystujac
technike nanoDSF. W technice tej biatko bedace w roztworze poddawane jest dziataniu
gradientu temperatury, ktory prowadzi do rozfatdowania biatka. Mierzona jest wzbudzona
fluorescencja biatka, pochodzaca gtownie z aromatycznych tancuchoéw bocznych reszt
tyrozyny i tryptofanu. W trakcie rozfaldowywania biatka pod wplywem wzrastajacej
temperatury reszty te sa eksponowane na dziatanie rozpuszczalnika, a tym samym nastgpuje
zmiana ich intensywnosci fluorescencji. Zalezno$¢ miedzy zmianami intensywnos$ci
fluorescencji a gradientem temperatury wykorzystywana jest do wyznaczenia tzw.
temperatury topnienia (Tm). Wykorzystujac analiz¢ nanoDSF otrzymano tzw. krzywe
termiczne, obrazujace proces denaturacji biatka w zakresie temperatur 20 — 90 °C, opisujace

przejscie struktury biatka ze stanu natywnego do stanu zdenaturowanego (Ryc. 70).
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Ryc. 70. Analiza biofizyczna parametréow strukturalnych komplekséw bialek P
z wykorzystaniem nanoDSF. Wykres przedstawia krzywe opisujace proces denaturacji badanych
biatek monitorowany jako funkcja temperatury i stosunku wartosci fluorescencji F350/F330 nm.
Kolorami: niebieskim, czarnym, zielonym oraz czerwonym oznaczono kolejno dimery P1-P2,
Pl-PZAc, PlAc-PZ oraz PlAc-PZAc.

Analiza nanoDSF, to technika pozwalajgca na ocene stabilnosci makromolekuty poprzez
monitorowanie zmian strukturalnych w zakresie zmian temperatury. Stosujac nanoDSF

Wyznaczono tzw. temperatury topnienia biatka tj. stanu, w ktorym potowa analizowanej
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frakcji biatka jest w stanie natywnym, a potowa jest w stanie zdenaturowanym. Na tej

podstawie wyliczono punkty topnienia dla poszczegdlnych kompleksow - Tmy, (Tabela 4).

Tabela 4. Wyznaczone temperatury punktow topnienia dla poszczegolnych kompleksow biatek P.

Kompleks

(o]
bialkowy Tm [°C]
P1-P2 52,0
P1-P2,c 53,1
Plac-P2 55,0

Plac-P2ac 53.8
P2-pP2 -

P2ac-P24c -

Wyznaczony parametr biofizyczny - Tm, dla wszystkich analizowanych biatek posiadat
wysoka zgodno$¢, co potwierdza wcezesniejsze analizy CD, ktore wskazaty, ze biatka te sa
poprawnie sfaldowane. Ponadto, krzywe denaturacyjne otrzymane w analizie nanoDSF
posiadaty charakterystyczny uktad, wykazujac dwuetapowe przejscie, Swiadczacy 0 tzw.
kooperatywnym modelu procesu rozfaldowywania struktury dla biatkowych kompleksow,
tj. wszystkie analizowane biatka posiadajg jedna integralng domeng strukturalna, ktéra ulega
harmonijnemu rozfatdowaniu, a wyrazem tego jest dwuetapowe przejscie od struktury
natywnej do zdenaturowanej. Z uwagi na brak tryptofanu w strukturze biatka P2, a co za tym
idzie i w strukturze biatka P2xc niemozliwe byto wyznaczenie Tm dla komplekséw P2-P2
oraz P2ac-P2ac. Analogicznie, poddano analizie oceny stabilnosci termicznej w procesie

termicznej denaturacji rekombinowane biatko RTA (Ryc. 71).
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Ryc. 71. Analiza biofizyczna parametrow

Ty =43.9°C strukturalnych  RTA metoda nanoDSF.
0.9 1 Wykres przedstawia krzywa obrazujaca proces
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F350/F330 nm. T, = 43,9 °C.
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Analiza nanoDSF rekombinowanego biatka RTA pozwolita na wyznaczenie wartosci Tm Na
poziomie 43,9 °C. Krzywa denaturacyjna posiada typowe przejscie dwufazowe, od stanu
natywnego do stanu petnej denaturacji, wskazujac ze RTA jest biatkiem posiadajacym jedna

niezaleznie faldujacg si¢ domeng, ktora konstytuuje RTA.

4.3 Spektrometria mas w warunkach niedenaturujacych (ang. native mass

spectrometry, ,,native”-MS)

W kolejnym kroku badan biofizycznych przeprowadzono analize masy molekularnej
wszystkich otrzymanych kompleksow. Wykorzystano do tego technike spektrometrii mas
w warunkach niedenaturujagcych (ang. native mass spectrometry, ,native”-MS),
z zachowaniem parametréw analitycznych umozliwiajagcych pomiar mas otrzymanych
kompleksow (patrz: Materiaty 1 Metody). W celu dostosowania probek biatkowych do
wymaganych parametrow analitycznych spektrometru mas, we wszystkich frakcjach
zawierajacych kompleksy biatkowe dokonano wymiany buforu na 200 mM octan amonu
(pH 7,5), uzywajac do tego celu kolumn chromatograficznych Micro Bio-Spin (BioRad).
Wszystkie pomiary byly prowadzone w warunkach tzw. tagodnej jonizacji (patrz: Materiaty
1 Metody), w wyniku czego mozliwe bylo uzyskanie zjonizowanych czasteczek, ktoére
utrzymywaty parametry natywnych kompleksow w fazie gazowej. Zapewnienie tagodnych
warunkéw jonizacji biatka pozwolilo na pomiar masy kompleksow biatkowych (Ryc.

73-78). Analiza masy molekularnej zostata wykonana dla wszystkich kompleksow.
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Otrzymane widmo masowe kompleksu P1-P2, uzyskane metoda ,,native”-MS,
wykazato, ze w czasie analizy w fazie gazowej wystepowaly dwa typy molekut, tj.
pojedyncze biatka P jak i ich formy dimeryczne, co wskazato, ze cze¢$¢ kompleséw ulegla
dysocjacji podczas procesu jonizacji. Analiza mas molekularnych wykazata: 12009,98+1,06
Da dla monomeru biatka P1, przy czym biatko to pozbawione byto metioniny (P1-met) oraz
12292,39+0,74 Da dla monomeru biatka P2; 24302,45+7,14 Da dla heterodimeru P1-P2
z biatkkiem P1  pozbawionym metioniny (P1-met-P2). Wszystkie oznaczone
eksperymentalnie masy molekularne byly zgodne z wyliczonymi masami teoretycznymi dla
poszczeg6lnych monomerdéw bialek P1, P2 oraz dimeru P1-P2 (Ryc. 72, tabela). Przy
zastosowaniu identycznych warunkéw eksperymentalnych wykonano analizy dla

pozostatych kompleksow biatkowych.
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Ryc. 72. Analiza masy molekularnej dimeru bialek P1-P2. Widmo masowe heterodimeru P1-P2
uzyskane metoda spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,native”-MS) z wykorzystaniem
jonizacji ESI. Do widma dotaczono tabel¢ z masami obliczonymi przez dekonwolucj¢ widm
poszczego6lnych monomerdw i dimerow biatek (MS) otrzymanych metoda ,,native” MS oraz masami
teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).

Otrzymane widmo masowe kompleksu P1-P2xc umozliwito weryfikacje masy
molekularnej komplesu jak i jego poszczegdlnych sktadowych (Ryc. 73, tabela). Masy
bialek w postaci monomerycznej korespondowaly z analiza heterodimeru P1-P2. Na
uzyskanym widmie masowym dla heterodimeru P1-P2xc zidentyfikowano sygnaty, ktorym
przyporzadkowano mase 10357,52+0,57 Da, ktora to odpowiadala obliczonej teoretycznie
masie dla monomeru biatka P2xc pozbawionego pierwszej metioniny (P2ac-met).
W analizowanej frakcji zidentyfikowano takze kompleks o masie 22443,9345,80 Da, ktory
mozna byto przypisa¢ do heterodimeru P1-P2xc, w ktorym tylko biatko P1 wystepuje

w pelnej formie, za$ biatko P2ac pozbawione jest pierwszej metioniny (P1*-P2xc-met).
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Ryc. 73. Analiza mas molekularnych bialek P formujacych kompleks P1-P2,c. Widmo masowe
heterodimeru P1-P2,c uzyskane metodg spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,native” MS)
z wykorzystaniem jonizacji ESI. Do widma dolaczono tabele z masami obliczonymi przez
dekonwolucj¢ widm poszczegdlnych monomeréw i dimerow bialek (MS) otrzymanych metoda
,»hative” MS oraz masami teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).
Gwiazdka (*) oznaczono kompleks, w ktorym tylko biatko P1 wystepuje w peltnej formie i posiada
pierwsza metioning.

Podobnie jak w powyzszych analizach, w przypadku kompleksu P1ac-P2 uzyskane widmo
masowe rowniez pozwolilo na precyzyjna identyfikacje oraz przyporzadkowanie mas
molekularnych poszczegdlnych biatek monomerycznych. Wydrebniono takze sygnaly
odpowiadajgce masom form dimerycznych: 22497,71+51 Da dla heterodimeru P1ac-P2,
w ktorym biatko Pl nie posiada metiony (Pl1a-met-P2) oraz 22577,29+6,83 Da dla
heterodimeru P1ac*-P2 w ktorym biatka P posiadaja N-terminalna metioning (Ryc. 74,
tabela).

Bialke MW MS
A9
1004 1366.79] " A P1AC-met 10206.8 10206.04+0.66
A10 2049.71
1230.20 A8 B P2AC-met 10357.8 10357.55+0.26
1537.52 1701.90 a7 A
[1757.04 C P1AC-met-P2AC-met 205646 | 20563.95+11.51
e 2047 02057 25 D PIAC*-P2AC-met 20639.8 | 22640.29+3.56
- RS7e  dimer
monomer 2057.88 D9
2450.452509.33 i
A1 206067 e ey o
2258 53
at2 111845 760,08 2522 54 a7a064 3073.56.
102534 / -
X1 1739 47 J hl,ms o L&iﬁzs - 29&1 00 3079 56 PIAC P2
Qe ekl ) il '.\le..y MM A e e iz
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Ryc. 74. Analiza mas molekularnych dimerow bialek P1,c-P2. Widmo masowe heterodimeru
Plac-P2 uzyskane metodg spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,native” MS)
z wykorzystaniem jonizacji ESI. Do widma dotaczono tabele z masami obliczonymi przez
dekonwolucj¢ widm poszczegdlnych monomeréw i dimerow bialek (MS) otrzymanych metoda
,native” MS oraz masami teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).
Gwiazdka (*) oznaczono kompleks, w ktorym tylko biatko PIAC wystepuje w pelnej formie
i posiada pierwszg metionine.
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Widmo masowe kompleksu P1ac-P2ac, oprocz identyfikacji mas molekularnych
poszczeg6lnych form monomerycznych, pozwolito na przyporzadkowanie poszczegdlnym
sygnatom mas molekularnych odpowiadajacym formom dimerycznym: 20563,95+11,51 Da
dla heterodimeru P1ac-P2ac, w ktorym oba biatka P pozbawione sg N-terminalnej metiony
(P1a-met-P2ac-met) oraz 22640,29+3,56 Da dla heterodimeru Plac-P2ac, w ktorym tylko
biatko P2ac pozbawione jest N-terminalnej metiony (P1ac*-P2ac-met), (Ryc. 75, tabela).
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Ryc. 75. Analiza mas molekularnych dimeréw bialek P1ac-P2xc. Widmo masowe heterodimeru
Plac-P2ac uzyskane metodg spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,native” MS)
z wykorzystaniem jonizacji ESI. Do widma dolaczono tabelg¢ z masami obliczonymi przez
dekonwolucje widm poszczegolnych monomerow i dimeréw biatek (MS) otrzymanych metoda
,»hative” MS oraz masami teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).
Gwiazdka (*) oznaczono kompleks, w ktorym tylko biatko P1ac wystepuje w petnej formie i posiada
pierwsza metioning.

