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WYKAZ SKRčTčW STOSOWANYCH W PRACY  

ὑ 

BLI 

molowy wsp·ğczynnik absorpcji 

(ang. Biolayer Interferometry), interferometria biowarstwowa  

CD (ang. Circular Dichroizm), dichroizm koğowy 

CP (ang. Central Protuberance), wyniosğoŜĺ centralna 

Cryo - EM (ang. Cryo - Electron Microscopy), mikroskopia krio-elektronowa 

CTD (ang. C - terminal Domain), domena C-terminalna 

DC (ang. Decoding Centre), centrum dekodujŃce znajdujŃce siň na mağej 

podjednostce rybosomu,  

DTT Ditriotreitol 

EDTA S·l sodowa kwasu etylenodiamino-tetraoctowego 

EF 2 (ang. Elongation factor 2), eukariotyczny czynnik elongacyjny 2 

EF G 

EF-Tu 

(ang. Elongation factor G), prokariotyczny czynnik elongacyjny G 

(ang. Elongation Factor Thermo Unstable), prokariotyczny czynnik 

elongacyjny 

FL (ang. Fluorescence), fluorescencja 

GAC (ang. GTPase Activating Centre), centrum stymulujŃce aktywnoŜĺ 

GTPazowŃ 

GAP 

 

GCN2 

(ang. GTPase Activating Protein), biağko aktywujŃce aktywnoŜĺ 

GTPazowŃ 

(ang. General Control Conderepressible 2), kinazŃ serynowo/treoninowo-

biağkowa 

GDP guanozynodifosforan 

GMP guanozynomonofosforan 

GTP guanozynotrifosforan 

IEF (ang. Isoelectric focusing), ogniskowanie izoelektryczne 

IPTG Izopropylo-ɓ-D-tiogalaktozyd 

LB (ang. Lysogeny Broth), poŨywka lizogenna, bulion lizogenny 

LSU (ang. large ribosomal subunit), duŨa podjednostka rybosomu 

Native-Page  Elektroforeza w Ũelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych 

NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance), spektroskopia magnetycznego 

rezonansu jŃdrowego 
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MDa Mega Dalton (106Da), jednostka masy atomowej 

OD (ang. Optical Density), gňstoŜĺ optyczna 

PDB (ang. Protein Data Bank), biologiczna baza danych gromadzŃca dane  

o strukturze przestrzennej biağek i kwas·w nukleinowych 

PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride), fluorek fenylometylosulfonylu 

PTC (ang. peptidyltransferase centre), centrum peptydylotransferazy  

SAXS (ang. Small-Angle X-ray Scattering), metoda niskokŃtowego rozpraszania 

promieni rentgenowskich 

SDS Siarczan dodecylu, s·l sodowa 

SDS-PAGE Elektroforeza w Ũelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujŃcych  

z SDS 

SEC (ang. Size Exclusion Chromatography), chromatografia sita 

molekularnego, sŃczenie molekularne  

SRL (ang. Sarcin Ricin Loop), pňtla sarcynowo-rycynowa 

SSU (ang. small ribosomal subunit), mağa podjednostka rybosomu 

RB (ang. Ribosomal Stalk), Ăkciukò rybosomalny 

TRIS (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane), tr·jï(hydroksymetylo) 

aminometan 
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STRESZCZENIE 

 Eukariotyczny Ăkciukò rybosomalny jest kompleksem biağkowym wchodzŃcym 

w skğad rybosomalnego centrum GTPazowego, kt·re odpowiedzialne jest za stymulacjň 

hydrolizy GTP za poŜrednictwem translacyjnych GTPaz, biağek kt·re wspomagajŃ rybosom 

w procesie translacji. Kompleks Ăkciukaô zbudowanym jest z rybosomalnego biağka uL10 

oraz unikalnych dla eukariont·w biağek P1/P2. Dwa heterodimery P1-P2 razem z biağkiem 

uL10 tworzŃ pentameryczny kompleks o konfiguracji uL10(P1-P2)2. Kompleks 

pentameryczny jest odpowiedzialny za interakcjň z translacyjnymi GTPazami, odgrywajŃc 

rolň w ich wiŃzaniu do rybosomu oraz bierze udziağ w stymulacji hydrolizy GTP za 

poŜrednictwem translacyjnych GTPaz. W konsekwencji, kompleks ten jest odpowiedzialny 

za wysokŃ procesywnoŜĺ rybosomu w translacji. Rybosomalne biağka wchodzŃce w skğad 

pentamerycznego kompleksu zawierajŃ wysoce konserwatywny fragment C-terminalny, 

kt·ry jest krytyczny dla interakcji z translacyjnymi GTPazami. UwaŨa siň, Ũe fragment  

C-terminalny sŃ gğ·wnŃ platformŃ wiŃŨŃcŃ rodzinň translacyjnych GTPaz, zapewniajŃcych 

peğnŃ funkcjonalnoŜĺ dla rybosomu. Co ciekawe, szereg badaŒ wykazağ, Ũe biağka te sŃ 

r·wnieŨ celem dla biağek z rodziny RIP (ang. Ribosomal Inactivating Protein), kt·re sŃ 

uwaŨane za jedne z najbardziej toksycznych biağek w przyrodzie. Biağka RIP prowadzŃ 

depurynacjň rRNA w obrňbie centrum GTPazowego, co prowadzi do zahamowania 

translacji za poŜrednictwem rybosomu, a konsekwencjŃ tego jest Ŝmierĺ kom·rki.  

 Celem badawczym w niniejszej pracy byğo zdefiniowanie roli poszczeg·lnych biağek 

P, a przede wszystkim roli indywidualnych fragment·w C-terminalnych w interakcji 

z biağkiem RIP - rycynŃ. W tym celu zbadano interakcjň ludzkich kompleks·w biağek P oraz 

ich form delecyjnych z katalitycznŃ podjednostkŃ rycyny (RTA). NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe 

mimo wielu lat badaŒ, interakcja biağek RIP z rybosomalnymi biağkami P nie byğa dokğadnie 

zbadania. Opisano udziağ biağek P i ich C-koŒc·w w wiŃzaniu biağek RIP wykorzystujŃc 

szereg badaŒ biochemicznych, ale analizy przeprowadzano wyğŃcznie w tzw. izolowanych 

ukğadach doŜwiadczalnych z uŨyciem r·Ũnych form oligomerycznych biağek P, takich jak 

homodimery P2 czy oligomery P1, bŃdŦ z wykorzystaniem kr·tkich peptyd·w. Z uwagi na 

fakt, iŨ biağka P preferencyjnie tworzŃ istotne biologicznie heterodimery P1-P2, kt·re uznaje 

siň za centralny element funkcjonalny Ăkciukaò rybosomalnego, w niniejszej pracy zbadano 

interakcjň dimeru P1-P2 z biağkami RIP, wykorzystujŃc heterodimer jako tzw. najmniejszŃ 

funkcjonalnŃ jednostkň strukturalnŃ Ăkciukaò. W ramach prac badawczych opracowano de 
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novo konstrukty genetyczne pozwalajŃce na otrzymanie tzw. delecyjnych form ludzkich 

biağek P, w kt·rych usuniňto 16-cie konserwatywnych, C-koŒcowych aminokwas·w 

(odpowiednio nazwane jako P1ȹC dla biağka P1 pozbawionego fragmentu CTD oraz P2ȹC 

dla biağka P2, takŨe nie posiadajŃcego fragmentu C-terminalnego). Zakres prac badawczych 

obejmowağ szereg dziağaŒ w zakresie biologii molekularnej oraz analiz biofizycznych, m.in.: 

inŨynieriň genetycznŃ oraz inŨynieriň biağka, a w tym chromatografiň jonowymiennŃ (ang. 

Size Exclusion Chromatography, SEC), dichroizm koğowy (ang. Circular Dichroism, CD), 

nano-r·ŨnicowŃ fluorymetriň skaningowŃ (ang. nano differential scanning fluorimetry, 

nanoDSF), spektrometriň mas w warunkach niedenaturujŃcych (ang. Native Mass 

Spectrometry, Ănativeò-MS). Ponadto zastosowano techniki do analizy oddziağywaŒ 

molekularnych biağko-biağko takie jak termoforeza mikroskalowa (ang. Microscale 

Thermophoresis, MST) oraz interferometria bio-warstwowa (ang. Bio-layer Interferometry, 

BLI).  

 Pierwszym zadaniem byğo otrzymanie rekombinowanych biağek P1, P2 oraz ich form 

delecyjnych P1æC, P2æC. W tym celu przeprowadzono heterologicznŃ ekspresjň biağek P 

i w zaleŨnoŜci od parametr·w biofizycznych poszczeg·lnych biağek wykonano ich 

oczyszczanie. Otrzymane poszczeg·lne biağka rekombinowane zostağy wykorzystane do 

uformowania kompleks·w biağkowych: heterodimeru P1-P2, heterodimerycznych form 

delecyjnych - P1-P2ȹC, P1ȹC-P2, P1ȹC-P2ȹC oraz homodimer·w P2-P2 i P2ȹC-P2ȹC. 

W kolejnym etapie przeprowadzono charakterystykň strukturalnŃ otrzymanych kompleks·w 

biağek P z wykorzystaniem metod biofizycznych takich jak SEC, CD, nanoDSF oraz 

Ănativeò-MS. R·wnolegle, wykonano heterologicznŃ ekspresjň katalitycznej podjednostki 

rycyny (RTA). Otrzymane biağko rekombinowane oczyszczono na drodze chromatografii 

powinowactwa oraz wykonano, analogicznŃ do analiz dimer·w, charakterystykň 

biofizycznŃ. Badanie interakcji biağko:biağko przeprowadzono za pomocŃ dw·ch metod 

badawczych: MST oraz BLI. W ramach badaŒ wyznaczono wartoŜci stağych dysocjacji, 

a tym samym okreŜlono poziom powinowactwa poszczeg·lnych kompleks·w do RTA. 

Uzyskane wyniki wskazağy, Ũe C-terminalny region biağek P jest odpowiedzialny za 

oddziağywanie z biağkami RIP, jednakŨe badania te pozwoliğy na precyzyjne zdefiniowanie 

roli poszczeg·lnych C-terminalnych element·w, wskazujŃc na nier·wnocennŃ rolň tychŨe 

fragment·w polipeptydowych w obrňbie biağka P1 i P2; mianowicie zaobserwowano, Ũe 

dominujŃcŃ rolň w interakcjach z RTA wykazuje fragment C-terminalny pochodzŃcy 

z biağka P1. Wyniki analiz sugerujŃ, Ũe nie tylko fragment C-terminalny, ale takŨe 
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przestrzenna organizacja dimeru P1-P2 ma znaczenie dla interakcji z RTA. Na bazie 

uzyskanych wynik·w zaproponowano model interakcji heterodimeru P1-P2 

z uwzglňdnieniem organizacji przestrzennej kompleksu, wskazujŃc, Ũe ukğad dw·ch biağek 

P1-P2 zapewnia wğaŜciwŃ orientacjň przestrzenna fragmentu C-terminalnego biağka P1, co 

promuje interakcjň z biağkami RIP. 
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I. WSTŇP 

 Aktualny stan wiedzy na temat centralnego elementu maszynerii translacyjnej tj. 

rybosomu jest wynikiem kilkudziesiňciu lat badaŒ w zakresie analiz strukturalnych, 

biochemicznych oraz biofizycznych, dziňki kt·rym opracowano funkcjonowanie rybosomu 

na poziomie molekularnym [1]. Rybosom jest rozpatrywany jako nano-maszyna stanowiŃca 

rdzeŒ maszynerii translacyjnej u wszystkich organizm·w, gwarantujŃcy wypeğnienie dw·ch 

kluczowych funkcji w procesie translacji: dekodowanie informacji genetycznej zawartej na 

matrycy mRNA i formowanie wiŃzania peptydowego, czego rezultatem jest synteza 

funkcjonalnego biağka. Rybosom to makromolekuğa biağkowo-rybonukleinowa, kt·rej 

gğ·wnym elementem funkcjonalnym jest rybosomalny RNA ï rRNA i z tej racji rybosom 

jest postrzegany jako rybozym, poniewaŨ jego dwie najwaŨniejsze aktywnoŜci 

(dekodowanie i synteza wiŃzania peptydowego) powiŃzane sŃ wyğŃcznie z rRNA [2].  

 

1. Topologia rybosomu  

 Dziňki rozwojowi technik biologii strukturalnej takich jak analizy krystalograficzne 

oraz mikroskopia elektronowa opracowano model strukturalny rybosomu na poziomie 

atomowym, zaŜ analizy biochemiczno-biofizyczne miağy istotny wkğad poznawczy w aspekt 

funkcjonalny, komplementujŃc badania strukturalne. Analizy strukturalno-funkcjonalne 

rybosomu poczŃtkowo wykonano na modelu prokariotycznym, a w kolejnych latach 

przybliŨono funkcjonowanie rybosomy eukariotycznego. Przeğom wiek·w XX/XXI to 

opracowanie struktury na poziomie atomowym duŨej podjednostki 50S pochodzŃcej 

z archeona Haloarcula marismortui [3] oraz mağej podjednostki 30S bakterii Thermus 

thermophlius [4], co poğoŨyğo podwaliny i stağo siň podstawŃ do interpretacji molekularnej 

kaŨdej kolejnej struktury rybosom·w [5]. Szczytowym osiŃgniňciem w analizach byğo 

opracowanie modelu rybosomu bakteryjnego pochodzŃcego z bakterii Escherichia coli, 

w stanie funkcjonalnym, co pozwoliğo na opisanie wszystkich element·w strukturalno-

funkcjonalnych wystňpujŃcych w kaŨdym rybosomie, niezaleŨnie od jego pochodzenia, 

a tym samym dağo wglŃd w funkcjonowanie rybosomu na poziomie molekularnym (Ryc. 1). 

Analizy te pozwoliğy na wglŃd w poszczeg·lne elementy rybosomu na poziomie atomowym, 
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wğŃczajŃc w to elementy o wysokiej mobilnoŜci w obrňbie duŨej podjednostki jak na 

przykğad wyniosğoŜĺ boczna L1 [6], czy teŨ wyniosğoŜĺ boczna L7/L12, wg. nowej 

nomenklatury bL12 [7,8], okreŜlana takŨe jako tzw. Ăkciukò rybosomalny (ang. ribosomal 

stalk), (Ryc. 1b). W konsekwencji, prace badawcze zaowocowağy takŨe opisaniem struktury 

rybosomu eukariotycznego, wğŃczajŃc w to rybosom ludzki (Ryc. 2). 
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Ryc. 1. Struktura rybosomu prokariotycznego na przykğadzie Escherichia coli [5]. a. Struktura 

rybosomu 70S wraz z mRNA (oznaczony kolorem czarnym) oraz tRNA w miejscu A (kolor r·Ũowy), 

P (kolor zielony) i E (kolor Ũ·ğty) z wyszczeg·lnionŃ duŨŃ podjednostkŃ 50S (kolor brŃzowy) i mağa 

podjednostka 30S (kolor turkusowy), b. Struktura podjednostki 30S z zaznaczonymi elementami 

strukturalnymi oraz miejscami wiŃzania siň tRNA w trakcie syntezy biağek: miejscem A (kolor 

fioletowy), P (kolor zielony) oraz miejscem E (kolor Ũ·ğty). c. DuŨa podjednostka 50S 

z zaznaczonym centrum peptydylotransferazy (PTC) oraz centrum GTPazowym (GAC). 
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Ryc. 2. Struktura rybosomu ludzkiego 80S [9ï12]. a. struktura rybosomu z zaznaczonymi 

typowymi miejscami aktywnymi rybosomu. Kolorem Ũ·ğtym oznaczono mağŃ podjednostkň 40S, zaŜ 

niebieskim duŨŃ podjednostkň rybosomalnŃ 60S. Wskazane zostağy centra aktywne rybosomu (DC, 

PTC), trzy charakterystyczne miejsca na rybosomie: miejsce A, P i E oraz miejsca wejŜcia mRNA 

i wyjŜcia powstajŃcego peptydu. Kolorem czerwonym zaznaczono biağko uL22, kolorem 

pomaraŒczowym biağko uL29, a turkusowym biağko uL4 b. mağa podjednostka rybosomalna 40S 

z rozr·Ũnionymi kolorystycznie i podpisanymi biağkami oraz 18S rRNA (kolor szary), c. duŨa 

podjednostka rybosomalna 60S z rozr·Ũnionymi kolorystycznie i podpisanymi biağkami oraz 28S 

rRNA (kolor szary).  
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Rybosom, niezaleŨnie od rodzaju organizmu, z kt·rego pochodzi, skğada siň z dw·ch 

zasadniczych element·w strukturalno-funkcjonalnych, tzw. podjednostek rybosomalnych, 

mniejszej oraz wiňkszej. W zaleŨnoŜci od przynaleŨnoŜci ewolucyjnej rybosomy r·ŨniŃ siň 

kompozycjŃ biağek jak i rRNA, a tym samym masŃ molekularnŃ, co nadaje im 

charakterystyczne cechy dla prokariont·w i eukariont·w. Rybosom prokariotyczny 

(bakteryjny) posiada masň atomowŃ 2,5 MDa, natomiast rybosomy eukariotyczne sŃ 

wiňksze, posiadajŃ masň 3,2 MDa np. rybosom z droŨdŨy Saccharomyces cerevisiae czy 

4 MDa jak rybosomy ludzkie. Ze wzglňd·w historycznych, wielkoŜĺ rybosomu jest takŨe 

opisywana w formie stağej Svendberga. I tak, rybosom bakteryjny posiada wartoŜĺ 70 

jednostek Svendberga (70S), jego mağa podjednostka - 30S, natomiast duŨa - 50S. Z kolei 

wartoŜĺ stağej sedymentacji rybosomu eukariotycznego to 80 jednostek Svendberga (80S), 

a poszczeg·lne podjednostki charakteryzujŃ siň odpowiednio wartoŜciami 40S i 60S [13]. 

Rybosom zbudowany jest z dw·ch podstawowych skğadowych: rybosomalnego RNA 

(rRNA) oraz biağek rybosomalnych. W zaleŨnoŜci od pochodzenia rybosomu poszczeg·lne 

skğadowe rybosomu obecne sŃ w r·Ũnych iloŜciach i proporcjach, co obrazuje Tabela 1. 

 

Tabela 1. Skğadowe rybosomu: rybosomalne RNA oraz liczba biağek poszczeg·lnych 

podjednostek rybosom·w o r·Ũnym pochodzeniu [14,15]. 

 

 

ťr·dğo rybosomu 

 

Mağa podjednostka 

 

DuŨa podjednostka 

RNA (S) Biağka (iloŜĺ) RNA (S) Biağka (iloŜĺ) 

Bakterie 16S 21 23S, 5S 33 

Archea 16S 28 23S, 5S 40 

Eukarionty 18S 33 5.8S, 25/28S, 5S 49 

Chloroplasty 16S 25 23S, 5S, 4.5S 35 

Mitochondria roŜlinne 18S 44 26S, 5S 49 

Mitochondria droŨdŨowe 15S 34 21S 46 

Mitochondria ssacze 12S 30 16S 50 

 

Rybosom bakteryjny z E. coli, skğada siň z mağej podjednostki 30S, kt·ra zawiera 

jednŃ czŃsteczkň rRNA ï 16S rRNA, oraz 21 biağek opisywanych jako S1-S21. DuŨa 

podjednostka 50S zbudowana jest z dw·ch czŃsteczek rRNA - 5S oraz 23S rRNA i 36 biağek: 

L1-L36. Zgodnie z zaproponowanŃ w 2014 roku nowŃ nomenklaturŃ biağek rybosomalnych 
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zostağy one poprzedzone przedrostkami: Ăuò, kt·ry okreŜla biağka uniwersalne (ang. 

universal), wystňpujŃce w rybosomach we wszystkich domenach Ũycia, przedrostek òeò jest 

stosowany dla biağek eukariotycznych (ang. eukaryotic), zaŜ Ăbò dla biağek bakteryjnych 

(ang. bacterial); i tak u bakterii mamy biağka: uS2, uS3, uS4, uS5, uS7, uS8, uS9, uS10, 

uS11, uS12, uS13, uS14, uS15, uS17, uS19, bS1, bS6, bS16, bS18, bS20 i bS21 na mağej 

podjednostce, natomiast na duŨej: 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 i 33 biağka w obrňbie mağej 

podjednostki 40S, z kt·rych czňŜĺ nosi nazwy odpowiednie dla bakteryjnych homolog·w, 

z przedrostkiem Ăuò (ang. universal), jak: uS2, uS3, uS4, uS5, uS7, uS8, uS9, uS10, uS11, 

uS12, uS13, uS14, uS15, uS17, natomiast biağka charakterystyczne dla domeny Eucaryotes 

poprzedzone sŃ przedrostkiem Ăeò (ang. eucaryotic), i sŃ to biağka: eS1, eS4, eS6, eS7, eS8, 

eS10, eS12, eS17, eS19, eS21, eS24, eS25, eS26, eS27, eS28, eS30, eS31. DuŨŃ 

podjednostkň (60S) budujŃ trzy czŃsteczki rRNA, odpowiednio 5S, 25/28S oraz dodatkowa 

czŃsteczka - 5.8S rRNA oraz 49 biağek (L1-L43), odpowiednio okreŜlane w zaleŨnoŜci od 

posiadania bakteryjnego homologu przedrostkiem Ăuò bŃdŦ przy zachowaniu specyficznoŜci 

dla eukariont·w przedrostkiem Ăeò. WyjŃtek stanowiŃ biağka P1 i P2, kt·re zachowağy swojŃ 

pierwotnŃ nazwň. Biağko niegdyŜ okreŜlane wŜr·d eukariont·w mianem biağka P0, obecnie 

ï uL10. W dalszej czňŜci pracy wykorzystywane bňdzie nazewnictwo zgodne z nowŃ 

nomenklaturŃ biağek rybosomalnych [7]. 

 

1.1 Mağa podjednostka rybosomalna 

  RozpatrujŃc organizacjň strukturalnŃ w obrňbie mağej podjednostki rybosomalnej, 

ukğad strukturalny tego rybosomalnego elementu jest podobny i wystňpuje we wszystkich 

domenach Ũycia; wyr·Ũnia siň takie elementy jak: gğowň, ramiň, dzi·b, platformň, ciağo oraz 

ostrogň (Ryc. 1b, 2b, 3). Ponadto, w obrňbie mniejszej podjednostki rybosomalnej moŨna 

wyr·Ũniĺ elementy rRNA tworzŃce trzy kompaktowe domeny (domena 5ô, domena 

centralna i domena 3ô) oraz jednŃ wydğuŨonŃ domenň (domena mniejsza 3ô). Domena 5ô 

znajduje siň na obszarze ciağa mağej podjednostki, domena centralna w obrňbie platformy, 

zaŜ domena 3ô w obrňbie gğowy. Domena mniejsza 3ô, bňdŃca dğugŃ helisŃ (h44), rozciŃga 

siň od regionu miňdzy gğowŃ i ciağem ku doğowi mağej podjednostki, natomiast ğŃcznikiem 
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miňdzy gğowŃ i ciağem podjednostki jest helisa h28. Taka organizacja nadaje mniejszej 

podjednostce tzw. ĂelastycznoŜĺò czyli moŨliwoŜĺ zmian strukturalnych w obrňbie 

poszczeg·lnych domen, co jest kluczowe do speğniania swojej funkcji ï dekodowania 

informacji genetycznej zawartej w sekwencji matrycowego RNA (mRNA) poprzez zmiany 

konformacyjne, kt·re stanowiŃ istotny element w procesie dekodowania mRNA; ponadto ta 

plastycznoŜĺ umoŨliwia takŨe zajŜcie procesu translokacji, kluczowego kroku w cyklu 

elongacyjnym, w kt·ry mRNA i tRNA przesuwajŃ siň o jeden kodon wzglňdem rybosomu 

[4,16].  

 

Ryc. 3. Struktura mağej podjednostki 30S [12,17]. Lewy panel: domeny 16S rRNA, elementy 

topologiczne mağej podjednostki bakteryjnej; oznaczenia literowe: h-gğowa, bk-dzi·b, b-ciağo, sp-

ostroga, pt-platforma oraz helisa h44 (kolor Ũ·ğty). Prawy panel: domeny 16S rRNA zaznaczono 

kolorem szarym, biağka rybosomalne mağej podjednostki podpisano i rozr·Ũniono kolorystycznie.  

 

1.2 DuŨa podjednostka rybosomalna  

RozpatrujŃc topologiň rybosomu duŨej podjednostki moŨemy wyr·Ũniĺ trzy 

charakterystyczne elementy strukturalne zwane takŨe wyniosğoŜciami, tj. 

wyniosğoŜĺ/struktura uL1, wyniosğoŜĺ centralnŃ (ang. central protuberance; CP) oraz 

w przypadku rybosomu bakteryjnego wyniosğoŜĺ bL12 a w przypadku eukariotycznego 

analogicznŃ wyniosğoŜĺ P (Ryc. 1c i Ryc. 2c). W skğad wyniosğoŜci uL1, wchodzi 

rybosomalne biağko uL1 oraz helisy H76-H78 23S rRNA, a rolŃ wyniosğoŜci uL1 jest 

wspomaganie ukierunkowanego ruchu tRNA na rybosomie oraz kontrola uwalniania tRNA 

z miejsca E [18ï20]. WyniosğoŜĺ bL12 jest umiejscowiona w pobliŨu miejsca A. Skğada siň 

z rybosomalnych biağek uL11, uL10 oraz dw·ch dimer·w bL12, kt·re sŃ zwiŃzane 

z biağkiem uL10. bL12 jest jedynym biağkiem rybosomalnym nie wchodzŃcym 

w bezpoŜrednie interakcje z rybosomalnym rRNA, podczas gdy uL10 i uL11 sŃ 

zakotwiczone w helisach H43 i H44 23S rRNA, formujŃc tym samym strukturň zwanŃ 
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Ăkciukiemò rybosomalnym. WyniosğoŜĺ bL12 jest promotorem przyğŃczania siň 

translacyjnych GTPaz do rybosomalnego miejsca A, a ponadto peğni funkcjň stabilizacji tych 

czynnik·w w obrňbie rybosomu [8,21,22]. Rybonukleinowa skğadowa duŨej podjednostki 

w postaci szeŜciu element·w 23S rRNA formuje jednolity element wiňkszej podjednostki 

rybosomalnej, w przeciwieŒstwie do elastycznej struktury mağej podjednostki rybosomalnej. 

CzŃsteczka 5S rRNA, wystňpujŃca jako si·dma domena 23S rRNA, znajduje siň w obszarze 

wyniosğoŜci centralnej i formuje element ulegajŃcy interakcji z mniejsza podjednostkŃ 

rybosomalnŃ (Ryc. 4a). Na szczeg·lnŃ uwagň zasğugujŃ biağka rybosomalne. WiňkszoŜĺ 

biağek duŨej podjednostki umiejscowiona jest na jej zewnňtrznej powierzchni, eksponowanej 

do Ŝrodowiska kom·rki, z kilkoma tylko obecnymi w przestrzeni miňdzy podjednostkowej 

(Ryc. 4b) [3,23].  

 

Ryc. 4. Struktura duŨej podjednostki 50S. a. poszczeg·lne domeny rRNA zostağy wyr·Ũnione 

kolorami oraz podpisane [3], b. Struktura duŨej podjednostki 50S. 23S i 5S RNA sŃ oznaczone 

kolorami czerwonym (szkielet cukrowo-fosforanowy) oraz szarym (zasady). Komponent biağkowy 

zostağ przedstawiony kolorem Ũ·ğtym [23].  
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2. Struktura rybosomu ï centra aktywne 

 

2.1 Centrum dekodujŃce 

Proces specyficznego oddziağywani poszczeg·lnych zasad w obrňbie kompleksu 

kodon - antykodon jest podstawŃ procesu dekodowania informacji genetycznej przez 

rybosom, a tym samym prawidğowej selekcji poprawnego aminoacylo-tRNA w procesie 

przyğŃczania wğaŜciwego aminokwasu do rosnŃcego ğaŒcucha polipeptydowego [24]. 

Realizacja tego procesu zachodzi w centrum dekodujŃcym, kt·re wsp·ğdziağa funkcjonalnie 

i strukturalnie z trzema miejscami, kt·re odpowiedzialne sŃ za oddziağywanie rybosomu 

z tRNA, czŃsteczkŃ rozpatrywanŃ jako kluczowy element w procesie dekodowania 

i formowania ğaŒcucha polipeptydowego. tRNA oddziağuje z rybosomem za poŜrednictwem 

trzech miejsc. I tak w obrňbie rybosomu wyr·Ũniamy trzy charakterystyczne miejsca 

wiŃŨŃce r·Ũne typy tRNA (Ryc. 1a): miejsce aminoacylowe ĂAò (ang. aminoacyl-site), do 

kt·rego wiŃŨe siň tRNA w postaci aminoacylo-tRNA (aa-tRNA) oraz w kt·rym nastňpuje 

dekodowanie informacji genetycznej zawartej na mRNA, zgodnie z zasadŃ interakcji kodon-

antykodon; miejsce peptydylowe ĂPò (ang. peptidyl-site), do kt·rego wiŃŨe siň podczas 

etapu inicjacji translacji inicjatorowy tRNA, a w procesie elongacji zwiŃzany jest peptydylo-

tRNA, czyli tRNA z nowo syntetyzowanym polipeptydem; miejsce ĂEò (ang. exit-site), 

w kt·rym w trakcie etapu elongacji zakotwiczony jest wolny tRNA, kt·ry opuszcza rybosom 

[25]. W obrňbie miejsca A zlokalizowane jest centrum dekodujŃce, w kt·rym nastňpuje 

interakcja kodonu i antykodonu. Centrum to zlokalizowane jest na granicy czterech r·Ũnych 

domen wchodzŃcych w skğad takich element·w mniejszej podjednostki jak gğowa, ramienia, 

platformy oraz helisy 44 z rRNA (h44) (Ryc. 5a). W obrňbie h44 rRNA zlokalizowane sŃ 

trzy kluczowe i konserwatywne zasady: G530 z domeny ramienia oraz A1492 i A1493 

leŨŃce w obrňbie wewnňtrznej pňtli helisy h44 (przyjňto bakteryjnŃ numeracjň rRNA). 