Analogicznie wykonano analize metodg ,,native”-MS dla kompleksu homodimeru P2-P2
(Ryc. 76, tabela). Uzyskane widmo masowe pozwolito na przyporzadkowanie
poszczegdlnym sygnatom mas molekularnych dla biatka P2. Masa formy monomerycznej
bialkka P2 byla zgodna z wuzyskanymi wynikami analiz przeprowadzonych dla
heterodimerow. Zidentyfikowano takze masg, ktora przyporzadkowano kompleksowi

homodimeru P2-P2 (24586,09+8,81 Da).
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Ryc. 76. Weryfikacja mas molekularnych dimeréw bialek P2-P2. Widmo masowe heterodimeru
P2-P2 uzyskane metoda spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,hative” MS)
z wykorzystaniem jonizacji ESI. Do widma dotaczono tabel¢ z masami obliczonymi przez
dekonwolucje widm poszczegolnych monomerow i1 dimeréow biatek (MS) otrzymanych metoda
»native” MS oraz masami teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).

Ponadto, uzyskano widmo masowe dla kompleksu P2ac-P2ac i ustalono mas¢ dla
homodimeru P2xc-P2ac (20727,95+11,10 Da), w ktérym oba biatka P2ac pozbawione byty

N-terminalnej metiony; opisane jako P2xc-met-P2xc-met (Ryc. 77).
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Ryc. 77. Weryfikacja mas molekularnych dimerow bialek P2ac-P2ac. Widmo masowe
heterodimeru P2ac-P2ac uzyskane metoda spektrometrii mas w warunkach natywnych (,,native”
MS) z wykorzystaniem jonizacji ESI. Do widma dotaczono tabelg¢ z masami obliczonymi przez
dekonwolucj¢ widm poszczegdlnych monomeréw i dimerow bialek (MS) otrzymanych metoda
»hative” MS oraz masami teoretycznymi obliczonymi na bazie sekwencji aminokwasowych (MW).

Jako podsumowanie, w tabeli 5 przedstawiono wyniki pomiardw mas molekularnych

wszystkich kompleksow biatkowych, ktore zostaly otrzymane na bazie oczyszczonych
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biatek rekombinowanych P1, P2 oraz ich form delecyjnych [187]. Analiza spektrometrii mas
w warunkach niedenaturacyjnych pokazata, ze wyznaczone masy molekularne otrzymanych
biatek rekombinowanych odpowiadajg masom teoretycznym obliczonym na bazie sekwencji
aminokwasowej, co wskazuje, ze biatka te posiadajg wtasciwg strukture pierwszorzedowa.
Jednakze zanotowano, ze pewna frakcja biatek P1, P2 jak i ich form delecyjnych pozbawiona
jest reszty metioninowej; zjawisko to jest zwigzane z czg¢sto wystepujaca posttranslacyjna
modyfikacjg biatek w komorkach E. coli, polegajaca na usuni¢ciu N-koncowej metioniny
przez enzym aminopeptydaze metioninowg [68,187]. Analiza ,,native-MS” pozwolita na
oznaczenie masy kompleksow, a wyniki eksperymentalne korelowaly z danymi

teoretycznymi obliczonymi na podstawie sekwencji aminokwasowych.

Tabela 5. Por6wnanie mas molekularnych badanych kompleksow biatek uzyskanych metoda
natywnej spektrometrii mas z teoretycznymi masami czasteczkowymi [187].

Kompleks Masa czasteczkowa  Masa uzyskana w wyniku analizy

bialkowy [Da] native MS [Da]
P1-met 12010,6 12009,98£06
Pl,c-met 10357.,8 10357,52+0,57
P2 12292,7 12292.66+0,10
P2,c-met 10357.8 10357,68£0,10
P1-met-P2 24302,6 24302,45+7,14
Pl-met-P2,-met 22368,4 22367,97£2,54
P1-met-P2,-met 22368,4 22367,97+2,54
P1,c-met-P2 22499,5 22497.7145,11
P1,c-met-P2, -met 20564,6 20563,95%11,51
P2-P2 245854 24586,09+8.81
P2,.-met-P2,-met 20715,7 20727,95%11,10

W zakresie analizy ,,native”-MS wyznaczono takze mas¢ molekularng rekombinowanego
biatka RTA, wykorzystujac frakcj¢ bialkowa otrzymana na drodze oczyszczania
z wykorzystaniem chromatografii SEC. Eksperymentalna masa molekularna RTA wyniosta
31337,85 + 0,60 Da i byta zblizona do teoretycznej obliczonej masy 31412,4 Da. Podobnie
jak w przypadku biatek P, r6znica w masie byta zwigzana z usunigciem reszty metioniny na

N-terminalnym fragmencie RTA.
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5. Analiza interakcji dimerow bialek P1-P2 z Kkatalityczng

podjednostka rycyny

Dysponujac przygotowanymi kompleksami biatkowymi, zainicjowano badania
majgce na celu opisanie interakcji miedzy dimerami ludzkich biatek P a czgsteczkg RTA,
a przede wszystkim wskazanie roli C-terminalnego elementu biatek P w interakcji z RTA.
Majac do dyspozycji opracowany material badawczy, tj. zestaw komplekséw biatkowych
oraz RTA, nastgpnym krokiem byta analiza interakcji. W tym celu wykorzystano dwie
metody analityczne: termoforez¢ mikroskalowa (ang. Microscale Thermophoresis, MST)
oraz metode interferometrii biowarstwowej (ang. bio-layer interferometry, BLI). Pierwsza
znich pozwala na okreslenie parametrow interakcji (w formie statej wigzania Kbp),
wykorzystujac zjawisko ruchu czasteczek w gradiencie temperatury, zaleznego od ré6znych
wlasciwosci takich jak wielko$¢, tadunek, powtoka hydratacyjna czy konformacja.
Rejestracja ruchu czasteczek w zalezno$ci od zmian biofizycznych badanych molekut
pozwala na wyznaczenie Kp. Druga metoda, umozliwia pomiar Kinetyki interakcji

biomolekularnych oraz wyznaczanie wartosci Kp.

5.1 Termoforeza mikroskalowa (ang. microscale thermophoresis, MST)

Otrzymane i scharakteryzowane preparaty kompleksow biatkowych P1-P2 oraz RTA
poddano analizie interakcji biatko-biatko metoda termoforezy mikroskalowej MST w celu
opisania tzw. wzajemnych zalezno$ci molekularnych migdzy tymi biomolekutami poprzez
wyznaczenie statej wigzania Kp. Analize wykonano w nastepujacej konfiguracji: biatko
RTA wykorzystano jako molekute, ktora zostata wyznakowana fluorescencyjnie
barwnikiem NT-647, za§ poszczegdlne dimery biatek P zostaty uzyte jako tzw. analit, tj.
zastosowano ich roézne stezeniach, w celu przeprowadzenia tzw. miareczkowania
kompleksami biatek P1-P2 partnera biatkowego jakim jest RTA (Ryc. 78-83). W wyniku
przeprowadzonych analiz MST uzyskano szereg krzywych opisujacych fluktuacje
intensywnos$ci fluorescencji RTA w stosunku do poszczegdlnych stezen kompleksow
biatkowych (panele A, do Ryc. 78-83). Na bazie danych analitycznych, wykreslono
nastepnie Wykres bedacy funkcjg zmian fluorescencji w stosunku do poszczeg6lnych stezen
analitu (liganda) co pozwolito otrzymaé¢ wartos$¢ statej dysocjacji Kp (Panele B, do Ryc.

78-83). Korzystajac z tej konfiguracji eksperymentalnej w pierwszej analizie jako analit
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wykorzystano heterodimer P1-P2; otrzymujac wartos¢ statej dysocjacji Kp=86 nM (Ryc.
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Ryc. 78. Analiza interakcji kompleksu P1-P2 z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmiane fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen
analitu. B. WyKkres opisujacy zaleznosci zmian fluorescencyjnych od stezenia liganda. Wyznaczona
stata Kp=86 nM. Stupki btedu + SE (n=3).

Nastepnie wykonano analize interakcji heterodimeru delecyjnego P1-P2xc, dla ktorego

wyznaczona warto$¢ Kp byla okoto sze$ciokrotnie wyzsza niz w przypadku heterodimeru
P1-P2: Kp~ 533 nM (Ryc. 79):
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Ryc. 79. Analiza interakcji kompleksu P1-P2AC z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmiane fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen
analitu. B. Wykres zalezno$ci zmian fluorescencyjnych od stg¢zenia liganda. Wyznaczona stata
Kp=533+1198 nM. Stupki btedu + SE (n=3).

Kolejnym kompleksem poddanym analizie interakcji byt kompleks P2-P2, ktéry wykazywat
niska, ale wciagz specyficzng interakcje z RTA, 0 wartosci Kp w zakresie 1-2 uM (Ryc. 80).
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Ryc. 80. Analiza interakcji kompleksu P2-P2 z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmian¢ fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen

analitu. B. Wykres zaleznoéci zmian fluorescencyjnych od st¢zenia liganda. Wyznaczona stata
Kpo=1276+7150 nM. Stupki btedu + SE (n=3).

W przypadku heterodimeru delecyjnego, Plac-P2ac, zaobserwowano niski poziom
interakcji kompleksu z czasteczka RTA, ze statg dysocjacji na poziomie Kp~ 8,1 uM (Ryc.
81).
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Ryc. 81. Analiza interakcji kompleksu Plic-P2xic z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmiane fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen
analitu. B. Wykres zalezno$ci zmian fluorescencyjnych od stezenia liganda. Wyznaczona stala
Kp=8099+3922 nM. Stupki btedu + SE (n=3).

Interesujace  wyniki otrzymano, gdy zastosowano uklad eksperymentalny RTA
z heterodimerem P1ac-P2 czy z homodimerem P2xc-P2ac, mianowicie nie zaobserwowano
oddzialywan, a co za tym idzie, dla tych uktadow nie bylo mozliwe wyznaczenie parametru

statej dysocjacji (Ryc. 82-83).
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Ryc. 82. Analiza interakcji kompleksu Plac-P2 z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmiane fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen
analitu. B. Wykres zaleznos$ci zmian fluorescencyjnych od st¢zenia liganda. Stupki btedu + SE (n=3).
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Ryc. 83. Analiza interakcji kompleksu P2xc-P2xc z RTA. A. Wykres obrazujacy dane
eksperymentalne opisujace zmiane fluorescencji wzglednej RTA dla kolejnych 16 rozcienczen
analitu. B. Wykres zaleznosci zmian fluorescencyjnych od st¢zenia liganda. Stupki btedu + SE (n=3).

W celu zobrazowania réznic w oddziatywaniu poszczegélnych kompleksow z RTA
wykonane zostato zestawienie wynikow analiz MST. W tym celu wykorzystano wykresy
obrazujace wzajemne relacje migdzy parametrami interakcji RTA ze wszystkimi

kompleksami biatkowymi, tj. bedace funkcja zmian fluorescencji w stosunku do stezenia
kompleksu biatek P (Ryc. 84).
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Ryc. 84. Zestawienie krzywych opisujacych zakres interakcji RTA z kompleksami
rybosomalnych bialek P z wykorzystaniem metody MST. A. Krzywe bedace funkcja zmian
fluorescencji w zakresie znakowanego biatka RTA i stezenia poszczegolnych kompleksow: P1-P2,
P1-P2xc, Plac-P2. B. Wykorzystane kompleksy: Plac-P2ac, P2-P2, P2sc-P2ac. Poszczegblne
kompleksy zostaly oznaczone kolorami wykorzystanymi na poprzednich wykresach, odpowiednio:
dla kompleksu P1-P2 — kolorem jasnozielonym, dla kompleksu P1-P2xc — kolorem turkusowym, dla
kompleksu P1xc-P2 — kolorem fioletowym, dla kompleksu P1xc-P2ac — kolorem pomaranczowym,
dla kompleksu P2-P2 — kolorem niebieskim, dla kompleksu P2xc-P2rc — kolorem czerwonym.
Wartos¢ A Fnorm, opisuje zmiany wzglednej fluorescencji znakowanego biatka RTA. Stupki btedu
+ SE (n=3).

Otrzymane dane wskazuja, ze dimer PI1-P2 reprezentuje najkorzystniejsza forme
strukturalng rozpoznawang przez RTA, z powinowactwem w zakres nanomolowy; co
wazne, udzial poszczegdlnych fragmentow C-koncowych w wigzaniu RTA jest nierowno
cenny z kluczowym udziatem fragmentu C-terminalnego biatka P1, podczas gdy ten sam
fragment biatka P2 nie odgrywa waznej roli. Ponadto, na uwage zastuguje fakt, ze
heterodimer pozbawiony wszystkich C-koncow takze posiada potencjal do wigzania RTA,
jednakze z niskim powinowactwem, CO sugeruje, ze nie tylko C-terminalny element biatek
Pl jest miejscem wigzania RTA do heterodimeru. Zaskakujagcy wynik otrzymano
wykorzystujac homodimer P2-P2, ktory nie byt w stanie oddzialywa¢ z RTA, mimo Ze
biatko P2 posiada dwa identyczne konce C-terminalne jak biatko P1. Roznice
w powinowactwie RTA do poszczegdlnych kompleksow mozna wyjasni¢ nietypowa
konfiguracjag domeny CTD biatka P1 oraz unikalng konfiguracjag N-terminalnej domeny

P1-P2, ktora wydaje si¢ wspomagaé wigzanie RTA do heterodimeru P1-P2.
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5.2 Interferometria bio-warstwowa (ang. bio-layer interferometry, BLI)

Analiza MST wykazata, ze kluczowym elementem w interakcji kompleksu biatek
P1-P2 jest czes¢ C-terminalna biatka P1, za$ C-terminalny fragment biatka P2 odgrywa
mniej znaczaca role, jak ustalono w oparciu 0 wyznaczone state dysocjacji. Aby
zweryfikowa¢ parametry uzyskane podczas analizy interakcji miedzy RTA a dimerami
biatek P metodg MST, interakcj¢ RTA z dimerami P1-P2 zbadano za pomoca techniki BLI.
W tym podejSciu analitycznym RTA immobilizowano na powierzchni czujnika
wykorzystujac tzw. etykiete histydynowa (10xHis-tag) a kompleksy bialek P1-P2
zastosowano jako analit w roznych stezeniach. W zakresie analiz BLI, mozliwe jest takze
opisanie kinetyki wigzania (Kon) 1 dysocjacji (Koff) komplekséw, co pozwolito otrzymac
szereg krzywych opisujacych kinetyke interakcji RTA w stosunku do serii stezen dimeréw
P1-P2 (Ryc. 85).

126



A.
0,8 0,5
3 e
L 06 £ 04
2 2 03
& 04 &
g e 0,2 1120M
g 0,2 a 56nM
N e 01 2801
= i~
= 9 T T : ) & 9 . . : , Lanm
200 400 600 800 0 200 400 600 800
B. Czas [s] Czas [s]
08 0,5
T E
E 0,6 E o4
o .g 03
& 04 &
T g 0,2 2250M
3 w
2 o2 g o1 o
o £ 28nM
8 o e T Y 0 T T T y LanM
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Czas [s] Czas [s]
C.
04 — 04
g 03 E- 0,3
£ 0, e O
202 € 02
= S 900nM
= wn
$o01 g 01 450nM
N 5 2250M
a 112nM
0 o T T T d
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Czas [s] Czas [s]
D. E
— 03 03
£ —_
£ £
2 =
2 02 A ‘0 02
g &
[ c
g 01 1 201
& @
& o . e Y
a NV“NMMN_:VM‘W::H‘W%”MW—,
0 T r T 0 T —_—
F 0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
. Czas [s] Czas [s]
034
E
£
w 0,2 4
]
@
c
=
v
u
o
o
Czas [s]

Ryc. 85. Analiza interakcji miedzy RTA a dimerami ludzkich rybosomalnych bialek P
z wykorzystaniem metody BLI [171]. Na wykresach przedstawiono krzywe obrazujace kinetyke
interakcji kompleksow w zakresie roznych stezen z czasteczkg RTA; A. P1-P2; B. P1-P2c;
C. P2-P2; D. P1ac-P2; E. P1ac-P2ac; F. P2ac-P24c. Panele lewe przedstawiaja krzywe wigzania dla
serii stezen analitu przy 0, 14, 28, 56, 112, 225, 450 i 900 nM. Panele prawe przedstawiaja
reprezentatywne krzywe analityczne wraz krzywymi przedstawiajacymi model interakcji
Z najwyzszg warto$cig wspoltczynnika R2. Sensogramy s oznaczone liniami zielonymi (kompleks
P1-P2), turkusowymi (kompleks P1-P2xc) oraz granatowymi (kompleks P2-P2), a odpowiadajace im
dopasowanie do modelu 1:1 liniami czerwonymi. Przedstawione wyniki reprezentujg $rednie
warto$ci uzyskane na drodze trzech niezaleznych eksperymentow.
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Analiza BLI wykazala, ze dimer P1-P2 jest najlepszym partnerem dla RTA, za$ nie
zaobserwowano interakcji dla RTA z heterodimerami Plac-P2 1 Plac-P2ac ani
z homodimerem P2xc-P2ac, a co za tym idzie, dla tych kompleksow nie bylo mozliwe
wyznaczenie Kinetyki reakcji oddzialywania z RTA (Ryc. 85. D-F). Dla pozostatych
analizowanych kompleksow biatkowych przedstawiono reprezentatywne krzywe kinetyczne
otrzymane dla poszczegdlnych dimeréw o stezeniu 112 nM (Ryc. 86). Wykorzystujac
zaimplementowane oprogramowane systemu OCTET 96 RED (ForteBio, Pall, UK)
zastosowano model matematyczny opisujagcy uzyskane dane eksperymentalne
w formie krzywych Kkinetyki interakcji, co umozliwito obliczenie parametrow kinetycznych
reakcji, w postaci statej szybkosci asocjacji i dysocjacji (wartosci kon [Ms™] oraz Koss [s7]),
(Tabela 6). Majac do dyspozycji uzyskane wartosci Kon i Kofr, obliczono warto$¢ statej
rownowagi reakcji dysocjacji Kp bedacej stosunkiem Kofi/kon. Obliczona stata Kp dla
heterodimeru P1-P2 wyniosta 21 nM, co potwierdzito uzyskane w trakcie analiz metoda
MST wyniki §wiadczace o najwyzszej specyficznosci dla interakcji RTA z dimerem P1-P2
posiadajagcym peine domeny CTD (Ryc. 86; Tabela 6). Kinetyka wigzania RTA
z kompleksem P1-P2xc, w ktorym to bialko P2 bylo pozbawione konserwatywnego
fragmentu C-koncowego, takze wykazywata wysoka specyfike/swoistos¢, ale 0 wartosci
statej Kp nizszej niz w przypadku interakcji RTA z pelnym dimerem, na poziomie 90 nM
(Ryc. 86, Tabela 6), co potwierdzato by, ze kluczowym elementem w wigzaniu RTA do
dimeru biatek P jest C-koniec biatka P1. Delecja 16-tu C-terminalnych aminokwasow biatka
P2 wptyneta na obnizenie szybkosci asocjacji (Kon) RTA z P1-P2ac (Kon=3,54+0,04 x 10%
przy poréwnaniu z pelnym heterodimerem P1-P2 (Kon=1,75+0,39 x 10°), co sugeruje, ze
brak CTD biatka P2 nieco obniza powinowactwo. Dobitny przyktad nierownocennos$ci
C-koncowych domen biatek P1 i P2 to wynik analizy kinetyki interakcji RTA z dimerem
P1lac-P2, dla ktorego niemozliwym byto wyznaczenie stalej szybkosci asocjacji 1 dysocjacji,
a co za tym idzie stalej rownowagi reakcji dysocjacji (Ryc. 86, Tabela 6), wskazujac ze CTD
biatka P1 jest kluczowym elementem kotwiczacym RTA do kompleksu. Analizie BLI
poddano takze homodimer P2-P2, ktory wykazatl bardzo niski poziom interakcji, w zakresie
Kp=2 uM (Ryc. 86, Tabela 6). Bardzo niska specyfika oddziatywan miedzy RTA
a homodimerem P2-P2 sugeruje, ze organizacja strukturalna homodimeru uniemozliwia
efektywne wigzanie RTA, a tym samy potwierdza fakt, ze nie on jest formg biologicznie
aktywna w kontekscie jego roli na rybosomie jako elementu centrum GTPazowego. Analiza
wigzania RTA z mutantami z podwdjng delecja, tj. z kompleksem P1ac-P2ac 0raz P2ac-P2ac

wskazata, ze praktycznie nie zanotowano efektywnej interakcji, co rowniez potwierdzato
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bezposredni udziat domen CTD biatek P1 i P2 w interakcji z RTA, a w szczegolno$ci

istotnosci domeny C-terminalnej biatka P1 (Ryc. 86; Tabela 6).
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Ryc. 86. Wykres wybranych reprezentatywnych krzywych opisujacych kinetyke interakcji
RTA z poszczegolnymi kompleksami. Krzywe obrazujace interakcje poszczegélnych kompleksow
rybosomalnych biatek P1/P2 z katalityczna podjednostka rycyny (RTA). Reprezentatywne krzywe
asocjacji/dysocjacji pokazano dla dimeréw o stezeniu 112 nM.

Tabela 6. Parametry kinetyczne interakcji RTA z kompleksem ludzkich biatek P

Kompleks bialkowy Kp (M?) Kon (Ms?) Ko (s7)
P1-P2 (2,18+0,24)x10° (1,75:0,39)x10° (3,71:£0,45)x10°
P1-P2,c (9,03+0,17)x10°8 (3,54+0,04)x10* (3,19+0,04)x10°3
Plac-P2 nd nd nd
Plac-P2ac nd nd nd
P2-P2 (2,19+0,97)x10° (1,72:0,09)x10* (3,85+1,87)x107
P2sc-P2ac nd nd nd

Interakcje  analizowano metodg interferometrii  bio-warstwowej. Wartosci  Kp,  Kon
i kotr reprezentuja usrednione wyniki otrzymane w wyniku przeprowadzenia trzech powtorzen
eksperymentu. Skrétem nd (ang. not determined) opisano dimery, dla ktérych nie byto mozliwosci
okreslenia wartosci danych kinetycznych interakcji.
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Analiza BLI wskazata, ze dimer P1-P2 reprezentuje najkorzystniejsza forme strukturalng
rozpoznawang przez RTA, z wysokim powinowactwem wigzania w zakresie
nanomolowym. Analizy z wuzyciem form delecyjnych pozwolity na wskazanie
nierownocennej roli konserwatywnego fragmentu domeny CTD biatek P1 i P2 w interakcji
z RTA, z kluczowym udzialem domeny CTD biatka P1. Co wigcej, rezultaty uzyskane
w wyniku analizy BLI byly zgodne z wynikami uzyskanymi w analizach MST, wskazujac
7ze natywna niezmieniona struktura heterodimeru P1-P2 jest optymalnym ukladem

biologicznym kotwiczgcym RTA.
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V. DYSKUSJA