Zasady te ulegajŃ specyficznym oddziağywaniom z tzw. mini-helisŃ utworzonŃ w wyniki 

interakcji kodon-antykodon, przede wszystkim z dwiema pierwszymi zasadami kompleksu 

kodon/antykodon i odpowiadajŃ za tzw. weryfikacjň strukturalnŃ kompleksu, co jest 

kluczem w poprawnym dekowaniu informacji genetycznej przez rybosom (Ryc. 5b) [16]. 

Jedynym biağkiem znajdujŃcym siň w pobliŨu centrum dekodujŃcego jest biağko uS12, 

jednakŨe nie bierze ono bezpoŜredniego udziağu w procesie dekodowania [26,27].  
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Ryc. 5. Centrum dekodujŃce [16]. Panel lewy: struktura podjednostki 30S z T. thermophilus. 

Zaznaczone zostağy trzy gğ·wne helisy 16S rRNA (H18, H34, H44) oraz biağko uS12 wchodzŃce 

w skğad centrum dekodujŃcego, Panel prawy: Kluczowe nukleotydy centrum dekodujŃcego. Kolor 

fioletowyïmodel mRNA pokazujŃcy kodon w miejscu A, nukleotydy 16S rRNA - G530 w helisie 

h18 (kolor turkusowy) oraz A1492 i 1493 w helisie h44 (kolor niebieski). Kolorem Ũ·ğtym oznaczono 

antykodon (ang. anticodon stem-loop, ASL) naleŨŃcy do aa - tRNA znajdujŃcego siň w miejscu A. 

 

2.2 Centrum peptydylotransferazy 

W obrňbie duŨej podjednostki rybosomalnej znajduje siň centrum peptydylotransferazy 

(ang. peptidyl transferase centre, PTC) biorŃce udziağ w syntezie wiŃzania peptydowego 

[28]. Analizy strukturalne wskazağy, Ũe centrum PTC skğada siň wyğŃcznie z rRNA [3]. 

BiorŃc pod uwagň wysoki stopieŒ konserwatywnoŜci sekwencji rRNA, w szczeg·lnoŜci 

w centrum PTC, centrum to i zasada jego funkcjonowania jest identyczna w obrňbie 

wszystkich organizm·w, podobnie jak centrum dekodujŃce, kt·re takŨe cechuje siň wysokŃ 

konserwatywnoŜciŃ strukturalno-funkcjonalnŃ w obrňbie wszystkich trzech domena Ũycia. 

Gğ·wnŃ reakcjŃ zachodzŃcŃ w obrňbie centrum PTC jest reakcja, w kt·rej to Ŭ-aminowa 

grupa naleŨŃca do reszty aminokwasowej w aminoacylo-tRNA reaguje z atomem wňgla 

grupy karbonylowej naleŨŃcej do reszty aminokwasowej zwiŃzanej z peptydylo-tRNA 

w celu utworzenia nowego wiŃzania amidowego popularnie nazywanego wiŃzaniem 

peptydowym (Ryc. 6). W procesie formowania wiŃzania peptydowego, kluczowymi 

elementami biorŃcym udziağ w katalizie jest zasada adeninowa A2451 rRNA, a przede 

wszystkim grupa hydroksylowa 2ôOH adeniny A76 pochodzŃca z peptydylo-tRNA (Ryc. 6, 

panel prawy) [5]. NaleŨy podkreŜliĺ, iŨ udziağ rRNA w tym procesie polega jedynie na 

formowaniu wğaŜciwej przestrzeni, w obrňbie kt·rej zachodzi reakcja, zaŜ samo rRNA nie 
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bierze bezpoŜrednio udziağu w katalizie wiŃzania peptydowego, a jedynie koordynuje 

pozycjonowanie dw·ch substrat·w tj. aa-tRNA i peptydylo-tRNA. Zasadniczym elementem 

biorŃcy udziağ w katalizie jest grupa 2ôOH adeniny A76, zatem z punktu widzenia typowej 

katalizy enzymatycznej rybosom nie bierze bezpoŜredniego udziağu w procesie formowania 

wiŃzania 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 miejscu A 

(kolor r·Ũowy) oraz peptydylo-tRNA w miejscu P (kolor zielony). Panel prawy: Pozycjonowanie 

reszty Ŭ-aminowej poprzez interakcjň grupy 2ôOH (kolor czerwony) adeniny A76 peptydylo-tRNA 

(kolor zielony) i N3 (kolor granatowy) A2451(kolor pomaraŒczowy) [30]. 

 

2.3 Bakteryjne Centrum GTPazowe 

W obrňbie duŨej podjednostki rybosomalnej zlokalizowane jest trzecie centrum, zwane 

centrum GTPazowym, tzw. GAC (ang. GTPase Associated Centre), (Ryc. 7) [31,32]. 

Centrum GTPazowe podobnie jak centrum dekodujŃce jak i peptydylotransferazy, naleŨy do 

konserwatywnych element·w rybosomu, i wystňpuje na rybosomach u organizm·w we 

wszystkich domenach Ũycia. W obrňbie GAC znajduje siň takŨe tzw. Ămiejsce Tò na duŨej 

podjednostce i jest miejscem przyğŃczania siň czynnik·w translacyjnych, tzw. 

translacyjnych GTPaz (trGTPaz). Centrum to jest odpowiedzialne za stymulacjň trGTPaz do 

hydrolizy GTP, a uwolniona energia z hydrolizy za poŜrednictwem trGTPaz Ănapňdzaò 

rybosom na wszystkich etapach jego funkcjonowania. Dziağanie centrum GTPazowego, 

w odr·Ũnieniu od centrum peptydylotransferazy oraz centrum dekodujŃcego, jest efektem 

wsp·ğdziağania rRNA i biağek rybosomalnych [33]. Elementami rRNA centrum 

GTPazowego sŃ dwie wysoce konserwatywne domeny w obrňbie rRNA od 1070 do 2660 
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(numeracja wğaŜciwa dla E. coli); sŃ to: pňtla sarcynowo-rycynowa (ang. Sarcin-Ricin Loop, 

SRL) oraz pňtla tiostreptonowa (ang. Thriostrepton Loop, TL). W skğad czňŜci biağkowej, 

wchodzŃ ewolucyjnie konserwowane biağka uL10 i uL11 oraz biağka: bL12 (bakterie) czy 

biağka P1/P2 (eukarionty) [34ï36]. 

 

Ryc. 7. Struktura podjednostki 50S wraz z elementami formujŃcymi centrum GTPazowe [33]. 

Kolorem turkusowym oznaczono biağka duŨej podjednostki 50S rybosomu, kolorem szarym rRNA. 

Biağka bocznej wyniosğoŜci, tzw. Ăkciukaò rybosomalnego zostağy zaznaczone nastňpujŃcymi 

kolorami: kolorem Ũ·ğtym biağko uL11, kolorem fioletowym biağko uL10, zaŜ czerwonym biağko 

bL12. Pňtla sarcynowo-rycynowa oznaczona zostağa kolorem r·Ũowym. 

 

Nazwa pňtli SRL powiŃzana jest z faktem, Ũe jest ona celem dw·ch toksyn: mykotoksyny 

Ŭ-sarcyny z Aspergillus giganteus, kt·ra przecina specyficzne wiŃzanie fosfodiestrowe 

miňdzy resztami G2661-A2662 (numeracja E. coli) w SRL [37ï40], oraz rycyny, biağka 

wystňpujŃcego w nasionach RŃcznika pospolitego (ğac. Ricinus communis), kt·ra prowadzi 

depurynacjň zasady adeninowej w obrňbie SRL na rRNA, w pozycji A2660 u E. coli [41,42]. 

Pňtla SRL znajduje siň w VI domenie 23S/25S/28S rRNA i wchodzi w skğad helisy 95  

(u E. coli obejmuje nukleotydy C2646-G2674 w 23S rRNA, u droŨdŨy S. cerevisiae 

nukleotydy A3012-A3042 w 25S/28S) [43]. Pňtla SRL ma konformacjň przypominajŃcŃ 

Ăszpilkň do wğos·wò (ang. hairpin, Ryc. 8) [32]. Pňtla SRL skğada siň z kilku element·w 

strukturalnych: trzonu, elastycznego regionu, zespoğu zasad purynowych stabilizujŃcych 

strukturň oraz pňtli GAGA [44]. Struktura pňtli SRL jest formowana gğ·wnie przez 

klasyczne oddziağywania Watson-Crickôa miňdzy poszczeg·lnymi parami zasad, ale takŨe 

jest stabilizowana przez oddziağywania niekowalencyjne miňdzy pierŜcieniami 

aromatycznymi zasad, tzw. ́ -stacking interactions [45]. W obrňbie pňtli GAGA znajduje 

siň reszta adeniny: A2660/A3027 (E.coli/S.cerevisiae), kt·ra jest w eksponowana i nie 
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formuje oddziağywaŒ z innymi resztami w obrňbie pňtli, co czyni jŃ ğatwo dostňpnym celem 

dla zewnňtrznych czynnik·w takich jak np. rycyna (Ryc. 8) [46]; depurynacja, czyli 

usuniňcie zasady adeninowej, prowadzi do utraty funkcjonalnoŜci pňtli SRL w zakresie 

stymulacji trGTPaz do hydrolizy GTP. Pňtla SRL wykazuje wysoki stopieŒ 

konserwatywnoŜci wŜr·d wszystkich domen Ũycia [22,47]. Por·wnujŃc do domen Bacteria, 

Archea i Eucaryota, fragment ten r·Ũni siň w przypadku domeny Bacteria jednym 

nukleotydem, stŃd teŨ o peğnej konserwatywnoŜci m·wi siň w odniesieniu do sekwencji  

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

 

Ryc. 8. Model struktury pňtli sarcynowo-rycynowej. Panel lewy: por·wnanie wysoko 

konserwatywnej struktury drugorzňdowej pňtli SRL u bakterii i droŨdŨy. Czerwonym kolorem 

wskazano kluczowŃ adeninň, kt·ra ulega depurynacji przez rycynň. Panel prawy: struktura pňtli 

sarcynowo-rycynowej Escherichia coli (PDB 480D) opracowana z wykorzystaniem programu Jmol 

[49]. CzarnŃ liniŃ zaznaczono poszczeg·lne elementy strukturalne pňtli (pňtla GAGA, zesp·ğ puryn 

z uwypuklonŃ guaninŃ oraz region elastyczny). Szare pola oznaczajŃ oddziağywania pomiňdzy 

poszczeg·lnymi zasadami azotowymi na zasadzie -́stacking interactions. 

 

Pňtla sarcynowo-rycynowa jest kluczowym elementem w centrum GTPazowego 

i bňdŃc wyeksponowana na powierzchni rybosomu wchodzi w bezpoŜredni kontakt 

z trGTPazami, jak pokazağy analizy strukturalne z wykorzystaniem modelu bakteryjnego. 

Wierzchoğek pňtli SRL, pňtla GAGA, jest elementem bezpoŜrednio ulegajŃcym interakcji 

z domenŃ GTPazowŃ trGTPaz [32], zaŜ analizy biochemiczne potwierdziğy kluczowŃ rolň 

pňtli w stymulacji trGTPaz do hydrolizy GTP (Ryc. 9) [50].  
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Ryc. 9. Interakcja SRL z kompleksem tr·jskğadnikowym TC [51]. Kolorem czerwonym 

zaznaczono pňtlň sarcynowo-rycynowŃ SRL, kolorem zielonym czynnik EF-Tu, GDP zaznaczono 

kolorem fioletowym w formie struktury chemicznej, zaŜ tRNA kolorem blador·Ũowym. Kolorem 

r·Ũowym zaznaczono antybiotyk kirromycynň przedstawionŃ podobnie jak GDP w postaci struktury 

chemicznej. 

 

NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe struktura domeny wiŃŨŃcej i hydrolizujŃcej GTP wszystkich 

trGTPaz jest konserwowana ewolucyjnie [52], a podobieŒstwo strukturalne i funkcjonalne 

pokazuje, Ũe trGTPazy posiadajŃ wsp·lny mechanizm dziağania niezaleŨnie od pochodzenia 

organizmu. Dziağanie trGTPazy opisano na przykğadzie bakteryjnych trGTPaz EF-Tu i EF 

G. Czynniki te ulegajŃ interakcji z centrum GTPazowym i stanowiŃ kluczowe elementy 

w procesie dekodowania jak i translokacji w cyklu elongacyjnym (Ryc. 10, 11).  
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Ryc. 10. Oddziağywanie 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 bğňkitnym przedstawiono mağŃ podjednostkň rybosomalnŃ (30S), 

kolorem pomaraŒczowym duŨŃ podjednostkň (50S). Oba czynniki translacyjne oznaczono kolorem 

bordowym. Na rysunku zaznaczono takŨe: kolorem Ũ·ğtym 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 ï centrum dekodujŃce (ang. decoding 

center); L1ïboczna wyniosğoŜĺ na duŨej podjednostce rybosomalnej. 

 

2.4 Cykl elongacyjny 

Zasadniczym elementem w procesie biosyntezy biağka jest cykl elongacyjny, 

w kt·rym to zachodzi synteza polipeptydu na bazie informacji w mRNA. Cykl ten skğada 

siň z dw·ch zasadniczych etap·w; dekodowania i translokacji (Ryc. 12). Etap dekodowania 

to moment, w kt·rym substrat tj. aa-tRNA jest dostarczany do miejsca A rybosomu w formie 

tr·jskğadnikowego kompleksu (ang. ternary complex, TC) aa-tRNA-EF-Tu wraz z GTP 

(Ryc. 11). 
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Ryc. 11. Kompleks tr·jskğadnikowy zwiŃzany z rybosomem [54]. Model strukturalny 

przedstawiajŃcy interakcjň pňtli sarcynowo-rycynowej z potr·jnym kompleksem TC: aminoacylo-

tRNA (aatRNA), czynnikiem elongacyjny EF-Tu stabilizowanym analogiem GTP (ang. ɓ-ɔ-

methyleneguanosine 5ǋtriphosphate, GDPCP). Czerwonym kolorem zaznaczono czynnik EF-Tu, 

kolorem zielonym aa-tRNA przyğŃczony do rybosomu zaŜ kolorem niebieskim GDPCP. Na Ũ·ğto 

zostağa zaznaczona pňtla sarcynowo-rycynowa. 

 

W stanie podstawowym, na poczŃtku cyklu elongacyjnego, w miejscu P rybosomu znajduje 

siň peptydylo-tRNA, a miejsce A jest wolne. Na etapie dekodowania, aa-tRNA zajmuje 

miejsce A w formie TC, a selekcja TC odbywa siň na bazie informacji genetycznej zapisanej 

w mRNA. Na tym etapie rybosom dokonuje sprawdzenia poprawnoŜci aa-tRNA 

dostarczanego w formie kompleksu TC do miejsca A, w obrňbie centrum dekodujŃcego. 