Rybosom jako centralny element maszynerii translacyjnej jest przedmiotem
zainteresowania wielu zespotow naukowcow z catego swiata. W celu opracowania modelu
funkcjonowania rybosomu na poziomie molekularnym przeprowadzono liczne analizy
strukturalne, biochemiczne oraz biofizyczne, co zaowocowalo opisaniem translacji na
poziomie molekularnym [198]. Wsrod wielu istotnych dla funkcjonowania rybosomu
elementoéw, mozna wymienic trzy zasadnicze centra aktywne: centrum dekodujace, centrum
peptydylotransferazy oraz centrum GTPazowe (ang. GTPassociated centre, GAC). Tym, co
zwraca uwage w zakresie wspomnianych centrow jest fakt, ze w przeciwienstwie do centrum
peptydylotrasferazy czy centrum dekodujacego (dziatajacym wylacznie na bazie rRNA),
dziatanie GAC jest efektem wspotdziatania rRNA oraz biatek [198]. Jak wykazano, efektem
owej ,,wspOlpracy” jest szereg interakcji z biatkowymi czynnikami zewnetrznymi takimi jak
m.in. translacyjne GTPazy, ktére wspomagaja rybosom i zwigkszaja jego procesywnosc.
W obrebie centrum GTPazowego zidentyfikowano intrygujacg strukture zwang ,,kciukiem”
rybosomalnym. Struktura ta jest uwazana za jeden z gtéwnych funkcjonalnych elementow
GAC, z uwagi na jej szczeg0lng role - jest ona odpowiedzialna za rekrutacj¢ translacyjnych
GTPaz (ang. translational GTPases, trGTPazy) takich jak czynniki elongacyjne oraz za
stymulowanie, zaleznej od czynnikow translacyjnych, hydrolizy GTP niezbednej do procesu
translacji. Eukariotyczny ,.kciuk” rybosomalny jest kompleksem biatkowym formowanym
przez konserwatywne biatko uL10 oraz unikalne dla eukariontow biatka P1 1 P2. Bialka te
tworza pentameryczny kompleks o konfiguracji uL10(P1-P2), [167]. Podstawe ,kciuka”
tworzy biatko ul10, do ktorego przytaczone sg dimery bialek P1 i1 P2. Bialka P
preferencyjnie tworza heterodimer P1-P2, ktory mozna uzna¢ za centralny element
funkcjonalny centrum GTPazowego na rybosomie [104, 107, 196, 197]. Biatka P stanowig
unikalny element w grupie wszystkich biatek wchodzacych w skiad rybosomu, poniewaz
w przeciwienstwie do pozostatych bialek rybosomalnych, wystepuja w komorce w wielu
kopiach [98]. Ponadto, ich wyjatkowa, charakterystyczng cecha, odrdzniajaca je od
wigkszosci biatek rybosomalnych majacych charakter zasadowy, jest fakt, ze biatka P sg
tzw. biatkami kwasnymi, posiadajac punkt izoelektrycznym na poziomie ok. 4
[101,199,200]. Z tego powodu biatka te nazywane sg kwasnymi biatkami rybosomalnymi
(ang. acidic ribosomal proteins) [99,100]. Kolejng cecha, odrozniajaca biatka P od
pozostalych bialek rybosomalnych jest fakt, ze biatka P1/P2 reprezentuja klas¢ matych
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biatek, posiadajacych mas¢ molekularna wynoszaca ok. 12 kDa [201,202]. Istotng cecha
tych biatek jest tez to, ze ulegaja one posttranslacyjnej modyfikacji, tj. fosforylacji za
posrednictwem kinazy CK2, stad tez okresla si¢ je mianem biatek ,,P” (ang. phosphorylated).
Badania biochemiczne i strukturalne pozwolily na opisanie ich budowy. W ich strukturze
wyrozniono trzy charakterystyczne regiony: ustrukturalizowana, globularng domeng
N-terminalng (ang. N-terminal domain, NTD), domeng¢ C-terminalng (ang. C-terminal
domain, CTD) zawierajagcg odcinek wysoce konserwatywnych reszt aminokwasowych
(SDDDMGFGLFD), identyczny w obrebie wszystkich eukariotycznych biatek P, oraz
fragment polipeptydowy taczacy obie domeny i nadajacy catej strukturze duza elastyczno$é¢
strukturalng tzw. region zawiasowy [199,203,204]. W obrebie regionu C-terminalnego
zlokalizowane sa dwie ewolucyjnie konserwowane reszty seryny bedace miejscami
fosforylacji biatek P przez kinaz¢ biatkowg CK2 [205]. Rola domen NTD jest formowanie
heterodimeréw P1-P2 oraz ich kotwiczenie na rybosomie za posrednictwem biatka uL10.
Funkcjonalno$¢ domen CTD do dnia dzisiejszego nie jest w pelni scharakteryzowana.
Wiadomo, ze domena CTD bierze udzial w bezposredniej interakcjach z translacyjnymi
GTPazami. Uwaza si¢, ze nieustrukturalizowane elementy CTD odgrywaja wazng role
w funkcjonowaniu translacyjnych GTPaz. Zdolno$¢ dostosowywania si¢ biatek P do
oddziatywan z réznymi partnerami poprzez wykorzystanie indukowanego mechanizmu
dopasowania w obrgbie CTD, nadaje interakcji wysoka specyficznos$¢. Ponadto, postuluje
si¢, ze obecnos¢ pieciu kopii domen CTD biatek P (cztery pochodzace z biatek P oraz jedna
z biatka uL.10), odgrywa wazng rol¢ w tzw. ,,skanowaniu” otoczenia w zasiegu rybosomu
wychwytujac czynniki translacyjne, celem podwyzszenia funkcjonalno$ci maszynerii
translacyjnej [77,204,206,207]. Ponadto, obecnos¢ pieciu kopii CTD odgrywa wazng role
w zwigkszeniu efektywnos$ci interakcji biatek P z translacyjnymi GTPazami, a przede
wszystkim z eEF1A, co uwazane jest za allosteryczne wsparcie procesu dekodowania
informacji za posrednictwem centrum GAC [127]. Biatka P sg wiec istotnymi elementami
zapewniajacymi petng funkcjonalno$¢ dla rybosomu, ktora to uzalezniona jest od sprawnego
wspoltdziatania z translacyjnymi GTPazami. Co ciekawe, szereg badan pokazat, ze biatka P
sa robwniez miejscem interakcji toksyn z rodziny bialek RIP. Jednym z przedstawicieli tej
grupy biatek jest rycyna. Wykazano, ze katalityczna podjednostka rycyny (ang. catalytic
ricin A subunit, RTA) wiaze si¢ specyficznie z biatkami P, a konsekwencja tego
oddziatywania jest depurynacja petli sarcynowo-rycynowej (ang. sarcin-ricin loop, SRL),
drugiego istotnego elementu GAC, ktory jest kluczowym elementem w bezposredniej

stymulacji translacyjnych GTPaz do hydrolizy GTP. Szereg badan in vivo w zakresie
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biologii komorki wykazat, ze biatka P stanowig kluczowy element specyficznie wigzacy
RTA na rybosomie eukariotycznym (rybosom bakteryjny, nie posiadajacy biatek P, jest
niewrazliwy na RTA). Przede wszystkim, wskazano, ze strukturg ktéra odgrywa rolg
w interakcji z RTA, jest konserwatywna domena CTD biatek P. Nalezy podkresli¢, ze mimo
dobrze udokumentowanego udziatu bialek P w oddziatywaniach =z biatkami RIP,
dotychczasowe badania biochemiczne, przeprowadzone w celu zidentyfikowania elementu
bezposrednio odpowiedzialnego za interakcje biatek P z RTA czy innymi biatkami RIP,
przeprowadzono wylacznie na izolowanych uktadach doswiadczalnych, wykorzystujac
przede wszystkim krotkie peptydy czy fragmenty kompleksu biatek P. W biochemicznych
badaniach in vitro wykorzystano rézne formy poszczegélnych bialek P, takie jak
homodimery P2 [208], oligomery P1 lub uL10 [209] czy tez syntetyczne peptydy
[174,176,208,210,211]. Jako model eksperymentalny wykorzystano toksyne trichosantyne
(ang. trichsantin, TCS) i zidentyfikowano miejsce interakcji biatek P z toksynami RIP,
wskazujac obszar obejmujacy 11l-aminokwasowy peptyd SDDDMGFGLFD (P11),
wystepujacy w obrgbie CTD wszystkich biatek P [208]. Na podstawie badan struktury
atomowej RTA z 6-aminokwasowym peptydem, odpowiadajacym ostatnim szesciu
konserwatywnym resztom domeny CTD biatek P (GFGLFD) ustalono, ze peptyd ten wigze
si¢ do hydrofobowej kieszeni w obrebie RTA [176,211]. Z kolei analiza strukturalna
komplekséw TCS-P2 i RTA-P2 wykazata, ze peptyd P2 moze przyjmowacé rézne orientacje
przestrzenne, czego efektem jest odmienny sposéb interakcji z dwoma réznymi biatkami
RIP, sugerujac tym samym elastycznos¢ domeny CTD w aspekcie strukturalnym, czego
rezultatem jest heterogenno$¢ strukturalna w oddzialywaniu z biatkami RIP [176,211].
Oddziatywanie biatek P z toksynami takimi jak RTA czy TCS, to kluczowy aspekt ich
toksyczno$ci, poniewaz interakcja ta kieruje biatko RIP do rybosomu eukariotycznego,
prowadzac do depurynacji petli SRL, a co za tym idzie, blokuje dziatanie GAC
I jednoczes$nie catg maszyneri¢ translacyjng. Dlatego tez precyzyjne ustalenie mechanizmu
oddziatywania domen CTD biatek P z biatkami RIP przyczyni si¢ do lepszego opisania ich

toksycznosci.

W niniejszej rozprawie podjeto si¢ zadania analizy oddziatywan RTA wykorzystujac
kompleks dimerow ludzkich biatek P1-P2, w celu zdefiniowania roli poszczegolnych domen
CTD ludzkich biatek P1 i P2 w kontek$cie wigzania RTA. Do analizy wykorzystano
rekombinacyjne biatko RTA oraz opracowany nowatorski uktad eksperymentalny na bazie

tzw. delecyjnych form poszczegdlnych biatek P1 i P2. W ramach powyzszych badan,
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opracowano konstrukty genetyczne pozwalajace na heterologiczng ekspresje wspomnianych
powyzej form biatek P, w ktorych usunigto 16-cie koncowych aminokwaséw domeny CTD
(nazywane dalej odpowiednio: Plac - dla delecyjnej formy biatka P1 oraz P2ac - dla
delecyjnej formy biatka P2). W zakres prowadzonych prac badawczych weszly dziatania
W obrebie inzynierii bialka, poczawszy od manipulacji genetycznych, heterologicznej
ekspresji  otrzymanych konstruktow genetycznych, poprzez otrzymanie biatek
rekombinowanych, formowanie heterodimerow i potwierdzenie ich natywnego charakteru
w podejsciu biofizycznym. Jako element koncowy, zaimplementowano metody analiz
oddzialywan biatko-biatko, w celu ustalenia znaczenia roli poszczegdlnych biatek P jak i ich

domen C-terminalnych w interakcji z RTA.