ZwiŃzanie wğaŜciwego kompleksu TC do miejsca A na rybosomie prowadzi do serii zmian 

konformacyjnych w TC, a przede wszystkim w domenie GTPazowej czynnika EF-Tu, kt·re 

prowadzŃ do indukcji hydrolizy GTP, w kt·rej to pňtla SRL gra kluczowŃ rolň. Po hydrolizie 

GTP przez EF-Tu, uwolniona energia prowadzi do zmian konformacyjnych EF-Tu, co 

skutkuje uwolnieniem czynnika z rybosomu i pozostawieniem wğaŜciwego aa-tRNA 

w miejscu A. Na drodze spontanicznych zmian strukturalnych nastňpuje przesuniňcie 

ramienia akceptorowego tRNA z miejsca A do PTC. Etap ten jest nazywany akomodacjŃ  

aa-tRNA. Hydroliza GTP, uwolnienie EF-Tu, powodujŃce akomodacjň aa-tRNA w miejscu 

A, prowadzi do wprowadzenia aminokwasu do centrum PTC, gdzie zachodzi reakcja 

syntezy wiŃzania peptydowego w obrňbie peptydylo-tRNA zwiŃzanego z miejscem P. 

W wyniku tego, powstaje deacylowany tRNA w miejscu P, zaŜ miejsce A zawiera 

peptydylo-tRNA, kt·rego polipeptyd zostağ wydğuŨony o jednŃ resztň aminokwasowŃ. 

Synteza wiŃzania peptydowego i przejŜcie peptydylo-tRNA z miejsca P do miejsca A 
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otwiera kolejny etap w elongacji, tj. proces translokacji, w kt·rym peptydylo-tRNA i mRNA 

przesuwajŃ siň o jeden kodon w stosunku do rybosomu. Translokacja jest katalizowana przez 

czynnik elongacyjny EF-G (u bakterii), kt·ry posiada powinowactwo do rybosomu w tzw. 

fazie pre-translokacyjnej, z miejscem A zajňtym przez peptydylo-tRNA i wolnym tRNA 

w miejscu P. PrzyğŃczenie EF-G do rybosomu prowadzi do zmian konformacyjnych 

w obrňbie EF-G, kt·ry bňdŃc trGTPazŃ hydrolizuje GTP (z kluczowym udziağem pňtli SRL). 

Proces ten uruchamia wğaŜciwŃ translokacjň, podczas kt·rej peptydylo-tRNA i deacylowane 

tRNA przemieszczajŃ siň odpowiednio do miejsc P i E; nowy kodon jest eksponowany 

w miejscu A, co umoŨliwia przyğŃczenie nastňpnego 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 pomaraŒczowym podjednostka 50S. 

Miejsca A, P i E zaznaczono odpowiednio kolorami: fioletowym, zielonym i Ũ·ğtym. Czynnik 

elongacyjny EF-Tu jest zaznaczony kolorem czerwony, czynnik elongacyjny EF-G kolorem 

brŃzowym, mRNA jest kolorem szarym, a rosnŃcy ğaŒcuch polipeptydowy kolorem jasnozielonym. 

Kolejne etapy cyklu elongacyjnego oznaczono cyframi: 1 - stan podstawowy, w miejscu P znajduje 

siň peptydylo-tRNA, miejsce A jest wolne, 2 - rekrutacja kompleksu TC do miejsca A i dekodowanie 

informacji genetycznej, 3 - hydroliza GTP i akomodacja aa-tRNA (przesuniňcie ramienia 

akceptorowego tRNA z miejsca A do PTC); 4 - syntezy wiŃzania peptydowego w obrňbie peptydylo-

tRNA zwiŃzanego z miejscem P; 5 - peptydylo-tRNA i mRNA przesuwajŃ siň o jeden kodon 

w stosunku do rybosomu (pretranslokacja); 6 - wiŃzanie czynnika elongacyjnego EF-G i wğaŜciwa 

translokacja, podczas kt·rej peptydylo-tRNA i deacylowane tRNA przemieszczajŃ siň 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 umoŨliwia przyğŃczenie nastňpnego aa-tRNA w formie TC 

- rybosom osiŃga stan podstawowy pozwalajŃcego na inicjacjň nastňpnego cyklu elongacyjnego.  

 

Wszystkie trGTPzy oddziağujŃ z pňtlŃ sarcynowo-rycynowŃ poprzez domenň 

wiŃŨŃcŃ GTP, tzw. domenň G, zawierajŃcŃ miejsce wiŃzania GTP odpowiedzialne za 

hydrolizň GTP [56]. Struktura domeny G jest ewolucyjnie konserwatywna wŜr·d wszystkich 

trGTPaz [57]. Proces hydrolizy GTP katalizowany przez trGTPazy, przy aktywnym udziale 

rybosomu, jest Ŧr·dğem energii niezbňdnej do biosyntezy biağka, a przede wszystkim do 

indukcji zmian strukturalnych w obrňbie trGTPaz co Ănapňdzaò rybosom na poszczeg·lnych 

etapach biosyntezy biağka. KluczowŃ rolň podczas katalizy hydrolizy GTP odgrywa reszta 
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histydynowa w domenie GTPazowej (His84 w EF-Tu, His87 w EF-G, His61 w SelB oraz 

His108 w eEF2) [50,57ï60]. Reszta ta moŨe przyjŃĺ dwie konformacje strukturalne: 

nieaktywnŃ - stan, w kt·rym jest ona oddalona (ang. Ăflipped outò) od grupy fosforanowej ɔ 

w GTP oraz aktywnŃ, kiedy to reszta ta jest skierowana do ɔ-fosforanu (pozycja Ăflipped 

inò) (Ryc. 13) [59,61]. Po przyğŃczeniu siň trGTPazy do rybosomu, trGTPaza zajmuje 

pozycjň, w kt·rej pňtla SRL jest Ăwstawianaò do centrum katalitycznego domeny G, a grupa 

fosforanowa reszty adeninowej A2662 (numeracja E. coli) pňtli SRL ukierunkowuje, za 

pomocŃ oddziağywaŒ elektrostatycznych, katalitycznŃ histydynň do pozycji stanu 

aktywnego, w kierunku ɔ-fosforanu GTP [54,61,62]. Dodatnio nağadowana histydyna 

oddziağuje z czŃsteczkŃ wody doprowadzajŃc do jej aktywacji co w konsekwencji prowadzi 

do nukleofilowego ataku na ɔ-fosforan GTP. Dodatkowo grupa fosforanowa reszty A2662 

koordynuje wiŃzanie jonu magnezowego Mg2+, kt·ry pozycjonuje resztň krytycznego dla 

hydrolizy GTP kwasu asparaginowego w obrňbie domeny G trGTPazy (Asp21 w EF-Tu, 

Asp22 w EF-G, Asp10 w SelB), co z kolei indukuje otwarcie tzw. bramki hydrofobowej 

zbudowanej z dw·ch reszt aminokwasowych Ile63 i Ile21 bňdŃce kluczowym elementem do 

indukcji hydrolizy GTP (Ryc. 13) [50,61]. Na szczeg·lnŃ uwagň zasğuguje zasada 

adeninowa w pozycji 2660, kt·ra ulega depurynacji za poŜrednictwem rycyny. Zasada ta 

odgrywa poŜredniŃ rolň w indukcji hydrolizy GTP, poniewaŨ nie bierze bezpoŜredniego 

udziağu w indukcji hydrolizy GTP, ale jest kluczowa do stabilizacji zestawu wiŃzaŒ 

wodorowych stabilizujŃcych stan aktywny domeny G w obrňbie trGTPaz (Ryc. 13 i 14).  
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Ryc. 13. Model aktywacji hydrolizy GTP przy udziale pňtli SRL na przykğadzie oddziağywaŒ 

z czynnikiem translacyjnym EF-G [63]. Panel lewy: organizacja miejsca aktywnego czynnika  

EF-G. Asp22 i His87 w stanie nieaktywnym Ăodwr·conymò - òflipped outò. Bramki hydrofobowe, 

formowane przez aminokwasy Ile 63 oraz Ile21 ĂchroniŃò His87 przed przyjňciem aktywnej 

konformacji Ăflipped inò. Panel prawy: reorganizacja miejsca aktywnego EF-G w rezultacie 

przyğŃczenia trGTPazy do rybosomu oraz umieszczeniu pňtli SRL w miejscu aktywnym domeny G 

czynnika. Reszta A2660 oddziağuje z histydynŃ His20, co indukuje przesuniňcie reszty Ile 21 

i otwarcie Ăbramek hydrofobowychò. Fosforan reszty A2662 kieruje His87 oraz Asp22 w stronň  

ɔ-fosforanu GTP, co pozwala na aktywacjň czŃsteczki wody i jej nukleofilowy atak na ɔ-fosforan, 

czego konsekwencjŃ jest hydroliza GTP.  

 

Udziağ rybosomu w stymulacji hydrolizy GTP jest bezpoŜredni, jego rola polega na 

indukowaniu zmian konformacyjnych w centrum katalitycznym trGTPaz, a rybosomalne 

centrum GTPazowe z pňtlŃ 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 wiŃzania 

GTP w domenie G czynnika EF-Tu (kolor jasno-czerwony) z analogiem GTP (GDPCP) - kolor 

zielono-brŃzowy; struktura SRL zostağ oznaczona kolorem niebieskim; wiŃzania wodorowe sŃ 

przedstawione liniami przerywanymi; jon magnezowy, przedstawiony w postaci zielonego punktu, 

koordynuje tworzenie wiŃzaŒ wodorowych pomiňdzy resztami Thr25, Thr61 oraz ɓ- i ɔ-fosforanem 

GTP; elementy hydrofobowe ğaŒcuch·w Val20 oraz Ile60 sŃ w pozycji otwartej; orientacja reszty 

His19, sŃsiadujŃcŃ z resztŃ Val20, jest stabilizowana za pomocŃ wiŃzania wodorowego 

z nukleotydem G2661 23S rRNA pňtli SRL; zasada A2662 stabilizuje konformacjň aktywnŃ reszty 

His84, kt·ra aktywuje molekuğň wody (przedstawionŃ na rysunku za pomocŃ czerwonego punktu) 

[54].  

 

Element biağkowy centrum GTPazowego to rybosomalne biağka uL11 i uL10 wraz 

z dimerami biağek bL12 (bakterie) czy P1/P2 (eukarionty), kt·re tworzŃ strukturalnie 

odrňbnŃ jednostkň - bocznŃ wyniosğoŜĺ rybosomalnŃ, tzw. Ăkciukò rybosomalny [65]. 

ĂKciukò rybosomalny jest oligomerycznŃ strukturŃ poğŃczonŃ z rybosomem przez 

konserwatywny region rRNA, pňtlň tiostreptonowŃ, za poŜrednictwem biağka uL10 (Ryc. 7) 

[66,67]. Wsp·lnym, funkcjonalnym òmianownikiemò bocznej wyniosğoŜci rybosomalnej, 

dla wszystkich domen Ũycia, jest rekrutacja trGTPaz i stymulacja zaleŨnego od czynnik·w 

translacyjnych procesu hydrolizy GTP podczas translacji, w jednoczesnej wsp·ğpracy z SRL 

[68]. UnikalnŃ cechŃ tego elementu rybosomalnego jest to, Ũe jego aktywnoŜĺ zaleŨy 

gğ·wnie od biağek rybosomalnych, w przeciwieŒstwie do innych proces·w zachodzŃcych 

w obrňbie rybosomu, kt·re sŃ rRNA-zaleŨne, jak na przykğad dziağanie SRL w obrňbie 

centrum, czy proces dekodowania [69]. W skğad tej struktury wchodzŃ dwie, odrňbne 

funkcjonalnie i ewolucyjnie, skğadowe: podstawa Ăkciukaò oraz czňŜĺ boczna. Pierwsza, 

u przedstawicieli wszystkich domen Ũycia, jest reprezentowana przez dwa konserwatywne 
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biağka: uL11 oraz uL10. Biağko uL11 jest przyğŃczone do gğ·wnego korpusu duŨej 

podjednostki rybosomalnej za poŜrednictwem helisy 43/44 rRNA (Ryc. 15) [70,71]. 

Rybosomalne biağko uL10 (dawniej znane jako L10 u bakterii czy P0 u archeon·w 

i eukariont·w), sŃsiaduje z biağkiem uL11 i jest elementem kotwiczŃcym biağka òkciukaò do 

rybosomu. Biağko to wiŃŨe siň za pomocŃ domeny N-koŒcowej, homologicznej wŜr·d 

wszystkich trzech domen Ũycia, do elementu rRNA. Domena C-koŒcowa r·Ũni siň 

strukturalnie miňdzy bakteriami a archeonami/eukariontami, natomiast pod wzglňdem 

peğnionych funkcji (wiŃzania kopii biağek bL12 u bakterii, P1 u archeon·w i P1/P2 

u eukariont·w), moŨemy jŃ zaklasyfikowaĺ do struktur analogicznych. 

 

Ryc. 15. Oddziağywanie czynnika EF-G z centrum GTPazowym z uwzglňdnieniem biağek uL11, 

uL10 i bL12 oraz rRNA [53]. Model strukturalny przedstawiajŃcy oddziağywanie domeny G 

czynnika EF - G z fragmentem domeny N-terminalnej biağka uL11. Kolorem niebieskim zaznaczono 

biağko uL10, kolorem jasnozielonym - uL11, ciemno-zielonym biağka bL12 oraz jego domeny  

N- i C-terminalne, natomiast pomaraŒczowym helisy 43/44 rRNA. 

 

Zasadnicza czeŜĺ funkcjonalna Ăkciukaò to oligomeryczny kompleks biağkowy o skğadzie 

zaleŨnym od pozycji taksonomicznej organizmu. U prokariont·w kompleks ten wystňpuje 

w dw·ch konfiguracjach strukturalnych: kompleks pentameryczny uL10-(bL12-bL12)2 

z dwoma dimerami biağka bL12, wystňpuje u mezofili, podczas gdy dla termofili 

odnotowano organizacjň heptamerycznŃ uL10-(bL12-bL12)3 z trimerem bL12 (Ryc. 16 a) 

[71,72]. W przypadku rybosom·w archeon·w/eukariont·w organizacja strukturalna kciuka 

eukariotycznego to: penta - (uL10-(P1-P2)2 u eukariont·w) z dwoma hetero-dimerami  

P1-P2 lub heptameryczna (uL10-(P1-P2)3 z trzema homo-dimerami P1-P2 - domena 

Archea), (Ryc. 16 b-c) [73,74].  
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Ryc. 16. Strukturalna organizacja Ăkciukaò rybosomalnego u bakterii, archeon·w 

eukariont·w uzyskana metodŃ krystalograficznŃ [75,76]. a. bakteryjny model struktury 

kompleksu biağek Ăkciukaò rybosomalnego skğadajŃcy siň z biağka uL10 (kolor zielony) i 3 kopii 

dimer·w biağka bL12 (kolor fioletowy), o konfiguracji uL10-(bL12-bL12)3 ï widoczne sŃ tylko 

domeny N-terminalne biağek bL12, domena C-terminalna jest niewidoczna z racji na wysokŃ 

mobilnoŜĺ, co uniemoŨliwiŃ okreŜlenie struktury 3D b. model struktury kompleksu biağek 

u archeon·w, skğadajŃcy siň z biağka uL10 (kolor zielony) oraz trzech kopii homo-dimer·w biağka 

P1 (kolor ğososiowy), o konfiguracji uL10-(P1-P2)3, c. model struktury kompleksu biağek 

u eukariont·w, skğadajŃcy siň z biağka uL10 oraz dw·ch kopii hetero-dimer·w biağek P1 (kolor 

ğososiowy) i P2 (kolor czerwony), o konfiguracji uL10-(P1-P2)2.  

 

Badania strukturalne wykorzystujŃce techniki takie jak mikroskopia  

krio-elektronowa, spektroskopia magnetycznego rezonansu jŃdrowego w poğŃczeniu 

z krystalografiŃ oraz badania biochemiczne wykazağy, iŨ biağko bL12 tworzy wydğuŨonŃ 

strukturň w obrňbie centrum GTPazowego (Ryc. 17, lewy panel). Analiza NMR pokazağa, 

Ũe biağko to zbudowane jest z dw·ch domen: domena N-koŒcowej (ang. N-terminal domain, 

NTD) oraz domeny C-koŒcowej (ang. C-terminal domain, CTD), kt·re sŃ poğŃczone ze sobŃ 

wysoce elastycznym elementem ğŃcznikowym, tzw. zawiasem (Ryc. 17, prawy panel).  
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Ryc. 17. Model struktury centrum GTPazowego wraz z modelem strukturalnym biağka bL12. 

Panel lewy: fragment struktury rybosomu bakteryjnego ï centrum GTPazowe; kolorem szarym 

zaznaczono obszar odpowiadajŃcy biağkom uL10 i uL11 oraz czňŜci biağka bL12. Poszczeg·lne 

biağka zostağy podpisane, z wyszczeg·lnieniem domen NTD i CTD biağka bL12 [77]. Panel prawy: 

struktura biağka bL12 okreŜlona metodŃ NMR, z zobrazowaniem poszczeg·lnych element·w 

strukturalnych: domeny CTD, zawiasu (ğŃcznika) oraz domeny NTD w formie dimeru [77].  

 

Domena NTD wiŃŨe biağko bL12 na uL10 poprzez interakcjň z C-koŒcowŃ helisŃ biağka 

uL10 (Ryc. 18), zaŜ domena CTD jest elementem funkcjonalnym biağka bL12 i ulega 

interakcji z trGTPazami (Ryc. 15,). Warunkiem aktywnoŜci biağka bL12 jest elastyczny 

ğŃcznik miňdzy CTD i NTD, nadajŃcy CTD wysokŃ dynamikň w stosunku do rybosomu 

(Ryc. 17), [78,79].  

 

 

Ryc. 18. Struktura trzech N-koŒcowych domen dimer·w bL12 przyğŃczonych do helisy Ŭ8 

biağka uL10 [77]. Kolorami ğososiowym, fioletowym i zielonym zaznaczono poszczeg·lne  

N-koŒcowe domeny dimer·w biağka bL12 (odpowiednio: dimer 1, dimer 2, dimer 3). Kolorem 

granatowym oznaczono Ŭ-helisň biağka uL10 ze wskazanymi N- i C-koŒcami.  
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Bakteryjna domena NTD biağka bL12 jest zbudowana z 35 aminokwas·w, kt·re formujŃ 

dwie Ŭ-helisy: Ŭ1 i Ŭ2 [80,81]. Helisy te tworzŃ strukturň haka i ulegajŃc interakcji 

z homologicznym elementem drugiego biağka bL12 w celu utworzenia homo-dimeru biağka 

(bL12)2, kotwiczŃcego na Ŭ-helisie biağka uL10 (Ryc. 18) [82ï84]. Helisa ta posiada kr·tkie 

segmenty aminokwasowe kt·re powtarzajŃ siň dwu- lub trzykrotnie, a kaŨdy z nich wiŃŨe 

dimer biağka bL12 [80,85]. 

Domena CTD, obejmujŃca u E. coli reszty aminokwasowe od 52 do 120 posiada 

globularnŃ strukturň z dodatnio nağadowanŃ powierzchniŃ, z kt·rŃ oddziağujŃ trGTPazy 

[82,84,86]. Dwie Ŭ-helisy (Ŭ4 i Ŭ5) domeny CTD biağka bL12 stanowiŃ uniwersalne miejsce 

interakcji z czynnikami translacyjnymi [87,88]. Domeny NTD i CTD sŃ poğŃczone 

elastycznym ğŃcznikiem, bogatym w reszty alaninowe i glicynowe, obejmujŃcym reszty  

36-51. Jego dğugoŜĺ i skğad r·Ũni siň znaczŃco wŜr·d r·Ũnych organizm·w [82,89,90]. 

Z badaŒ metodŃ spektroskopii magnetycznego rezonansu jŃdrowego (ang. nuclear magnetic 

resonance, NMR) wynika, Ũe element ten posiada zmiennŃ konformacjň i moŨe formowaĺ 

zwartŃ formň Ŭ-helisy lub wydğuŨony nieustrukturalizowany element [82].  

 

2.5 Eukariotyczne centrum GTPazowe 

Funkcjonowanie centrum GTPazowego, tak jak pozostağe aspekty procesu translacji, 

zostağo opisane na modelu prokariotycznym, ale z uwagi na wysoki stopieŒ podobieŒstwa 

ewolucyjnego, dziağanie centrum jest podobne na rybosomie eukariotycznym, jednakŨe 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 wyniosğoŜci zwanej ókciukiemô 

rybosomalnym. Zobrazowane zostağy wydğuŨone C - koŒce biağek P, kolorem czerwonym 

zaznaczono pňtlň sarcynowo-rycynowŃ. Panel prawy przedstawia Ăkciukò rybosomalny 

z zaznaczonymi poszczeg·lnymi elementami; kolor czerwony - pňtla SRL, strzağka wskazuje 

kluczowŃ adeninň A3027, kt·ra ulega depurynacji przez biağka RIP; odcieniami koloru niebieskiego 

zaznaczono poszczeg·lne biağka wchodzŃce w skğad centrum: biağko uL11 - kolor fioletowym, uL10 

- kolor granatowym, hetero-dimery biağek P1-P2 - kolor jasnoniebieski [91].  

 

Podobnie jak w przypadku prokariotycznego centrum GTPazowego, centrum eukariotyczne 

jest zbudowane z szeregu biağek rybosomalnych, takich jak: konserwatywne biağka uL11 

i uL10 oraz unikalne dla eukariont·w biağka P1 i P2 (Ryc. 19). Biağka te formujŃ bocznŃ 

wyniosğoŜĺ, zwanŃ Ăkciukiemò rybosomalnym zakotwiczonŃ na podjednostce 60S [66]. 

Podstawň Ăkciukaò tworzŃ dwa biağka uL11 oraz uL10, kt·re ğŃczy siň z biağkami P1 i P2. 

uL10 stanowi zasadniczy trzon bocznej wyniosğoŜci i posiada dwie niezaleŨne domeny (Ryc. 

20). Pierwsza, domena N-terminalna wiŃŨŃca rRNA, jest homologiczna do bakteryjnego 

odpowiednika [14]; ponadto posiada unikalnŃ domenň II (tzw. uL10ext), kt·ra wystňpuje 

tylko u Eucaryota oraz domenň C-terminalnŃ bňdŃca pojedynczŃ Ŭ-helisŃ, na kt·rej zwiŃzane 

sŃ biağka P1 i P2. W zaleŨnoŜci od organizmu, Ŭ-helisa moŨe skğadaĺ siň z dw·ch bŃdŦ trzech 

10-aminokwasowych odcink·w, wiŃŨŃc dwa (tak jak u Eukaryota) lub trzy dimery biağek 

P1/P2 ï jak w przypadku domeny Archaee (Ryc. 20) [92].  
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Ryc. 20. Organizacja strukturalna biağka uL10 w obrňbie trzech domen Ũycia [76]. Panel lewy: 

kolorem granatowym zaznaczono biağko uL10 z wyszczeg·lnieniem domeny wiŃŨŃcej RNA oraz 

domeny uL10ext; kolorem zielonym i r·Ũowym oznaczono hetero-dimery biağek P1 i P2; linia 

przerywana reprezentuje konserwatywny motyw C - koŒcowy biağka uL10 homologiczny do biağek 

P1/P2. Panel Ŝrodkowy: kolorem fioletowym zaznaczono biağko uL10 z wyszczeg·lnieniem domeny 

wiŃŨŃcej RNA oraz domeny uL10ext, kolorem czerwonym homo-dimery biağka P1; linia przerywana 

fragment konserwatywnego motywu C-koŒcowego. Panel prawy: kolorem turkusowym zaznaczono 

bateryjne biağko uL10 wraz ze wskazaniem domeny wiŃŨŃcej RNA, natomiast kolorem 

pomaraŒczowym homo-dimery biağka bL12. 

 

KaŨda z poszczeg·lnym domen biağka uL10 posiada okreŜlonŃ funkcjň. Domena  

N-terminalna kotwiczy Ăkciukò na rybosomie poprzez interakcjň z rRNA, domena uL10ext 

ulega interakcji z eukariotycznymi trGTPazami, a jej obecnoŜĺ nadaje specyfikň Ăkciukowiò 

w stosunku do eukariotycznych trGTPaz [93]. Jak wykazano w przypadku biağek uL10 

Pyrococcus horikoshii i Bombyx mori, usuniňcie domeny uL10ext lub wstawienie tej 

domeny do bakteryjnego uL10 prowadziğo do zmiany specyfiki oraz wykorzystywania przez 

rybosom odpowiednich trGTPazy [94,95]. Wedle ostatnich doniesieŒ, domena ta wchodzi 

w interakcje z biağkiem GCN2 (ang. general control nonderepressible 2), kt·re odpowiada 

za fosforylacjň eukariotycznego czynnika inicjacyjnego 2Ŭ (eIF2Ŭ), [96]. GCN2 jest 

kluczowym biağkiem regulatorowym w sytuacjach stresu kom·rkowego, takiego jak gğ·d 

aminokwasowy [97]. Fakt ten wskazuje, Ũe Ăkciukò rybosomalny posiada dodatkowych 

partner·w, nie tylko zwiŃzanych z translacjŃ. Domena C-terminalna biağka uL10 formujŃca 

pojedynczŃ Ŭ-helisň to unikalny element Ăkciukaò rybosomalnego w obrňbie domeny 

eukariotycznej i archeon·w, kt·ra kotwiczy biağka P1/P2. Biağka te sŃ uwaŨane za 

analogiczne ukğady w stosunku do bakteryjnych biağek bL12, poniewaŨ funkcjonalnie 

wykazujŃ podobne dziağanie, tj. ulegajŃ integracji z trGTPazami, natomiast nie majŃ 

wzglňdem siebie podobieŒstwa strukturalnego. Zaproponowano, Ũe ich pojawienie siň na 

rybosomie jest efektem ewolucji konwergentnej [65]. Biağka P stanowiŃ unikalny element 

w grupie biağek rybosomalnych, poniewaŨ w przeciwieŒstwie do pozostağych biağek 

rybosomalnych, biağka te wystňpujŃ w kom·rce w wielu kopiach [98]. Ponadto, ich 
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charakterystycznŃ cechŃ jest ich punkt izoelektryczny (pI) oscylujŃcy w zakresie niskich 

wartoŜci pH, rzňdu 3-4, stŃd teŨ nazywane sŃ one kwaŜnymi biağkami rybosomalnymi (ang. 

acidic ribosomal proteins), [99,100]. Cecha ta zdecydowanie odr·Ũnia je od pozostağych 

biağek rybosomalnych majŃcych charakter zasadowy [101]. Wyr·Ũnia je takŨe ich post-

translacyjna modyfikacja w postaci fosforylacji w obrňbie C-koŒca i z tego powodu sŃ takŨe 

okreŜlane mianem rybosomalnych biağek P (ang. phosphorylated) [102]. Na podstawie 

sekwencji aminokwasowej biağka te zaklasyfikowano do dw·ch grup (Ryc. 21): P1 oraz P2, 

za wyjŃtkiem roŜlin, w przypadku kt·rych wystňpuje dodatkowa grupa ï P3 [103ï105]. Co 

ciekawe, u niŨszych eukariont·w istnieje dalsza dywersyfikacja wŜr·d biağek P. 

W przypadku droŨdŨy Saccharomyces cerevisiae, biağka P posiadajŃ po dwie izoformy 

biağka P1 i P2 - P1A, P1B, P2A i P2B. Biağka P formujŃ heterodimery: P1-P2, a u droŨdŨy 

S. cerevisiae P1A-P2B oraz P1B-P2A. Na rybosomie wystňpujŃ z biağkiem uL10 w formie 

pentameru uL10-(P1-P2)2, a u droŨdŨy uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A) [67,106ï111]. Masa 

molekularna biağek P wynosi 11 kDa [66,68,98,112]. W strukturze biağek P1 oraz P2 

moŨemy wyr·Ũniĺ ukğad nastňpujŃcych funkcjonalnych domen: globularnej, Ŭ-helikalnej 

domeny N-terminalnej - NTD, regionu ğŃcznikowego tzw. Ăzawiasuò, oraz domeny  

C-terminalnej ï CTD (Ryc. 21).  
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Ryc. 21. Por·wnanie sekwencji aminokwasowej kwaŜnych rybosomalnych biağek P wŜr·d 

przedstawicieli r·Ũnych gatunk·w [99]. Schemat przedstawia sekwencje biağek: 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). Biağka P zostağy sklasyfikowane do 

grup P1 i P2. CzerwonŃ i pogrubionŃ czcionkŃ zaznaczono czňŜĺ N-terminalnŃ, zawierajŃcŃ tzw. 

zamek hydrofobowy odpowiedzialny za interakcje biağko-biağko, Kolorem niebieskim oznaczono 

konserwatywnŃ domenň C-terminalnŃ. GwiazdkŃ wskazano miejsca fosforylacji. 

 

Domena NTD skğada siň z okoğo 70 reszt aminokwasowych i jest odpowiedzialna za 

formowanie siň heterodimer·w P1-P2 oraz ich kotwiczenie na rybosomie za poŜrednictwem 

biağka uL10 (Ryc. 19), [66,113]. Domeny NTD zbudowane sŃ z czterech Ŭ-helis 

formujŃcych globularnŃ strukturň (Ryc. 22), [114,115]. Region ğŃcznikowy miňdzy NTD 

i CTD to 30-aminokwasowy region bogaty w reszty alaninowe, prolinowe oraz glicynowe, 

kt·ry jest r·Ũnorodny pod wzglňdem dğugoŜci oraz sekwencji aminokwasowej, a jego 

parametry biofizyczne nadajŃ mu wysokŃ elastycznoŜĺ strukturalnŃ oraz nie posiada 

zdefiniowanej struktury [99,103,104]. C-terminalna czňŜĺ to sekwencja okoğo 22 

aminokwas·w, zdominowana przez reszty aminokwasowe o kwaŜnym jak i hydrofobowym 

charakterze (Ryc. 21). Na szczeg·lnŃ uwagň zasğuguje konserwatywna sekwencja okoğo 15 

reszt aminokwasowych (EESEESDDDMGFGLFD), zawierajŃca reszty seryny kt·re sŃ 

fosforylowane przez kinazň biağkowŃ CK2 [98,112,116]. Ten C-terminalny element biağek 

P jest czňŜciŃ funkcjonalnŃ i bierze udziağ w oddziağywaniach z eukariotycznymi 
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trGTPazami, a jego usuniňcie prowadzi do cağkowitego ograniczenia aktywnoŜci 

translacyjnej rybosom·w [117]. Analizy strukturalne wskazağy, Ũe C-terminalny element 

biağek P jest nieustrukturalizowany (Ryc. 22. a i c) i posiada parametry z cechami 

charakterystycznymi dla struktury konformacyjnej zwanej Ămolten globuleò.  