Dotychczas podjete proby badawcze wskazatly, ze oddziatywania RIP z biatkami P
sa bardzo specyficzne, ale analizy te wykonano z wykorzystaniem uktadow, ktére nie
stanowig odzwierciedlenia biologicznego. Natywne biatka P w formie indywidualnej sa
trudne do uzyskania z uwagi na ich parametry biologiczne, a co za tym idzie, ekspresja
pojedynczych biatek prowadzi do btednego faldowania biatka P1 czy P2 i formowania
oligomeréw W roztworze. Majac na uwadze parametry biologiczne przy otrzymywaniu
biatek P oraz ich kompleksow, pierwszym etapem badan byto zastosowanie odpowiedniego
systemu ekspresyjnego zapewniajagcego wysoki poziom ekspresji, tak aby otrzymac
satysfakcjonujace ilosci biatek rekombinacyjnych. Rekombinacyjne biatka P1 i P2 zostaty
przygotowane w oparciu o0 procedure ustalong dla drozdzowych jak i ludzkich
rybosomalnych biatek P [212]. Wykorzystujac potencjat naukowo-badawczy macierzystej
jednostki naukowej i metody inzynierii genetycznej, zastosowano konstrukty genetyczne
pozwalajace na heterologiczng ekspresje petnych ludzkich rybosomalnych biatek P1 i P2
oraz przygotowano nowe konstrukty pozwalajace na heterologiczng ekspresj¢ tzw. biatek
delecyjnych, pozbawionych C-terminalnego elementu [181]. Punktem wyj$ciowym,
majacym znaczenie dla catosci prowadzonych badan byto zastosowanie efektywnego
wektora ekspresyjnego do wydajnej ekspresji biatek rekombinowanych. Opierajac si¢ na
wczesniejszych wynikach badan, ktore skupione byly przede wszystkim na drozdzowych
biatkach P oraz ludzkich P1 i P2, do otrzymania konstruktow genetycznych zawierajacych
geny kodujace ludzkie biatka P, czy to w formie peinej czy delecyjnej, wykorzystano wektor
ekspresyjny pT7-7 pod kontrolag efektywnego promotora T7. W obrebie tego wektora
znajduje si¢ dodatkowa sekwencja liderowa zawierajgca pie¢ aminokwasow pochodzacych

z N-terminalnej czgsci biatka $10 bakteriofaga T7, ktora to zapewnia efektywng inicjacje
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translacji. Obecno$¢ tej sekwencji miala na celu zagwarantowanie wydajnej ekspresji
ludzkich biatek w uktadzie prokariotycznym [212-214]. Przygotowane konstrukty
genetyczne postuzyty do przeprowadzenia heterologicznej ekspresji biatek P11 P2 oraz ich
form delecyjnych. Poczatkowo, stosujac metodyke ustalong do preparatyki peinych biatek
P, oczyszczono ludzkie biatko P1 i P2. W skrocie, biatko P1 pozyskano z tzw. frakcji
nierozpuszczalnej otrzymanej z komoérek E. coli, za$ biatko P2, ktore lokalizowato si¢ w tzw.
rozpuszczalnej frakcji biatkowej, zostalo oczyszczone z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej. Analizy wykazaly, ze biatka P1/P2 pomimo ich podobienstw w strukturze
pierwszorzgdowej charakteryzuja si¢ odmiennymi wlasciwosciami biofizycznymi
w roztworze, co bylo zauwazalne juz na etapie ich syntezy w komoérkach E. coli
i oczyszczania. Jak pokazaty analizy SEC, ludzkie biatko P1, podobnie jak jego
odpowiednik drozdzowy, ma tendencj¢ do formowania komplekséw oligomerycznych
W postaci  wysokoczasteczkowych —agregatow, ktore sa niestabilne strukturalnie
I w konsekwencji nastepuje ich wytracenie z roztworu. Z kolei biatko P2 byto zdolne do
formowania homodimeru, ktory jest stabilny w stosowanym buforze [215]. Krzywe
chromatograficzne uzyskane podczas analiz SEC dla homodimeru P2-P2 miaty symetryczny
ksztalt w formie pojedynczego piku, wskazujacy, ze homodimer P2-P2 w roztworze miat
charakter monodyspersyjny, co §wiadczy o tym, ze wystepuje tylko jedna forma tego biatka
w roztworze. Jak wykazano wczeséniej stosujac analizy biofizyczne, takie jak pomiary CD
czy analizy z wykorzystaniem spektroskopii fluorescencyjnej, drozdzowe oraz ludzkie
biatko Pl nie posiada dobrze uformowanej struktury, wykazujagc tzw. niski poziom
ztozonosci strukturalnej, zwanej ,molten globule” [192,215]. Z kolei analizy CD
homodimeru P2 w warunkach denaturujacych wykazaly, ze denaturacja biatka przebiega
zgodnie z modelem kooperatywnym, tj. biatko to posiada dwa stany — ustrukturalizowany
jak i zdenaturowany, co potwierdzito, ze biatko P2 moze istnie¢ w roztworze jako stabilny
kompleks homodimeryczny. Rozpatrujac ludzkie biatka P1 i P2 oraz ich parametry
biofizyczne otrzymane na bazie analizy SEC, mozna stwierdzi¢, ze zachowuja si¢ one jak
wczesniej charakteryzowane biatka P w formie izolowanej. Jednakze nalezy podkresli¢ fakt,
ze biatko P2 wystgpuje w tylko formie homodimerycznej, w przeciwienstwie do
drozdzowego P2B, ktore jest niezdolne do formowania stabilnej formy dimerycznej,
wykazujac jednocze$nie cechy monomeru, dimeru ikompleksow o wyzszych masach
molekularnych. Z kolei biatko P1, podobnie jak pozostale biatka z grupy P1 formuje
niestabilne strukturalnie oligomery. Wyniki te wskazuja, ze bialka P1 i P2 wystepujac

niezalezne, bez wlasciwego partnera, ulegajag blednemu fatdowaniu, co potwierdza
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wczesniejsze obserwacje, ze heterodimer P1-P2 jest prawdopodobnie jedyna optymalng

forma biologicznag dla tych biatek [216,217].

W ramach niniejszej pracy, wykorzystujac opracowang technologie,
przeprowadzono heterologiczng ekspresj¢ i oczyszczanie delecyjnych form biatek P1 1 P2.
Co wazne, pomimo usuni¢cia koncowego fragmentu domeny CTD w biatku Plac, co
wigzalo si¢ ze zmiang punktu izoelektrycznego z 4,21 na 4,94, z sukcesem
zaimplementowano procedur¢ oczyszczania ustalong dla natywnego biatka PI.
Zasadniczym elementem tej procedury byto wykorzystanie do oczyszczania tzw. frakcji
biatek nierozpuszczalnych. Wybor tej frakcji byt mozliwy, poniewaz biatko P1ac, podobnie
jak petne biatko P1, wystepowato w puli biatek, ktére w trakcie procedury oczyszczania sg
niestabilne strukturalnie i wystgpuja we frakcji tzw. ciatek inkluzyjnych (ang. Inclusion
Bodies, IB) w fazie wodnej. Z uwagi na fakt, iz biatko to lokalizuje si¢ we frakcji
nierozpuszczalnej mozliwe byto zastosowanie efektywnej, jednoetapowej procedury
oczyszczania. Protokot oczyszczania opierat si¢ na ultradzwigckowej dezintegracji komorek
bakteryjnych w warunkach denaturujagcych oraz serii wirowan przy wzrastajacej sile
odsrodkowej. Postepujace po sobie wirowania miaty na celu usunigcie pozostatosci po
niezdezintegrowanych komorkach bakteryjnych oraz odseparowanie frakcji IB od frakcji
biatek rozpuszczalnych. Tak otrzymana frakcja IB byta ponownie zawieszana w buforze
dezintegracyjnym oraz traktowana ultradzwigkami w celu wyekstrahowania biatek
nierozpuszczalnych w roztworze. Biatko P2ac, pomimo braku fragmentu C-terminalnego,
takze zachowalo parametry pelnego biatka P2. W procedurze oczyszczania wykorzystana
zostala frakcja rozpuszczalnych biatek tzw. frakcja S100, uzyskana w wyniku wirowania
roznicowego. Frakcje te poddano ekstrakcji etanolowej, co jest unikalnym krokiem
oczyszczania, w ktorym wykorzystano brak wrazliwosci kwasnych bialek na wysokie
stezenie etanolu. Delecyjne biatko P2, pomimo usuni¢cia fragmentu C-terminalnego, ktére
to wigzato si¢ ze wzrostem punktu izoelektrycznego z 4,38 na 5,35, zachowato kwasny
charakter, a tym samym bylo niewrazliwe na wysokie st¢zenie etanolu i pozostato
rozpuszczalne w 50% roztworze etanolu, w przeciwienstwie do duzej iloSci pozostatych
bialek bakteryjnych, ktore ulegly precypitacji w takich warunkach eksperymentalnych.
W kolejnym kroku, otrzymany preparat biatkowy oczyszczono wykorzystujac do tego celu
metode chromatografii jonowymiennej, ponownie opierajac si¢ na niskiej warto$¢ pl tego
biatka. Warto$¢ ta, oscylujaca w zakresie niskiego pH, przy zastosowaniu srodowiska

buforujagcego o pH 7,5, pozwolita na zastosowanie kolumny chromatograficznej
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zawierajacej anionit, efektywnie wigzacy biatko P2xc. W konsekwencji, implementujac
procedury dla biatek P1 i P2, otrzymano nie tylko pelne formy tych bialek, ale takze,
wykorzystujgc nowe konstrukty genetyczne, ich formy delecyjne. Parametry biochemiczne
wykazaty, ze biatka delecyjne wykazuja podobne cechy jak ich niezmienione odpowiedniki
P1 i P2. W dalszych krokach, zasadniczym celem prac bylo otrzymanie delecyjnych
dimeréw biatek P1-P2, ktére zawieraja biatka pozbawione C-terminalnego elementu.
Formowanie poszczegdlnych kompleksow biatkowych oparto na wezesniejszych wynikach
opracowanych w Katedrze Biologii Molekularnej, ktoére pokazaly ze natywng forma
strukturalng dla biatek P1/P2 jest heterodimer [195,212]. W celu otrzymania heterodimeru
P1-P2 wykorzystano procedur¢ denaturacji/renaturacji mieszaniny biatek P1 i P2, ktorg
wdrozono w macierzystej jednostce w celu efektywnego formowania dimeréw biatek P1-P2
[215,218]. W warunkach natywnych biatko P1 formuje oligomery niedostepne dla biatka
P2, ktore z kolei bedac w formie dimerycznej takze jest niereaktywne w stosunku do biatka
P1. W konsekwencji, zastosowano denaturacj¢ chemiczng obu bialek P, a nast¢pnie
renaturacje mieszaniny biatek P1/P2, czego rezultatem bylo otrzymanie, formujacego si¢
spontanicznie po usuni¢cia czynnika denaturujgcego, heterodimeru. W ramach powyzszej
procedury zastosowano trzykrotny nadmiar jednego z partnerow biatkowych, w tym
przypadku biatka P1. Mialo to istotne znaczenie dla zapewnienia wysycenia biatka P2
W procesie formowania si¢ dimeru, tak aby jedyna formag uzyskang na tym etapie byl
heterodimer P1-P2. Zastosowane podejscie wynikato z faktu, ze biatko P1 bez naturalnego
partnera jakim jest biatko P2, oligomeryzuje 1 formuje agregaty o wysokiej masie
molekularnej, ktore zostaly usunigte z wykorzystaniem sita molekularnego. Analogicznie,
powtorzono procedure przy formowaniu pozostatych kompleksow heterodimerycznych, tj.
Plac-P2, P1-P2xc i Plac-P2ac. W przypadku homodimerow P2-P2 oraz P2ac-P2ac,
wykorzystano fakt, iz kompleksy te spontanicznie formujg struktury homodimeryczne

w roztworze.