 

Ryc. 22. Model struktury heterodimeru P1-P2 opracowany metodŃ spektroskopii jŃdrowego 

rezonansu magnetycznego (NMR) [114]. a. zestawienie kilkunastu nağoŨonych na siebie struktur 

heterodimeru P1-P2 opracowanych metodŃ NMR; w ramce zaznaczono domenň N-terminalnŃ, zaŜ 

w okrŃg wziňto pozycjň C-terminalnych element·w biağek P z poszczeg·lnych dimer·w. b. struktura 

domeny NTD (NTD-P1/NTD-P2) z uwzglňdnieniem czterech Ŭ-helis. c. obraz pojedynczego 

heterodimeru P1-P2 z uwzglňdnionŃ domenŃ NTD oraz nieustrukturalizowanym C-terminalnym 

elementem.  

 

 Funkcjonalne aspekty eukariotycznego kompleksu biağek Ăkciukaò rybosomalnego 

w procesie biosyntezy biağek zostağy scharakteryzowane na drodze licznych badaŒ 

biochemicznych [73,118ï120]. Badania te wykazağy, Ũe eukariotyczny kompleks  

uL10-(P1-P2)2 jest odpowiedzialny za tzw. swoistoŜĺ rybosomalnŃ wzglňdem 

eukariotycznych czynnik·w translacyjnych, a przede wszystkim jest odpowiedzialny za 

stymulacje aktywnoŜci GTPazowej trGTPaz, kt·ra wspomaga rybosom na wszystkich 

etapach jego dziağalnoŜci [121]. Najbardziej znaczŃcym elementem strukturalnym i zarazem 

funkcjonalnym eukariotycznych biağek P jest konserwatywny C-terminalny fragment 

aminokwasowy, kt·ry wystňpuje we wszystkich biağkach P wğŃczajŃc takŨe biağko uL10. 

W konsekwencji kompleks Ăkciukaò zawiera piňĺ identycznych C-koŒcowych element·w 
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pochodzŃcych z biağek uL10 i P1/P2 [99]. C-koniec biağek P jest odpowiedzialny za 

rekrutowanie do rybosomu trGTPaz oraz stymulacjň aktywnoŜci GTPazowej trGTPaz (Ryc. 

23).  

 

Ryc. 23. Model rybosomu wraz z czynnikami elongacyjnymi ï eEF2 i eEF1A [122]. Czynnik 

elongacyjny EF1A w kompleksie z GTP i aminoacylo-tRNA - kolor r·Ũowo oraz ğososiowy, czynnik 

EF2 - kolor brŃzowy, Ăkciukò rybosomalny - kolor pomaraŒczowy. 

 

Badania strukturalno-biofizyczne kompleks·w biağkowych, z wykorzystaniem 

eksperymentalnego modelu opartego na biağkach P archeona Pyrococcus horikoshii 

z czynnikami translacyjnymi, wskazağy Ũe C-koniec ulega bezpoŜredniej interakcji 

z domenŃ GTPazowŃ trGTPaz [123]. Na podstawie badaŒ, w kt·rych wykorzystano biağko 

aEF1a w kompleksie z fragmentem biağka aP1 pokazano, Ũe C-terminalny fragment z biağka 

aP1 wiŃŨe siň do aEF1Ŭ do domeny GTPazowej (Ryc. 24). Analizy strukturalne umoŨliwiğy 

takŨe wglŃd w strukturň kompleksu aP1(CTD)-aEF1Ŭ-GDP/GTP na poziome atomowym, 

pokazujŃc udziağ C-koŒca aP1 w formie pojedynczej Ŭ-helisy w formowaniu kompleksu. 

Wskazano, Ũe fragment aP1 wiŃŨe siň do aEF1a miňdzy domenŃ 1 a 3 za pomocŃ rozlegğej 

sieci wiŃzaŒ hydrofobowych oraz wiŃzaŒ wodorowych, a C-terminalny fragment biağka P 

formuje a-helisň (Ryc. 24). 
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Ryc. 24. Model strukturalny kompleksu aP1(CTD) - aEF1Ŭ - GDP oraz kompleksu  

aEF1Ŭ - GDP [123]. a. struktura kompleksu aP1(CTD)-aEF1Ŭ-GDP P. horikoshii. aP1(CTD) oraz 

domeny 1, 2 i 3 aEF1Ŭ sŃ oznaczone odpowiednio kolorem r·Ũowym, Ũ·ğtym, zielonym oraz 

jasnoniebieskim. Pozycjň GDP zaznaczono na czarno. b. struktura kompleksu aEF1Ŭ-GDP 

P. horikoshii. Oznaczenia kolorystyczne jak wyŨej. 

 

Ponadto, okreŜlono takŨe strukturň czynnika EF-2 z Pyrococcus horikoshii (PhoEF-2) 

w formach: Apo (wolnej, niezwiŃzanej z ligandami), zwiŃzanego z GDP, GMPPCP 

(niehydrolizowalny analog GTP) i zwiŃzanego z GMPPCP w kompleksie z fragmentem  

C-terminalnym biağka aP1 - P1C11 z Pyrococcus horikoshii. Badania te pozwoliğy na 

opisanie obszaru interakcji miňdzy biağkiem P a PhoEF-2. Struktura kompleksu PhoEF-2-

GMPPCP-P1C11 pokazağa, Ũe P1C11 formuje Ŭ-helisň i wiŃŨe siň do PhoEF-2 miňdzy 

domenŃ G i subdomenŃ Gô (Ryc. 25). Co ciekawe, obszar wiŃzania dla C-terminalnego 

elementu biağka P jest cağkowicie odmiennym miejscem wiŃzania niŨ w przypadku czynnika 

aEF1Ŭ, w kt·rym to fragment CTD biağka P1 wiŃŨe siň miňdzy domenŃ G i III czynnika 

aEF1Ŭ.  
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Ryc. 25. Model struktury kompleksu PhoEF - 2 - GMPPCP w poğŃczeniu z C-koŒcowym 

elementem biağka P1 - P1C11 [124]. a. struktura kompleksu PhoEF-2-GMPPCP-P1C11. Fragment 

P1C11 formuje Ŭ-helisň - kolor fioletowym, pozostağe domeny eEF2 zaznaczono odpowiednio 

kolorami. b. reprezentacja struktury elementu P1C11 w kompleksie z domenŃ G/Gô czynnika EF2. 

c. model strukturalny z reprezentacjŃ rozkğadu ğadunku na powierzchni elementu EF2 oddziağujŃcego 

z P1C11. Pozytywne, negatywne i neutralne potencjağy elektrostatyczne na powierzchni zostağy 

przedstawione kolejno kolorami: niebieskim, czerwonym i biağym. Reszty aminokwasowe G102, 

L103, L106 i F107 P1C11, bňdŃce krytycznymi dla wiŃzania PhoEF-2 zobrazowano w formie modeli 

chemicznych.  

 

W ramach analiz strukturalnych opracowano takŨe model 3D opisujŃcy wiŃzanie  

C-terminalnego fragmentu biağek P do czynnika eIF5B, kt·ry naleŨy do trGTPaz. Analizy 

zostağy przeprowadzone na bazie struktury kompleksu IF5B-P1 pochodzŃcego z archeona 

Aeropyrum pernix (Ryc. 26). W tym celu wykonano analizň strukturalnŃ poprzez 

krystalizacjň dw·ch skğadowych: wykorzystano fragment polipeptydu obejmujŃcego 

domeny I i II czynnika aIF5B (aIF5BI - II) oraz syntetyczny peptyd odpowiadajŃcy 17 

koŒcowym aminokwasom domeny C-terminalnej biağka aP1 (aP1CTD). Uzyskana struktura 

aIF5B zwiŃzanego z aP1 ujawniğa miejsca oraz reszty aminokwasowe zaangaŨowane 

w wiŃzanie miňdzy aP1 a aIF5B. SŃ to aminokwasy znajdujŃce siň na C-koŒcu aP1 oraz 

w obrňbie hydrofobowej kieszeni zğoŨonej z czterech pňtli polipeptydowych (Ryc. 26) [125].  
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Ryc. 26. Model struktury kompleksu aIF5BI  - II  - GDP - aP1CTD [125]. Domeny I i II aIF5B 

oznaczono odpowiednio kolorem czerwonym i Ũ·ğtym, peptyd aP1CTD kolorem niebieskim. Pozycja 

GDP zostağa przedstawiona w postaci struktury chemicznej. Domeny N i C peptydu aP1CTD zostağy 

opisane jako Nô i Cô. 

 

PodsumowujŃc, biorŃc pod uwagň analizy strukturalne ukierunkowane na poznanie 

mechanizm·w rzŃdzŃcych oddziağywaniami konserwatywnego odcinek C-koŒcowego 

biağka aP1 z trGTPazami (aEF2, aEF1Ŭ oraz aIF5B), wykazano iŨ biağka P posiadajŃ 

unikalne parametry funkcjonalne charakteryzujŃce siň tym, Ũe nie rozpoznajŃ one jednej 

specyficznej struktury na trGTPazach; element C-terminalny biağka P formuje a-helisň we 

wszystkich wypadkach, ale co ciekawe posiada potencjağ do rozpoznawania wielu partner·w 

biağkowych [124]. 

 

2.6 Pozarybosomalna aktywnoŜĺ biağek P 

Poza podstawowym udziağem w procesie translacji biağka rybosomalne formujŃce 

Ăkciukò rybosomalny zostağy takŨe powiŃzane z biologicznymi zjawiskami nie 

powiŃzanymi bezpoŜrednio z procesem biosyntezy biağka. Z tego teŨ wzglňdu, biağka 

Ăkciukaò zostağy zaliczone do tzw. biağek o wielorakiej aktywnoŜci, czy teŨ biağek 

o aktywnoŜci pozarybosomalnej (ang. moonlighting proteins, extraribosomal function 

proteins) [126]. Przykğadem takiego biağka jest biağko uL10; biağko to powiŃzano 

z procesami naprawy DNA czy z regulacjŃ ekspresji materiağu genetycznego na poziomie 

DNA wskazujŃc na jego aktywnoŜĺ endonukleazy [127ï130]. Wykazano takŨe, Ũe 

w warunkach tzw. stresu jŃderkowego, czyli zablokowania syntezy rybosom·w, biağko 

uL10 uwalniane jest z rybosomu i akumulowane w cytoplazmie co moŨe mieĺ istotne 

konsekwencje funkcjonalne [131]. Wskazano, Ũe biağko uL10 moŨe posiadaĺ wielu 

partner·w biağkowych, nie naleŨŃcych do maszynerii translacyjnej, np.: biağko Staufen1, 

kt·re bierze udziağ w transporcie mRNA [132], biağko Tau, charakterystyczne dla choroby 
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Alzheimera [133], biağko KIF4 zwiŃzane z transportem rybosom·w w kom·rkach 

nerwowych [134], FMRP bňdŃce biağkiem lokalizowanym najczňŜciej w m·zgu, a majŃcym 

istotne znaczenie dla prawidğowego rozwoju poznawczego [135] czy teŨ biağko GCIP, kt·re 

bierze udziağ w kontroli r·Ũnicowania i proliferacji kom·rek [136]. Ponadto, biağka P zostağy 

opisane jako molekularny czynnik etiologiczny w chorobach autoimmunologicznych ï 

stanowiŃ charakterystyczny autoantygen w chorobie tocznia ukğadowego (Systemic Lupus 

Erythematosus, SLE) [137,138]. UwaŨa siň takŨe, Ũe poziom ekspresji biağek P moŨe byĺ 

jednym z marker·w w pewnych podtypach nowotwor·w [139]. Ponadto stwierdzono 

pojawienie siň przeciwciağ skierowanych przeciwko biağkom P podczas infekcji 

pierwotniakami takimi jak Leishmania infantum, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi 

czy Plasmodium falciarum [140ï143]. Zidentyfikowano je r·wnieŨ jako jeden z alergen·w 

chor·b wywoğywanych przez grzyby takie jak Alternaria alternata, Fusarium culmorum, 

Aspergillus fumigatus czy Cladosporium herbarum [144ï146].  

 

3. Biağka RIP - Ribosomal Inactivating Proteins  

Rybosomalne biağka P, opr·cz interakcji z trGTPazami, kt·re moŨna uwaŨaĺ za 

podstawowych partner·w dla tych biağek, ĂpartnerujŃò takŨe innym tzw. poza 

rybosomalnym biağkom. Jak juŨ wspomniano wczeŜniej, wykazano, Ũe ulegajŃ interakcji 

z kinazŃ GCN2, aktywujŃc jŃ w warunkach gğodu aminokwasowego. JednakŨe, istotnym 

Ăpartneremò dla biağek P jest grupa biağek zwanych biağkami inaktywujŃcymi rybosom, 

okreŜlanymi takŨe jako biağka RIP (ang. Ribosomal Inactivating Proteins), [147]. Wskazano, 

Ũe biağka P sŃ waŨne jako element wiŃŨŃcy biağka RIP do rybosomu, co warunkuje ich 

aktywnoŜĺ biologicznŃ w stosunku do eukariotycznego rybosomu, tj. depurynacjň zasady 

adeninowej w pňtli SRL, a to prowadzi do zahamowania procesu translacji przez rybosom 

[148]. 

Biağka RIP sŃ klasyfikowane w trzech grupach: jako biağka monomeryczne - typ I, 

biağka hetero-dimeryczne - typ II , oraz typ III, klasyfikowany jako specjalna grupa biağek 

RIP, kt·rych odrňbnoŜĺ polega na tym, Ũe sŃ produkowane jako proenzymy skğadajŃce siň 

z pojedynczej podjednostki katalitycznej, stajŃc siň aktywnymi dopiero po obr·bce 

proteolitycznej. Biağka naleŨŃce do typu I skğadajŃ siň z pojedynczego ğaŒcucha 

polipeptydowego i posiadajŃ aktywnoŜĺ konstytutywnŃ; w grupie tej wyr·Ũnia siň biağka: 
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PAP (ang. pokeweed antiviral protein), trichosantyna, saporyna, gelonina czy luffina. 

Z kolei do grupy II naleŨŃ biağka: rycyna, abryna czy tzw. toksyna Shiga; w grupie tej 

enzymatycznie aktywnym biağkiem jest podjednostka A zaŜ druga podjednostka B to 

polipeptyd poğŃczony mostkiem dwusiarczkowym z ğaŒcuchem A [149]. Do trzeciej grupy 

biağek RIP zaliczane jest biağko indukowane jasmonianem metylu (JIP60) oraz biağko 

kukurydzy b-32; biağka te do aktywacji wymajŃ obr·bki proteolitycznej [150,151]. W 2010 

roku zostağa zaproponowana takŨe nowŃ alternatywna nomenklatura dla biağek RIP, 

w kt·rym okreŜla siň je jako A (typ I), AB (typ II ), AC (typ III, obejmujŃce biağka podobne 

do JIP60) i AD (typ III, zrzeszajŃcy biağka podobne do b32), [152]. Wszystkie biağka RIP 

klasyfikowane sŃ jako toksyny, poniewaŨ ich dziağanie na kom·rkň eukariotycznŃ jest 

toksyczne i prowadzi do Ŝmierci kom·rki. Najbardziej toksycznymi biağkami sŃ biağka 

z klasy II, kt·re posiadajŃ podjednostkň B umoŨliwiajŃcŃ efektywne wejŜcie do kom·rki 

eukariotycznej, na przykğad rycyna, kt·ra uwaŨana jest za jedno z najbardziej toksycznych 

biağek wystňpujŃce w przyrodzie.  

 Obecny model funkcjonowania/toksycznoŜci biağek RIP zostağ opracowany na 

podstawie biağek typu II jak rycyna. Model ten wskazuje, Ũe biağko RIP posiadajŃc 

aktywnoŜci N-glikozydazowŃ, prowadzi tzw. depurynacjň pojedynczej zasady adeninowej 

z rRNA w obrňbie SRL, kt·ra znajduje siň w centrum GAC; depurynacja ta prowadzi do 

zablokowania aktywnoŜci GAC, a to z kolei blokuje aktywnoŜci rybosomu [39]. 

Depurynacja zachodzi w pozycji A2660 (numeracja E. coli), kt·ra odgrywa kluczowŃ rolň 

w sieci interakcji miňdzy trGTPazami a SRL. [153]. Badania biochemiczne wskazağy, Ũe 

biağka RIP sŃ w stanie prowadziĺ depurynacjň tzw. Ănagichò RNA, natomiast ich aktywnoŜĺ 

N-glikozydazowa wzrasta 100-krotnie w przypadku natywnego rRNA, wskazujŃc, Ũe 

integralne rRNA to zasadniczy substrat dla biağek RIP. Jednym z najbardziej poznany biağek 

RIP jest rycyna, kt·ra wystňpuje w nasionach rŃcznika pospolitego (ğac. Ricinus communis). 

Biağko to jest uznawane za jedno z najbardziej toksycznych biağek wystňpujŃcych w naturze. 

Pod wzglňdem strukturalnym rycyna to hetero-dimer zbudowany z dw·ch podjednostek: 

ğaŒcucha A oraz ğaŒcucha B, poğŃczonych ze sobŃ 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 wğaŜciwoŜciach lektyny (RTB). 

 

Podjednostka B (RTB) jest galaktozo/N-acetylogalaktozamino(Gal/GalNAc)- 

specyficznŃ lektynŃ, kt·rej zadaniem jest wiŃzanie siň do biağek oraz glikolipid·w na 

powierzchni kom·rek ssaczych, umoŨliwiajŃc tym samym efektywnŃ endocytozň toksyny 

(Ryc. 28) [154]. Podjednostka RTB zbudowana jest z 262 reszty aminokwasowych, kt·re 

formujŃ dwie domeny. W obrňbie tych domen moŨna wyr·Ũniĺ trzy subdomeny (Ŭ, ɓ, ɔ), 

z kt·rych funkcjonalnŃ aktywnoŜĺ lektyny wykazujŃ subdomeny 1Ŭ i 2ɔ (Ryc. 28). 

Subdomena 1Ŭ jest ğŃcznikiem podjednostek RTA i RTB, natomiast subdomena 2ɔ 

odpowiada za ğŃczenie dw·ch domeny podjednostki RTB [155].  
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Ryc. 28. Model strukturalny podjednostek RTB/RTA [155]. a. Podjednostka RTA zostağa 

oznaczona kolorem szarym, podjednostka RTB kolorem czarnym. Kolorem Ũ·ğtym oznaczono 

epitop dla przeciwciağ monoklonalnych SylH3, kolorem zielonym epitop dla przeciwciağ 

monokloalnych 24B11, kolorem pomaraŒczowym galaktozo-specyficzna domena rozpoznajŃca 

policukry (ang. Gal - specific carbohydrate recognition domain, CRD). Struktury chemiczne 

reprezentujŃ ğaŒcuchy boczne mannozy (kolor Ũ·ğty) i czŃsteczki laktozy (kolor szary) b. schemat 

liniowy obrazujŃcy domeny podjednostki RTB, a takŨe ich poszczeg·lne subdomeny (1Ŭ, 1ɓ, 1ɔ, 2Ŭ, 

2ɓ, 2ɔ).  

 

Transport rycyny do wnňtrza kom·rki eukariotycznej rozpoczyna wiŃzanie siň 

toksyny za poŜrednictwem podjednostki RTB do galaktozy lub N-acetyloglutaminy 

glikopeptyd·w i glikolipid·w wystňpujŃcych na powierzchni kom·rki. W kom·rce, wiňksza 

czňŜĺ rycyny ulega degradacji lizosomalnej bŃdŦ jest akumulowana w endosomach za 

pomocŃ kt·rych kom·rka usuwa czeŜĺ frakcji rycyny na zewnŃtrz kom·rki. JednakŨe 

pozostağa, niewielka czňŜĺ rycyny kierowana jest do aparatu Golgiego skŃd jest nastňpnie 

transportowana do retikulum endoplazmatycznego (ER), gdzie izomeraza dwusiarczkowa 

(ang. protein disulphide isomerase, PDI) redukuje mostek dwusiarczkowy ğŃczŃcy obie 

podjednostki A i B, uwalniajŃc tym samym katalitycznŃ podjednostkň A rycyny (RTA), 

posiadajŃcŃ aktywnoŜĺ N-glikozydazy [156,157]. RTA jest nastňpnie transportowana za 

poŜrednictwem 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 wewnŃtrzkom·rkowego transportu rycyny w kom·rce eukariotycznej [159]. 

Na schemacie zaznaczono gğ·wne etapy transportu rycyny do wnňtrza kom·rki. Poszczeg·lne etapy 

to: 1 - wiŃzanie siň do receptora na bğonie kom·rkowej za poŜrednictwem podjednostki RTB, 2 - 

Endocytoza, 3 - czňŜĺ rycyny ulega akumulacji w endosomach i usuniňciu poza kom·rkň, 

a pozostağa, niewielka iloŜĺ jest kierowana do aparatu Golgiego, 4 - przemieszczanie siň przez 

cysterny aparatu Golgiego w kierunku retikulum endoplazmatycznego (ER), 5 - transport rycyny do 

ER, redukcja mostka disiarczkowego ğŃczŃcego podjednostki RTA i RTB rycyny, 6, 7 - transport 

aktywnej katalitycznie podjednostki RTA poprzez szlak ERAD do cytoplazmy, 8 - wiŃzanie do 

rybosomu. 

 

Zaproponowany mechanizm dziağania RTA wskazuje, Ũe uwolniona, aktywna katalitycznie 

podjednostka RTA wiŃŨe siň do rybosomu na drodze dwuetapowego procesu; pierwszy etap 

to wolna i niespecyficzna interakcja na bazie oddziağywaŒ elektrostatycznych 

z powierzchniŃ rybosomu, w wyniku kt·rych toksyna gromadzi siň na powierzchni 

rybosomu, po czym nastňpujŃ szybkie, wysoko specyficzne oddziağywania za 

poŜrednictwem biağek P (Ryc. 30).  
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Ryc. 30. Model interakcji biağek RIP grupy II z rybosomem na przykğadzie katalitycznej 

podjednostki rycyny - RTA [160,161]. Model eukariotycznej duŨej podjednostki rybosomu, 

oznaczony kolorem niebieskim, pňtla sarcynowo-rycynowej - kolor zielony. Model zawiera 

reprezentacjň strukturalnŃ fragmentu biağka uL10 w kompleksie z domenami N-terminalnymi biağek 

P, oznaczonych odpowiednio kolorami Ũ·ğtym i ciemno-zielonym. Nieustrukturalizowana 

i elastyczna domena C-terminalna biağek P zostağa przedstawiona w postaci szarej linii - ciŃgğej 

i przerywanej. Katalityczny ğaŒcuch A rycyny - RTA zaznaczono kolorem turkusowym, centrum 

katalityczne kolorem granatowym, zaŜ miejsce wiŃzania z biağkami P - kolorem fioletowym. Model 

przedstawia zachowanie siň RTA w obecnoŜci rybosomu: w pierwszym etapie czŃsteczki RTA ulega 

koncentracji na powierzchni rybosomu za pomocŃ niespecyficznych oddziağywaŒ elektrostatycznych 

(model AB2); drugi etap obejmuje interakcje z biağkami P (model AB1). Interakcja biağka P-RTA 

zachodzi przy udziale specyficznych odziağywaŒ znajdujŃcych siň na czŃsteczce RTA. C-terminalny 

element biağek P kieruje czŃsteczkň RTA w stronň pňtli sarcynowo-rycynowej, tak aby zapewniĺ 

kontakt miňdzy centrum katalitycznym RTA a zasadŃ adeninowŃ na pňtli SRL i co za tym idzie 

umoŨliwiĺ toksynie proces depurynacji.  

 

Wykazano, Ũe udziağ biağek P jest kluczowy w interakcji RTA z rybosomem i zwiŃzanie siň 

RTA z biağkami P poprzedza depurynacjň SRL [157,162ï165]. Analizy biochemiczne  

z udziağem ryposomu po depurynacji SRL, wskazağy Ũe dziağanie RTA przede wszystkim 

blokuje funkcjonowanie rybosomu na etapie elongacji, a tym samym hamuje syntezň biağek. 

Proces depurynacji za poŜrednictwem RTA zachodzi w obrňbie zasadny adeninowej 

(pozycja A2660 na 23S rRNA E. coli zgodnie z numeracjŃ bakteryjnego rRNA, zaŜ na 

eukariotycznym rRNA jest to pozycja: A3027 25S/28S rRNA S. cerevisae, A4324 u szczura, 

A4605 u ludzi) [41,42,166ï168]. NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe pomimo wysokiej homologii 

w sekwencji nukleotydowej SRL w obrňbie trzech domen Ũycia, tylko rybosomy 



52 

 

eukariotyczne ulegajŃ depurynacji, a czynnikiem determinujŃcym specyficznoŜĺ sŃ biağka P 

[169]. Wykazano, Ũe jedna czŃsteczka RTA w stanie inaktywowaĺ w ten spos·b do 1500 

rybosom·w na minutň, co wskazuje na jej bardzo wysokŃ wydajnoŜĺ biologicznŃ [170].  

Badania biochemiczne in vitro oraz w zakresie biologii kom·rki in vivo wskazağy, Ũe 

biağka P, bňdŃc w kompleksie pentamerycznym, tj. dwoma hetero-dimery P1-P2 wraz 

z biağkiem uL10, stanowiŃ kluczowy element wiŃŨŃcy RTA na rybosomie eukariotycznym. 

[171]. Warto zauwaŨyĺ, Ũe powinowactwo RTA do rybosomu jest wprost proporcjonalne do 

iloŜci biağek P na rybosomie, jak wykazano na bazie analiz kinetycznych, wykorzystujŃc 

zmodyfikowane pod wzglňdem iloŜci biağek P rybosomy. Obserwacje te potwierdzajŃ 

poglŃd, Ũe Ădostarczanieò biağek RIP do SRL zaleŨy od interakcji z biağkami P [171,172]. 

Na przykğadzie trichosantyny (TCS), toksyny naleŨŃcej do typu I, kt·ra podobnie jak 

podjednostka rycyny - RTA, jest w stanie blokowaĺ rybosomy eukariotyczne po przez 

depurynacjň SRL, wykazano, Ũe TCS wchodzŃ w interakcje z konserwatywnym motywem 

domeny CTD eukariotycznych biağek P; analizy interakcji TCS z biağkami P wykonano na 

bazie ukğadu modelowego, wykorzystujŃc kr·tkie syntetyczne peptydy posiadajŃce 

sekwencjň C-terminalnego koŒca biağek P [115]. Badania strukturalne i biochemiczne 

potwierdziğy obserwacje z wykorzystaniem peptyd·w, wskazujŃc Ũe syntetyczny peptyd 

odpowiadajŃcy C-koŒcowemu elementowi biağek P oddziağuje z biağkami RIP 

[125,160,173]. Analizy strukturalne z wykorzystaniem techniki krystalograficznej 

kompleksu TCS z syntetycznym peptydem odpowiadajŃcym sekwencji aminokwasowej 

ludzkiego biağka P2 (SDDDMGFGLFD), opisağy mechanizm interakcji miňdzy TCS  

a C-koŒcowym peptydem. Wskazano, Ũe oddziağywania hydrofobowe dominujŃ 

w stabilizacji kompleksu, ale konserwatywny motyw DDD na N-koŒcu peptydu takŨe 

efektywnie oddziağuje z dodatnio nağadowanymi resztami K173, R174 i K177 

pochodzŃcymi z TCS, znaczŃco stabilizujŃc kompleks (Ryc. 31) [174]. 
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Ryc. 31. Model struktury kompleksu biağka TCS z fragmentem C-koŒcowym biağek P [174]. 

a. por·wnanie sekwencji C-koŒcowych reszt aminokwasowych ssaczych biağek P. Zaznaczono 

sekwencjň 16 aminokwas·w, bňdŃcych niemalŨe identycznych, ze wskazaniem na odcinki 

obejmujŃce 11 (C11) i 7 (C7) koŒcowych aminokwas·w, kt·re zostağy uŨyte do formowania 

kompleksu TCS/C11. b. kompleks TCS/C11 obejmujŃcy 11 C-koŒcowych reszt aminokwasowych 

SDDDMGFGLFD (kolor Ũ·ğty), zwiŃzany z TCS (kolor oliwkowy); kolorem fioletowym oznaczono 

pozostağe elementy strukturalne TCS; po prawej reprezentacja strukturalna kompleksu 

z zaznaczonymi strukturami II-rzňdowymi.  