W kolejnym etapie otrzymane kompleksy biatkowe poddano analizom biofizycznym
wykorzystujac metody takie jak SEC, CD, nanoDSF oraz ,,native”-MS. Miato to na celu
opisanie parametréw biofizycznym komplekséw z jednoczesng weryfikacje poprawnosci
strukturalnej otrzymanych dimeréw, a co za tym idzie wskazania ich funkcjonalno$ci,
zwlaszcza kompleksow delecyjnych. Analizy SEC kompleksu P1-P2 wykazaty, ze
wystepuje on gltéwnie w formie frakcji o cechach monodyspersyjnych, co $wiadczy, ze

kompleks ten funkcjonuje jako dimer, bez widocznych innych elementow oligomerycznych,
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potwierdzajac wczesniej wykonane analizy biofizyczne tego heterodimeru [187].
Chromatogramy SEC pozostatych kompleksow rowniez charakteryzowaly si¢ obecno$cia
pojedynczego piku, $wiadczacego o ich monodyspersyjnym charakterze, z obecnoscia tylko
jednej formy oligomerycznej w formie dimeru. Analiza ta wskazata na zachowanie natywnej
struktury otrzymanych komplekséw, nawet pomimo usuni¢cia fragmentéw domeny CTD.
Parametry biofizyczne, wstepnie okreslone metoda SEC, zostaty dodatkowo zweryfikowane
badaniami struktury drugorzedowej z wykorzystaniem dichroizmu kotowego. Analiza CD
wykazala, ze poszczegolne formy dimeréw biatek P wykazujg charakterystyczne dla biatek
a-helikalnych spektrum CD, w ktorych to budowie obecno$¢ a-helis stanowi okoto 50%
struktury. Analizy CD heterodimeru P1-P2 pokazaly, ze jest on zbudowany wylacznie ze
struktur a-helikalnych [187,215]. W przypadku dimeru P2 zanotowano widmo CD
zawierajace wyodrebnione dwa wyrazne minima, przy 208 nm i 222 nm, wskazujace na
dominacje o-helikalnych elementow strukturalnych, co takze znajduje potwierdzenie
w analizach struktury homodimeru P2-P2 [187,215]. Analiza CD wykazata, Zze otrzymane
kompleksy, czy to pelnego heterodimeru czy form delecyjnych, posiadaja wlasciwa
strukture, co predysponuje je do analiz funkcjonalnych. Dodatkowo, aby potwierdzié
poprawnos¢ strukturalng komplekséw przeprowadzono analize ich stabilnos$ci termicznej
wykorzystujac do tego celu technik¢ nanoDSF, ktéra pozwala na monitorowanie zmian
W obrgbie struktury trzeciorzgdowej, opierajaca si¢ na zjawisku fluorescencji tryptofanu.
Zastosowanie techniki nanoDSF bylo mozliwe, poniewaz biatko P1, w pozycji 43, posiada
jedng reszte tryptofanu, co pozwolito na §ledzenie zmian konformacyjnych w obrgbie tego
aminokwasu we wzrastajagcym gradiencie temperatur. W efekcie zaobserwowano, ze
heterodimer P1-P2 wykazywal charakterystyczny, tzw. kooperatywny wzor denaturacji,
z dwoma stadiami - dla formy poprawnie sfaldowanej oraz dla formy zdenaturowane;j,
Z wyraznym, pojedynczym miejscem przejscia miedzy tymi dwoma stanami. Analogicznie
wykonano pomiary zmiany wewnetrznej fluorescencji dla pozostatych badanych
kompleksow. Zaréwno pelne jak 1 delecyjne formy prezentowaty podobny przebieg
krzywych denaturacyjnych, wpisujacych si¢ w dwustopniowy model denaturacji, a tym
samym wskazujac na wysokie podobienstwo strukturalne miedzy poszczegdlnymi
kompleksami biatek P. Wyniki analiz nanoDSF koresponduja z danymi uzyskanymi
w ramach analiz CD potwierdzajac, ze pozyskane kompleksy bialek P, mimo usunigcia
C-terminalnych fragmentow, posiadaja prawidlowa strukture. Koncowym etapem
weryfikacji parametréw biofizycznych komplekséw byta analiza metoda spektrometrii mas

w warunkach niedenaturujacych. Nalezy wspomnieé¢, ze spektrometria mas to technika,
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ktéra pozwala na okreslenie masy molekularnej réoznorodnych molekut z doktadnoscia do
warto$ci pojedynczych Daltondow, co pozwala na nad wyraz precyzyjng ocen¢ masy
molekularnej badanych molekut. Niestety, analiza MS przeprowadzana jest w fazie gazowej,
co nie sprzyja utrzymywaniu si¢ kompleksow biatkowych, ktére sg zwigzane jedynie
stabymi oddziatywaniami niekowalencyjnymi. Dlatego tez do analiz zastosowano fagodne
warunki jonizacji, ktore umozliwity ocen¢ masy molekularnej niekowalencyjnie
powiagzanych kompleksow biatkowych. Wykorzystujgc tzw. technik¢ ESI (ang. electrospray
ionization) mozliwe bylo uzyskanie widm MS i okreslenie mas molekularnych badanych
kompleksoéw. Na podstawie otrzymanych widm zidentyfikowano dwa typy biatek. Pierwszy
to pojedyncze biatka P1 i P2, ktore powstaty w wyniku rozpadu dimeroéw, zas$ drugi to peilne
dimery, ktore zostaly zachowane w fazie gazowej dzigki fagodnym warunkom jonizacji.
Dzigki analizie MS okreslono precyzyjnie mas¢ pojedynczych biatek rekombinowanych,
potwierdzajac ich tzw. ‘tozsamo$¢’ molekularng, tzn. ich masa okreslona metoda MS
odpowiadata masie okreslonej teoretycznie na bazie sekwencji aminokwasowej. W obrebie
otrzymanych widm MS zidentyfikowano takze masy zaréwno dla petnych komplekséw
biatkowych P1-P2 jak i1 dla ich form delecyjnych, ktére korespondowaly z masami
teoretycznymi otrzymanym na bazie sekwencji aminokwasowych. Co ciekawe, pewna
frakcja biatek P, czy to P1 czy P2, byta pozbawiona pojedynczej reszty metioniny. Jest to
powszechne zjawisko w komorkach bakteryjnych, jako Zze w znacznej czg$ci biatek
bakteryjnych, metionina na N-koncu biatka jest usuwana na drodze posttranslacyjnej
modyfikacji. Podsumowujac, analiza MS jednoznacznie pozwolita na identyfikacje biatek
P1/P2 oraz ich form delecyjnych, z nad wyraz wysoka precyzja, tj. w skali pojedynczych
Daltonow. Ponadto, zidentyfikowano mase¢ kompleksow, rowniez jednoznacznie
potwierdzajac ich tzw. ,tozsamos$¢” molekularng. Co wigcej, analiza MS dodatkowo
potwierdzita rezultaty uzyskane na etapie eksperymentow SEC, wskazujac, ze w obrgbie
otrzymanych kompleksow wystepuje tylko jeden typ kompleksu, tj. dimery, ktore zawieraja
okreslone formy bialek P.

Jako partnera do badan interakcji z biatkkami P wykorzystano katalityczng
podjednostke rycyny - RTA. Konstrukt genetyczny kodujacy biatko RTA, wykorzystany do
heterologicznej ekspresji, zawierat gen dla RTA w fuzji z sekwencja kodujaca tzw. etykieta
histydynowa (10xHis), ktéora znajdowata si¢ na N-terminalnym koncu bialka.
Wykorzystujac wysokie powinowactwo etykiety 10xHis do jonéw niklu, do oczyszczania

biatka RTA zastosowano chromatografi¢ powinowactwa. Oczyszczanie biatka wykonane na
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drodze jednoetapowego procesu chromatograficznego przebieglo bardzo sprawnie.
W rezultacie otrzymano preparat RTA o wysokiej czysto$ci. Analogicznie do analiz
kompleksow biatek P, takze frakcja biatkowa RTA zostala scharakteryzowana biofizycznie.
Pierwsza analiza metoda SEC wykazata, ze RTA to homogenna frakcja, cechujaca si¢
monodyspersyjnoscig probki, co $wiadczy, ze oczyszczone biatko wystepuje tylko w jednej,
monomerycznej formie. Parametry strukturalne zweryfikowano takze metoda CD, na
podstawie ktorej stwierdzono, ze RTA zbudowana jest przede wszystkim ze struktur f.
Otrzymane parametry maja potwierdzenie w analizie strukturalnej z wykorzystaniem
techniki krystalograficznej, ktora pokazala, ze dominujacg strukturg RTA jest struktura
[196,197]. Spektrometria mas w warunkach natywnych potwierdzita, ze RTA posiada masg
molekularng 31337,85+0,60 Da, co jest zgodne z obliczong teoretyczng masg molekularng
na postawie jej sekwencji aminokwasowej - 31412,4 Da. W przypadku biatka RTA w trakcie
analiz MS réwniez zanotowano réznice w masie zmierzonej z teoretyczna, wskazujac na,
podobnie jak w przypadku kompleksow biatek P, mozliwe usunigcie pierwszej metioniny

z rekombinowanego biatka RTA.

W celu zdefiniowania roli poszczegolnych elementow CTD w obrgbie ludzkich
biatek P1 i P2 przeanalizowano oddziatywanie otrzymanych kompleksow ludzkich biatek P
i ich form delecyjnych z biatkiem RTA. Zasadniczym elementem analiz byto okreslenie
parametrow kinetycznych interakcji, co pozwolilo na zdefiniowanie iloSciowe
powinowactwa (wyrazane jako stata dysocjacji Kp) miedzy dwoma parterami ulegajacymi
specyficznym oddzialywaniom. Podjete prace badawcze zwigzane byly z faktem, ze nie
zdefiniowano precyzyjnie interakcji migdzy dimerem biatek P a przedstawicielami rodziny
bialek RIP. Doskonalym przyktadem jest rycyna, a przede wszystkim katalityczna
podjednostka tej toksyny czyli RTA, ktora jest bezposrednim partnerem dla biatek P. Nalezy
podkresli¢, ze znaczenie biatek P i ich elementu C-terminalnego w interakcji z toksynami
RIP, a w szczegolnosci rola poszczegodlnych elementow CTD tj. ich stopien rdwnocennosci
w stosunku do bialek RIP nie zostato opisane. Wszystkie dotychczasowe analizy opieraty
si¢ na badaniach przeprowadzonych na tzw. izolowanych ukladach, ktére nie byly
odzwierciedleniem biologicznie aktywnych uktadow. W analizach tych wykorzystano na
przyktad syntetyczne peptydy czy tez formy biatek P takie jak homodimery biatka P2 czy
nawet oligomery biatka P1. W zwigzku z tym obecna wiedza na temat interakcji
rybosomalnych biatek P z biatkami RIP pochodzi w duzej mierze z badan opartych na

zastosowaniu niewtasciwych uktadow analitycznych, ktore moga generowac bledny obraz
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oddzialywan. W konsekwencji, w niniejszej pracy po raz pierwszy zbadano interakcje biatka
RIP (w formie RTA), wykorzystujac tzw. najmniejsza funkcjonalng jednostke strukturalng
elementu ,kciuka” rybosomalnego jaka jest heterodimer P1-P2 oraz dimery, w ktorych
usuni¢to poszczegdlne elementy CTD. Dysponujac zweryfikowanymi pod wzgledem
strukturalno-biofizycznym kompleksami oraz bialkiem RTA, mozliwe bylo wykonanie
analiz oddzialywan biatko-biatko. Do badan interakcji powyzszych bialek wykorzystano
dwie komplementarne techniki: termoforeze mikroskalowg - MST oraz interferometri¢
biowarstwowg - BLI. Pierwsza metoda pozwala na ocen¢ powinowactwa dwoch partnerow,
ktére oddziatujg ze soba, z jednoczesnym wyznaczeniem statej dysocjacji Kp. Metoda ta
nalezy do innowacyjnych technik z uwagi na fakt, ze pozwala na prace z materialem
biologicznym w skali pikomolowych ilosci, zachowujac przy tym wysoka czutosc
pomiarowa, co znaczgco ulatwia prac¢ z materiatem badawczym, ktéry nie rzadko jest
w bardzo limitowanej ilosci. Zaletg tej metody jest takze fakt, ze analizy wykonuje si¢
W roztworze, w ktorym partnerzy biatkowi sg w stanie wolnym (nie ulegaja adsorpcji), a co
za tym idzie analiza odzwierciedla warunki biologiczne panujgce w komoérce. W ramach tej
analizy wykazano, zZe stata dysocjacji wynosi 86 nM, wskazujac tym samym, ze organizacja
heterodimeryczna biatek P posiada wysoki stopien powinowactwa do RTA. Z kolei skala
nanomolarna $wiadczy o na nad wyraz wysokim stopniu specyficzno$ci w zakresie interakcji
badanych molekut. Korzystajac z tej samej konfiguracji eksperymentalnej wykonano analizy
dla heterodimeréw pozbawionych poszczegélnych elementow CTD. Wykorzystujac
heterodimer P1-P2xc otrzymana stata dysocjacji Kp wcigz oscylowata na poziomie
nanomolarnym, cho¢ ok. 6-krotnie wyzszym, tj. 533 nM, w poréwnaniu do pelego
heterodimeru P1-P2, co wskazuje ze pomimo usunigcia jednego fragmentu C-terminalnego
z biatka P2, kompleks heterodimeru jest w stanie efektywnie wigza¢ RTA. Natomiast
w przypadku kompleksu z podwojng delecja domen CTD, tj. P1lac-P2ac zanotowano brak
mierzalnego poziomu interakcji, co jednoznacznie $wiadczy o kluczowej roli CTD
w oddziatywaniu z RTA. Bioragc pod uwage znaczenie domen C-terminalnych
w oddziatywaniach z RTA wynik ten potwierdza wcze$niejsze badania, ktore wskazaty
C-terminalny region biatek P jako element odpowiadajacy za interakcje z biatkami RIP
[208]. Najbardziej interesujgce wyniki przyniosta analiza z wykorzystaniem kompleksu
Plac-P2. Kompleks ten, pomimo posiadania jednej kopii fragmentu C-terminalnego
(pochodzacego z petlnego biatka P2) nie wykazywat zdolnosci do interakcji z RTA, czego
wyrazem byt brak mozliwosci wyznaczenia parametréw stalej dysocjacji. Wynik ten

wskazuje na nier6wnocenne znaczenie elementow C-terminalnych poszczegdlnych biatek
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P11P2, ze wskazaniem, ze domena CTD nalezaca do biatka P1 jest kluczowym fragmentem
kompleksu w interakcji z RTA. Porownujac ze sobg warto$ci Kp dla dwoch heterodimerow
delecyjnych, tj. P1-P2xc, w ktorym domen¢ CTD zachowalo biatko P1 oraz Plac-P2,
w ktorym biatkiem z nienaruszong domeng CTD byto biatko P2, ewidentnie zauwazalna jest
réznica w istotnosci poszczegdlnych domen CTD dla oddzialywan z RTA, na korzys¢
domeny C-terminalnej biatka P1. Dodatkowo, rola biatka P2 w wigzaniu RTA zostata
przeanalizowana wykorzystujac homodimer P2-P2, a otrzymana stata dysocjacji, ktora
posiadata wartosci w zakresie mikromolarnym, wskazata, ze homodimer wykazuje niskie
ale specyficzne powinowactwo do RTA sugerujac, ze biatko P2 moze takze mie¢ pozytywny
wplyw na wigzanie RTA. Wynik ten moze $wiadczy¢ o tym, ze dostep do domeny CTD
biatka P2 moze by¢ ograniczony, pomimo ze jego sekwencja aminokwasowa jest identyczna
jak w biatku P1l. Rol¢ elementu CTD potwierdzila takze analiza z uzyciem dimeru
P2ac-P2ac, ktory nie wykazywat potencjatu do interakcji z RTA. Analizy oddziatywan
z wykorzystaniem techniki MST zostaty rozszerzone o dodatkowa metodg, tj. technike BLI,
ktora jest nie tylko technika komplementujaca analiz¢ MST, ale z racji na mozliwo$ci
analizy w czasie rzeczywisty, pozwala okre$li¢ kinetyke oddziatywan. Zgodnie z wynikami
uzyskanymi metoda MST, analizy z uzyciem techniki BLI potwierdzily najwyzsze
powinowactwo RTA wobec pelnego dimeru P1-P2, z Kp na poziomie nanomolarnym - 21
nM. Co wazne, analizy z wykorzystaniem form delecyjnych, jak kompleksu P1-P2ac,
wskazaty ze kompleks taki posiada zblizone powinowactwo jak pelna forma dimeru P1-P2,
z Kp w zakresie nanomolarnym, o Kp rzedu 90 nM, podkreslajac, ze utrata jednego elementu
CTD z biatka P2 nie uposledza znaczaco sity oddziatywan. W przeciwienstwie do
kompleksu P1-P2ac, analiza z uzyciem kompleksu Plac-P2, czy nawet z kompleksami
z podwajna delecjg - P1ac-P2ac | P2ac-P2ac, nie wykazata potencjatu do interakcji z RTA,
co jednoznacznie wskazuje na wiodaca rolg biatka P1 w oddziatywaniu z RTA. Podobnie
jak w analizie MST, dimer P2-P2 wykazywal bardzo niskie, ale wykrywalne oddziatywanie
w zakresie Kp ok. 2 uM, co wskazuje, ze dostepnos¢ strukturalna, a nie tylko sama
sekwencja CTD warunkuje wysokie powinowactwo dimeru P1-P2 do biatka RIP jakim jest
RTA. Rozpatrujac uzyskane w trakcie wykonanych analiz interakcji state dysocjacji dla
ludzkiego heterodimeru P1-P2, nalezy podkresli¢, ze wartosci te oscylowaly w zakresie
nanomolowym niezaleznie od uzytej metody. Wartosci te byty wielokrotnie mniejsze niz te
uzyskane w badaniach wykorzystujacych krotkie syntetyczne peptydy, a mianowicie, dane
otrzymane z wykorzystaniem peptydow oscylowaly na poziomie mikromolowym, z Kp=13

uM i Kp=3,4 uM (odpowiednio dla peptydow C9 i C11), co $wiadczy o duzo stabszym
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oddziatywaniu peptydéw z RTA. Rozbieznosci te sugeruja, ze nie tylko sam element CTD
jest miejscem wigzania RTA, ale obecnos¢ dodatkowych elementéw w obrebie natywnej
struktury heterodimerycznej moze odgrywaé¢ pomocng role w oddziatywaniu [211]. Wynik
ten potwierdza rezultat analiz oddziatywan RTA z delecyjnymi formami dimeréow P1-P2,
ktore pokazaty, ze dla wydajnej interakcji wazna jest obecno$¢ CTD biatka PI,
w przeciwienstwie do obecnosci identycznego elementu CTD w biatku P2, ktory jest
niewystarczajacym elementem. Wyniki te wskazujg na tzw. nierownocenno$¢ fragmentow
C-terminalnych biatek P1 i P2. Podsumowujac, organizacja przestrzenna fragmentu CTD,

a nie sama sekwencja, jest kluczem do wydajnej interakcji biatek P z rodzing biatek RIP.

Jednym z aspektow, ktoéry moze mie¢ wptyw na zrdznicowang zdolno$¢ wigzania
domen CTD biatek P1 i P2 do RTA sa unikalne parametry strukturalne fragmentu
C-terminalnego tych biatek. Fragment ten jest klasyfikowany jako tzw. element
0 nieuporzadkowanej strukturze, tj. nie posiadajacym dobrze zdefiniowanej struktury
przestrzennej (ang. intrinsically disordered protein). Jak wykazaly aktualne badania
w Katedrze Biologii Molekularnej, majace na celu okreslenie wptywu fosforylacji biatek P
na wigzanie bialek RIP, wprowadzenie dodatkowego negatywnego tadunku w obrebie
domeny C-terminalnej, zmienia specyfike interakcji poprzez formowanie a-helisy w obrebie
CTD. Wynik ten wskazuje, ze tzw. lokalne §rodowisko reszt aminokwasowych moze mie¢
istotny wplyw na skal¢ wigzania bialek RIP. Analizujac sekwencje aminokwasowa domeny
CTD dla biatka P1 (...EEKKVEAKKEESEESDDDMGFGLFD) oraz dla biatka P2
(... AEEKKDEKKEESEESDDDMGFGLFD) mozna zauwazy¢, ze koncowy fragment dla
obu biatek jest identyczny (zaznaczony pogrubiong czcionkg), za§ wczesniejsze fragmenty
(zaznaczone kursywa) w obu biatkach posiadajg odmienne reszty aminokwasowe, co moze
wpltywaé na przyjeta strukture przestrzenng domen CTD dla poszczegdlnych biatek
I jednoczesnie modulowac site interakcji z RTA. Ponadto, analizy interakcji wykazaty, ze
homodimer P2-P2, majacy dwa podobne C-terminalne konce jak w kompleksie P1-P2,
charakteryzuje si¢ bardzo niskim powinowactwem do RTA, z Kp na poziomie
mikromolarnym. Dodatkowo analiza BLI wykazala, Zze dimer ten charakteryzuje si¢ tez
odmienng Kinetyka interakcji z RTA, tj. otrzymane dane eksperymentalne interakcji
homodimeru P2-P2 z RTA nie wpisywaly si¢ w klasyczny model oddziatywan 1:1, tak jak
w przypadku heterodimeru P1-P2, co sugeruje odmienny, heterogenny mechanizm wigzania
dimeru P2-P2 z RTA. Wyniki te potwierdzaja przypuszczenia, ze strukturalna organizacja

w obrgbie C-terminalnego elementu ma takze istotne znaczenie dla interakcji z RTA.
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Rozpatrujac  tak istotne roznice w powinowactwie migdzy heterodimerem P1-P2
a homodimerem P2-P2 czy dimerami delecyjnymi z RTA, nalezy takze podkresli¢ istotne
roznice W zakresie struktury dimerow. Z jednej strony, analizy strukturalne o niskiej
rozdzielczo$ci, wykorzystujace technik¢ niskokagtowego rozpraszania promieni
rentgenowskich SAXS [219] wykazaty, ze ludzki homodimer P2-P2 i heterodimer P1-P2 sa
do siebie strukturalnie podobne, tj. posiadaja wydtuzong strukturg siggajaca ponad 13 nm.
Z drugiej strony, dane strukturalne uzyskane technika spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego - NMR wykazaly, ze topologia domen NTD-P1/NTD-P2 ludzkiego
heterodimeru i domen NTD-P2 ludzkiego homodimeru sg podobne, posiadaja odmienna
organizacje strukturalng w obrebie domeny N-terminalnej (NTD), ktora jest elementem
wigzacym dwa biatka P11 P2 (Ryc. 87) [114,219].

Ka1—,) /D37

NTD-P1/NTD-P2 NTD-P2/NTD-P2
heterodimer homodimer

Ryc. 87. Asymetryczna struktura domen NTD bialek P1 i P2 w konformacji homo-
i heterodimerycznej [114]. Panel lewy — porownanie strukturalne NTD-P1/NTD-P2 heterodimeru
i NTD-P2 homodimeru. Panel prawy — wskazanie dodatkowej petli w obrebie helisy-1 (a-1) domeny
NTD biatka P1 (zaznaczonej kolorem zo6ltym). Kolorem szarym oznaczono domen¢ NTD biatka P1,
kolorem zielonym - domene NTD biatka P2; symbolami a-1, a-3, a-4 — poszczegdlne helisy domeny
NTD biatka P1; o’-1, a’-3, a’-4 — poszczegblne helisy domeny NTD biatka P2. Literami z liczbami
oznaczono hydrofobowe reszty aminokwasowe, odpowiednio: F42 - Phe-42, W43 - Trp43, L46 -
Leu-46, K41 - Lys-41, D37 - Asp-37, L7 — Lue-7, L12 - Leu-12, E52 - Glu-52, I55 - lle-55, A56 -
Ala-56.

Kazdy monomer domen NTD biatka P1 (0znaczany dalej jako NTD-P1) lub NTD biatka P2
(oznaczany dalej jako NTD-P2) sktada si¢ z czterech helis (,,a”), z a-1 umieszczong

w hydrofobowym rdzeniu i a-3 umiejscowiong poza ptaszczyzng dimeryzacyjng. Natomiast
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w przeciwienstwie do NTD-P2 homodimeru, struktura NTD-P1/NTD-P2 heterodimeru jest
asymetryczna - poszczegélne domeny NTD-P1 i NTD-P2 roznig si¢ orientacjag w obrebie
helisy a-4. W NTD-P2 homodimeru a-4 umiejscowiona jest na a-1 tego samego tancucha,
W przeciwienstwie do heterodimeru, w ktorym to a-4 NTD-P2 znajduje si¢ na a-1 NTD-P1
(Ryc. 87, panel lewy). Jest to mozliwe dzigki wystepowaniu w obrebie a-1 NTD-P1
dodatkowej petli, ktorej obecno$¢ pozwala reszcie Leu-7 NTD-P1 na oddzialywanie
hydrofobowe z resztami Glu-52, Ile-55 i Ala-56 NTD-P2 (Ryc. 87, panel prawy).
Dodatkowa petla a-1 NTD-P1 tworzy rozlegle oddziatywania miedzyczasteczkowe z a-1
I a-4 NTD-P2. Ta obserwacja pokazuje, ze a-4 w NTD-P1 i NTD-P2 s3 zdolne do
przyjmowania odmiennej konformacji w stosunku do homodimeru. Dlatego tez struktura
heterodimeru narzuca orientacj¢ strukturalng fragmentu CTD biatka P1, promujac jego
interakcje z bialkami RIP. W zwiazku zpowyzszym, rdznice w obserwowanych
interakcjach, z wykorzystaniem zastosowanych kompleksow moga by¢ zwigzane, z jednej
strony z unikalnym $rodowiskiem reszt aminokwasowych, w ktérym obecnos¢ nawet jedne;j
odmiennej reszty moze predysponowac interakcj¢ CTD biatka P1 zRTA oraz co
najwazniejsze, z odmienng organizacja strukturalng heterodimeru, ktéra pozwala na

wyeksponowanie fragmentu CTD i efektywne oddziatywanie biatka P1 z toksyna.

Nalezy wspomnie¢, ze w zakresie projektu naukowego skierowanego na opisane
mechanizmu interakcji biatek P z biatkami RIP w macierzystym laboratorium, wykonano
analizy interakcji bialek P w formie pentameru. Porownujgc otrzymane w zakresie niniejszej
pracy dane z rezultatami analogicznych badah przeprowadzonych dla kompleksu
pentamerycznego biatek P izolowanych z drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykazano, ze
pentamer uL10(P1-P2)> charakteryzowal si¢ stalg dysocjacji réwniez na poziomie
nanomolarnym [220] [171]. Ponadto, w ramach prac badawczych skierowanych na
zdefiniowanie mechanizmu oddzialywania bialek RIP zbiatkami P przeanalizowano
pentameryczny kompleks ludzkich biatek P wraz z wariantami delecyjnymi w obrebie CTD.
W efekceie, dla ludzkiego kompleksu pentamerycznego okreslono wartos¢ Kp na poziomie
4 nM (w przypadku ludzkiego heterodimeru P1-P2 byto to 20 nM). Wyzsze powinowactwo
pentameru w poroéwnaniu z dimerem P1-P2 moze by¢ spowodowane tym, ze w obrgbie
pentameru sg dwa biatka P1, a tym samym dodatkowa kopia elementu CTD w uktadzie
pentamerycznym, co moze zwigksza¢ efektywnos¢ wigzania RTA do kompleksu. Uzyskane
w ramach projektu zajmujacego si¢ analizg interakcji pentameru z RTA wyniki byly zgodne

z wynikami otrzymanymi w ramach niniejszej pracy dla delecyjnych dimeréw biatek P1-P2,
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potwierdzajac tym samym nierdwnocennos¢ domen CTD bialek P1 i P2 i jednocze$nie
wskazujac na kluczowa role biatka P1 w interakcji z toksynami pochodzacymi z rodziny
biatek RIP.

PODSUMOWANIE

Celem przedstawionych w niniejszej rozprawie prac badawczych byto zdefiniowanie
roli poszczeg6élnych elementow CTD w obrebie ludzkich bialek P1 i P2 w interakcji
z przedstawicielem rodziny biatek RIP - Katalityczng podjednostka rycyny (RTA).
Zasadniczym etapem badawczym bylo otrzymanie rekombinowanych, pelnych biatek
P1/P2, ich form delecyjnych Plac/P2ac, (pozbawionych 16 reszt aminokwasowych na
C-terminalnym koncu) oraz biatka RTA. Zweryfikowane pod wzgledem strukturalnym
biatka rekombinowane wykorzystano do uformowania poszczegélnych kompleksow
biatkowych: natywnego heterodimeru P1-P2, heterodimeréow delecyjnych - P1-P2ac,
P1ac-P2, Plac-P2ac oraz homodimeréow P2-P2 i P2xc-P2ac. Uzyskane dimery bialek P
przeanalizowano z wykorzystaniem metod biofizycznych takich jak SEC, CD, nanoDSF czy
Hhative”-MS, poddajac ocenie ich parametry biofizyczne zjednoczesng oceng ich
poprawnosci strukturalnej. W wyniku przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze
pomimo usuni¢cia fragmentu CTD w delecyjnych kompleksach biatek Plac i P2ac ich
struktura nie ulegla znaczagcym zmianom. Analogicznie przeprowadzono charakterystyke

biofizyczng biatka RTA.

W celu zdefiniowania roli poszczegdlnych bialek P jak 1 ich fragmentow CTD
przeanalizowano oddziatywanie otrzymanych kompleksow ludzkich bialek P i ich form
delecyjnych z bialkiem RTA implementujac metody analiz interakcji biatko:biatko - MST
oraz BLI. W rezultacie wskazano na kluczowg role domen CTD w oddzialywaniu z RTA,
jednoznacznie potwierdzajac wczesniejsze badania, ktore wskazaty C-terminalny region
biatek P jest odpowiedzialny za interakcje z biatkami RIP [208]. Co wigcej, po raz pierwszy
wykazano dominujaca role biatka P1, a w szczegdlnosci jego domeny C-terminalnej, co
wskazuje na nierdéwnocenne znaczenie elementdow CTD poszczegdlnych biatek P1 i P2.
Z kolei wyniki analiz komplekséw homodimerycznych moga $§wiadczy¢ o ograniczonej
dostepnosci do domeny CTD biatka P2 wynikajacej z przyjmowania odmiennej konfiguracji

przestrzennej homodimeru w poréwnaniu do heterodimeru P1-P2. Na bazie otrzymanych
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wynikow mozliwe bylo zaproponowanie modelu interakcji heterodimeru P1-P2 z biatkiem
RTA (Ryc. 88). W proponowanym modelu uwzgledniono organizacj¢ przestrzenng
heterodimeru, ktora pozwala na wyeksponowanie fragmentu CTD biatka P1, co promuje

interakcje heterokompleksu z biatkami RIP.

Ryc. 88. Model organizacji przestrzennej ludzkiego heterodimeru P1-P2 w interakcji
z katalityczna podjednostka rycyny - RTA. Kolorem zottym oznaczono katalityczng
podjednostke rycyny - RTA [PDB ID:1 RTC], kolorem czerwonym 16-cie reszt
aminokwasowych w obrgbie C-terminalnego elementu biatek P, kolorem ciemnozielonym
biatko P1, za$ kolorem jasnozielonym - biatko P2 [PDB ID:4BEH].

Wykonane prace badawcze wykazaty, ze heterodimeryczna konformacja P1-P2
w obrgbie struktury ,kciuka” rybosomalnego stanowi optymalne miejsce wigzania RTA
oraz wskazano, ze fragmenty CTD biatek P1 i P2 majg nierdbwnocenng rolg¢ w interakcji

z RTA, z biatkiem P1 jako zasadniczym elementem wigzacym toksyny RIP.
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ABSTRACT

The eukaryotic ribosomal stalk is a protein complex within the ribosomal GTPase center that
is responsible for stimulating GTP hydrolysis through translational GTPases, proteins that
assist the ribosome in the translation process. The stalk complex is composed of the uL10
ribosomal protein and the unique for eukaryotes P1/P2 proteins. Two P1-P2 heterodimers
together with the uL10 protein form a pentameric complex with the uL10(P1-P2).
configuration. The pentameric complex is responsible for the interaction with translational
GTPases, playing a role in their binding to the ribosome and is involved in the stimulation
of GTP hydrolysis mediated by translational GTPases. Consequently, the pentameric
complex is responsible for the high translational processivity of the ribosome. The ribosomal
proteins included in the pentameric complex contain a highly conserved C-terminal fragment
that is critical for interaction with translational GTPases. The C-terminal fragment is
believed to be the main binding platform for the family of translational GTPases, providing
full functionality for the ribosome. Interestingly, a number of studies have shown that these
proteins are also a target for the Ribosomal Inactivating Protein (RIP) family, which are
considered to be one of the most toxic proteins in nature. RIP proteins lead to the
depurination of rRNA within the GTPase center, which leads to inhibition of ribosome-

mediated translation, resulting in cell death.

The aim of the research in this study was to prescribe the role of individual P proteins,
and above all to define the role of individual C-terminal fragments in the interaction with
the RIP protein - ricin. For this purpose, the interaction of human P-protein complexes and
their deletion forms with the ricin catalytic subunit (RTA) was investigated. It should be
emphasized that despite of many years of research, the interaction of RIP proteins with
ribosomal P proteins has not been thoroughly investigated. The participation of P proteins
and their C-terminals in the binding of RIP proteins was described using a series of
biochemical tests, but the analyzes were carried out only in the so-called isolated
experimental systems using various forms of oligomeric P proteins, such as P2 homodimers
or P1 oligomers, or with the use of short peptides. Due to the fact that P proteins
preferentially form biologically significant P1-P2 heterodimers, which are considered to be
the central functional element of the ribosomal stalk, this study investigated the interaction
of the P1-P2 dimer with RIP proteins, using the heterodimer as a so-called the smallest
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functional structural unit of the stalk. As a part of the research work, de novo genetic
constructs were developed to obtain the so-called deletion forms of human P proteins in
which the 16 conserved C-terminal amino acids have been removed (respectively named
P1ac for the P1 protein lacking the CTD fragment and P2xc for the P2 protein also lacking
the C-terminal fragment). The scope of research included a number of activities in the field
of molecular biology and biophysical analyzes, including genetic and protein engineering,
Size Exclusion Chromatography (SEC), Circular Dichroism (CD), Nano differential
scanning fluorimetry (nanoDSF) and Native Mass Spectrometry (MS). In addition,
techniques to analyze protein-protein molecular interactions such as Microscale
Thermophoresis (MST) and Bio-layer Interferometry (BLI) were used.

The first task was to obtain recombinant P1, P2 proteins and their deletion forms -
Plac and P2xc. For this purpose, heterologous expression and purification of P proteins was
performed depending on the biophysical parameters of individual proteins. Obtained
individual recombinant proteins were used to form protein complexes: P1-P2 heterodimer,
heterodimeric deletion forms - P1-P2ac, Plac-P2, P1ac-P2ac and P2-P2 and P2ac-P2ac
homodimers. In the next step, the structural characterization of the obtained P protein
complexes was carried out using biophysical methods such as SEC, CD, nanoDSF and
"native"-MS. In parallel, heterologous expression of the ricin catalytic subunit (RTA) was
performed. The obtained recombinant protein was purified by affinity chromatography.
Analogous to the dimer analyzes the biophysical characterization of RTA was performed.
The protein:protein interaction study was performed using two methods: MST and BLI. As
a results of the research, the values of dissociation constants were determined from which
the level of affinity of individual complexes to RTA could be specified. The obtained results
indicated that the C-terminal region of P proteins is responsible for the interaction with RIP
proteins. Moreover, these studies allowed to precisely define the role of individual
C-terminal elements, indicating the unequal role of these polypeptide fragments within the
P1 and P2 proteins - it was observed that the C-terminal fragment derived from the P1 protein
plays a dominant role in the interactions with RTA. The results of the analyzes suggest that
not only the C-terminal fragment, but also the spatial organization of the P1-P2 dimer is
important for the interaction with RTA. On the basis of the obtained results, a model of
interaction of the P1-P2 heterodimer was proposed, taking into account the spatial

organization of the complex, indicating that the system of two P1-P2 proteins ensures the
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proper spatial orientation of the C-terminal fragment of the P1 protein, which promotes
interaction with RIP proteins.
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