 

Ponadto, opracowano takŨe model strukturalny na poziomie atomowym kompleksu 

RTA z C-koŒcowym fragmentem ludzkiego biağka P2, wskazujŃc Ũe wiŃzanie peptydu jest 

podobnie jak w TCS, a oddziağywania elektrostatyczne jak i hydrofobowe grajŃ kluczowŃ 

rolň w wiŃzaniu RTA z peptydem [175]. Wskazano, Ũe 6 ostatnich reszt aminokwasowych 

(GFGLFD) wiŃŨŃ siň do hydrofobowej kieszeni formowanej przez Tyr183, Leu207, Leu232, 

Phe240, Val242, Ile247,P250 oraz Ile251 na RTA (Ryc. 32) [176,177], zaŜ oddziağywanie 

z kwaŜnymi resztami aminokwasowymi SDDDM nie zostağy precyzyjnie zdefiniowane 

w Ũadnej ze struktur, mimo Ũe analiza biochemiczna wykazağa, Ũe motyw ten jest waŨny dla 

rozpoznawania rybosomu przez RTA i umoŨliwienia depurynacji [177ï179].  
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Ryc. 32. Model struktury kompleksu RTA z syntetycznym peptydem naŜladujŃcym C-koŒcowy 

element biağka P2 [177,180]. Panel lewy: kompleks peptydu obejmujŃcy 10 C-koŒcowych reszt 

aminokwasowych DDDMGFGLFD (kolor r·Ũowy) z RTA. Kolorem turkusowym przedstawiono 

strukturň RTA z wyszczeg·lnionymi strukturami Ŭ6, Ŭ7, Ŭ8, ɓ7 oraz ɓ8 formujŃcymi hydrofobowŃ 

kieszeŒ, kolorem niebieskim zobrazowano mapň gňstoŜci elektron·w dla peptydu C10-P2 wraz 

z poszczeg·lnymi elementami strukturalnymi peptydu zaznaczonego na kolor r·Ũowy. Panel 

prawy:  peptyd obejmujŃcy 6 C-koŒcowych reszt aminokwasowych GFGLFD (kolor niebieski) 

zwiŃzany ze strukturŃ kieszeni hydrofobowej RTA. RTA oznaczono kolorem zielonym, aminokwasy 

formujŃce kieszeŒ kolorem r·Ũowym, kluczowŃ dla aktywnoŜci RTA Leu232 oznaczono kolorem 

pomaraŒczowym. 

 

Pomimo wielu prac badawczych na temat struktury i funkcji biağek P oraz ich roli 

w oddziağywaniu z biağkami RIP, model interakcji miňdzy tymi biağkami nie jest jeszcze 

dobrze poznany. WiňkszoŜĺ analiz wykonano in vivo z wykorzystaniem mutant·w 

droŨdŨowych defektywnych w skğadzie biağek P, czy z wykorzystaniem eksperymentalnych 

ukğad·w in vitro stosujŃc w wiňkszoŜci syntetyczne peptydy jako elementy analityczne 

w badaniu oddziağywaŒ biağek P z biağkami RIP. Nieliczne analizy, jak badania 

z wykorzystaniem kompleks·w biağek P z droŨdŨy S. cerevisiae wykazağy, Ũe biağka P 

stanowiŃ kluczowy element w interakcji z biağkami RIP. Ponadto wykazano, Ũe biağka RIP 

(np. RTA) posiadajŃ bardzo wysokie powinowactwo w stosunku do biağek P w zakresie 

nanomolarnym, wskazujŃc na ponad przeciňtne powinowactwo biağek RIP do rybosomu. Jak 

dotŃd nie opracowano precyzyjnego modelu opisujŃcego oddziağywania biağek RIP 

z biağkami P, istnieje jedynie fragmentaryczny wglŃd w naturň tych oddziağywaŒ, czy to pod 

wzglňdem strukturalnym czy funkcjonalnym.  
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II.  CEL PRACY  

 Niniejsza praca doktorska jest kontynuacjŃ badaŒ prowadzonych w Katedrze 

Biologii Molekularnej, Wydziağu Biologii i Biotechnologii, UMCS. Podjňte badania dotyczŃ 

charakterystyki oddziağywaŒ miňdzy rybosomalnymi biağkami P formujŃcymi strukturň tzw. 

Ăkciukaò rybosomalnego, znajdujŃcego siň na duŨej podjednostce rybosomu, a katalityczna 

podjednostkŃ rycyny - RTA. Zasadniczym celem badawczym pracy byğo otrzymanie 

rekombinowanych biağek, tj. ludzkich rybosomalnych biağek P w formie dimeru oraz biağka 

RTA, wykorzystujŃc heterologiczny ukğad ekspresji oraz charakterystyka pod wzglňdem 

kinetycznym mechanizm·w rzŃdzŃcych oddziağywaniem miňdzy ludzkimi biağkami P 

a RTA.  

IstotŃ rozprawy jest: 

1. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie ludzkich biağek rybosomalnych P1, P2 

oraz ich form delecyjnych P1æC/P2æC, pozbawionych 16 reszt aminokwasowych 

na C - terminalnym koŒcu biağek P1 i P2;  

2. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie katalitycznej podjednostki rycyny ï 

RTA; 

3. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna otrzymanych rekombinowanych 

biağek z wykorzystaniem metod chromatograficznych, dichroizmu koğowego 

oraz spektrometrii mas. 

4. Analiza interakcji dimer·w biağek P1-P2 z katalitycznŃ podjednostkŃ rycyny za 

pomocŃ termoforezy mikroskalowej - MST oraz interferometrii bio-warstwowej 

- BLI. 
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III.  MATERIAĞY I METODY 

 

1. Manipulacje genetyczne  

Manipulacje genetyczne wykonano wedğug standardowych procedur [181]. 

Transformacjň kom·rek E. coli prowadzono z wykorzystaniem metody TSS [182]. Do 

trawienia i ğŃczenia fragment·w DNA wykorzystano zestaw enzym·w restrykcyjnych oraz 

ligazň T4 zgodnie z zaleceniami producenta (Fermentas). W celu wizualizacji oraz oceny 

iloŜci plazmidowego DNA przeprowadzono elektroforezň w Ũelu agarozowym o stňŨeniu 

agarozy 1,5 % z dodatkiem bromku etydyny w stňŨeniu 0,5 Õg/ml. ŧele przygotowano 

z uŨyciem ultraczystej agarozy (Prona), kt·rŃ rozpuszczano w buforze 1 x TAE (40 mM 

TrisïHCl, 1 mM EDTA pH 8,0). Pr·bki DNA zawieszano w buforze zawierajŃcym 30 % 

glicerolu oraz 0,1 % bromku etydyny i tak przygotowane nanoszono na Ũel. Elektroforezň 

prowadzono w buforze 1 x TAE przy stağym napiňciu 100 V. ŧele analizowano w Ŝwietle 

UV (ɚ280-312nm). WielkoŜĺ i iloŜĺ DNA oceniano poprzez analizň por·wnawczŃ 

intensywnoŜci prŃŨk·w DNA z intensywnoŜciŃ prŃŨk·w markerowych (Fermentas) DNA. 

 

1.1. Przygotowywanie konstrukt·w genetycznych ludzkich biağek P1/P2 i ich form 

delecyjnych P1æC/P2æC  

Fragmenty DNA, kodujŃce geny dla ludzkich biağek P1 i P2 oraz ich form delecyjnych 

P1æC/P2æC (tj. nie posiadajŃcych 16 C-koŒcowych aminokwas·w), amplifikowano metodŃ 

PCR (ang. polymerase chain reaction). WykorzystanŃ matrycŃ byğa biblioteka cDNA 

otrzymana na bazie kom·rek HeLa; amplifikacjň wykonano z wykorzystaniem polimerazy 

Pfu (Fermentas). Sekwencje nukleotydowe wykorzystanych starter·w zostağy 

przedstawione w Tabeli 1. Produkty reakcji PCR zostağy poddane trawieniu enzymami 

restrykcyjnymi EcoRI i BamHI, w celu wprowadzenia do wektora ekspresyjnego pT7-7, 

r·wnieŨ traktowanego powyŨszymi enzymami restrykcyjnymi. Wykorzystany wektor 

posiadağ kasetň genetycznŃ opornoŜci na ampicylinň, kt·ra zostağa wykorzystana jako 

marker selekcyjny (Ryc. 33). Sekwencje DNA zawierajŃce geny kodujŃce biağka P jak i RTA 

wszystkich otrzymanych konstrukt·w genetycznych zweryfikowano poddajŃc je 

sekwencjonowaniu DNA (usğuga komercyjna - firma Genomed S.A.).  
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Tabela 2. Sekwencje nukleotydowe starter·w wykorzystanych do amplifikacji fragment·w 

DNA kodujŃcych geny dla ludzkich biağek rybosomalnych P1, P2, P1æC oraz P2æC. PodkreŜleniem 

zaznaczono miejsca ciňcia dla enzym·w restrykcyjnych - kolorem czerwonym dla enzymu EcoRI, 

kolorem zielonym dla enzymu BamHI.  

 

Amplifikowane 

DNA dla biağka 

Nazwa 

startera 
Sekwencja nukleotydowa startera 

P1 
P1Fwd 5ô- GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTC -3ô 

P1Rvs 5ô- GCGGGATCCCATGTTATAAAAGAGGTTTAGTC -3ô 

P2 
P2Fwd 5ô- GCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT -3ô 

P2Rvs 5ô-GCG GGATCC ATCAAACAGGCCAAAGCCCATAT-3ô 

P1æC 
P1æCFwd 5ô- GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTC -3ô 

P1æCRvs 5ô-GCG GGATCCTTTCTTTGCTTCCACTTTC-3ô 

P2æC 
P2æCFwd 5ô- GCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT -3ô 

P2æCRvs 5ô-GCG GGATCC TTTTTCATCTTTTTTTTCTTC -3ô 
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Ryc. 33. Wektor ekspresyjny pT7-7. Kolorem zielonym zaznaczono kasetň opornoŜci na 

antybiotyk - ampicylinň (AmpR) oraz polilinker, miejsce klonowania (ang. multicloning site, MCS), 

kolorem Ũ·ğtym zaznaczono miejsce inicjacji procesu replikacji DNA (ang. origin, ori), kolorem 

niebieskim miejsce wiŃzania rybosomu (ang. Ribosome Binding Site, RBS); poniŨej schematu 

wektora pT7-7 pokazano sekwencjň MCS ze wskazanymi miejscami trawienia dla r·Ũnych enzym·w 

restrykcyjnych. Ramkami zaznaczono miejsca trawienia dla enzym·w restrykcyjnych 

wykorzystanych do przygotowania konstrukt·w genetycznych biağek P, odpowiednio: BamHI 

(ramka zielona) oraz EcoRI (ramka czerwona). 

 

2. Heterologiczna ekspresja ludzkich biağek P w Escherichia coli  

 HeterologicznŃ ekspresjň rekombinacyjnych biağek rybosomalnych przeprowadzono 

z wykorzystaniem szczepu E. coli: BL21(DE3). Genom szczep·w E. coli posiada 

zintegrowany gen polimerazy RNA faga T7 co zapewnia ekspresjň gen·w w uŨytych 

konstruktach genetycznych pod kontrolŃ promotora T7. Hodowlň kom·rek E. coli 

zawierajŃcych przygotowane konstrukty genetyczne prowadzono w objňtoŜci 100 ml 

poŨywki LB (ang. Luria-Broth). PoŨywkň zaszczepiono z wykorzystaniem pojedynczej, 
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wyselekcjonowanej kolonii bakterii posiadajŃcych w kom·rkach wğaŜciwy konstrukt 

genetyczny. Hodowla suplementowana byğa ampicylinŃ w stňŨeniu koŒcowym 100 Õg/ml. 

Hodowla startowa byğa prowadzona przez okres 12 h w temperaturze 37 ÁC. Nastňpnie 

z hodowli pobierano 10 ml zawiesiny do zaszczepienia wğaŜciwej hodowli ekspresyjnej, 

prowadzonej w objňtoŜci 1000 ml poŨywki LB z dodatkiem ampicyliny o stňŨeniu 100 

Õg/ml. Tak przygotowanŃ hodowlň prowadzono w temperaturze 37 ÁC w inkubatorze 

z wytrzŃsaniem (Innova 44, New Brunswick). W trakcie prowadzenia hodowli prowadzono 

pomiary gňstoŜci optycznej hodowli przy dğugoŜci fali 600 nm (OD600) w celu okreŜlenia 

dynamiki i gňstoŜci hodowli bakteryjnej. W momencie osiŃgniňcia OD600 na poziomie 0,8 

indukowano ekspresjň dodajŃc do hodowli induktora izopropylo-ɓ-D-tiogalaktopiranozydu 

(IPTG), do stňŨenia koŒcowego 1 mM. Po indukcji hodowlň kontynuowano przez kolejne 

4 h. Po tym czasie zawiesinň bakterii zebrano na drodze wirowania (5 min., 8 000xg, 4 ÁC), 

a nastňpnie uzyskane bakterie w formie osadu zawieszano w buforze PBS (137 mM NaCl, 

2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) i poddawano ponownemu 

wirowaniu, w tych samych warunkach, w celu usuniňcia pozostağoŜci poŨywki hodowlanej. 

Otrzymany osad zawieszono w buforze dezintegracyjnym (100 mM bufor fosforanowy pH 

7.6, 150 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 1 mM PMSF), a nastňpnie przeprowadzano 

dezintegracjň kom·rek bakteryjnych za pomocŃ ultradŦwiňk·w. Dezintegracjň prowadzono 

w temperaturze 4 ÁC. OtrzymanŃ zawiesinň wirowano (5 minut, 8 000xg, 4 ÜC) w celu 

usuniňcia niezdezintegrowanych kom·rek bakteryjnych. Poziom ekspresji poszczeg·lnych 

biağek rekombinowanych badano wykonujŃc analizň elektroforetycznŃ w warunkach 

denaturujŃcych (SDS-PAGE), nanoszŃc frakcjň biağek w iloŜci 20 Õg na Ũel 

poliakrylamidowym o stňŨeniu 13,8%. Analiza SDS-PAGE wykonywana byğa zgodnie ze 

standardowŃ procedurŃ [183]. 

 

3. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanego biağka P1 i formy 

delecyjnej P1æC 

 Dane literaturowe [184,185] oraz badania prowadzone w Katedrze Biologii 

Molekularnej UMCS dostarczyğy informacji o lokalizowaniu siň rekombinowanego 

ludzkiego biağka rybosomalnego P1 w nierozpuszczalnej frakcji biağek, zwanej frakcjŃ 

Ăciağek inkluzyjnychò - IB (ang. Inclusion Bodies). W celu oczyszczenia biağek P1 oraz jego 

formy delecyjnej P1æC przeprowadzono dezintegracjň kom·rek bakteryjnych za pomocŃ 
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ultradŦwiňk·w. Prowadzono jŃ w temperaturze 4 ÁC w 10 seriach, kaŨda trwajŃca 1 minutň, 

z zachowaniem 1 minutowych przerw. Procedura prowadzona byğa w buforze 

dezintegracyjnym o skğadzie: 100 mM bufor fosforanowy pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM  

2-merkaptoetanol, 1 mM PMSF. Zawiesinň bakterii po dezintegracji wirowano, 5 minut, 

8 000xg, 4 ÜC, w celu usuniňcia niezdezintegrowanych kom·rek bakteryjnych. Otrzymany 

supernatant ponownie poddano wirowaniu, 30 000xg, 30 minut w temperaturze 4 ÜC, co 

pozwoliğo na separacjň frakcji ciağek inkluzyjnych w formie osadu od rozpuszczalnej frakcji 

biağek. Osad zawierajŃcy ciağka inkluzyjne homogenizowano w buforze dezintegracyjnym 

z dodatkiem 2% Triton X-100 oraz 0,5 M NaCl, a nastňpnie wirowano (30 000xg,15 minut, 

4 ÁC). Tak przygotowana frakcji ciağek inkluzyjnych zostağa wykorzystana do formowania 

kompleks·w P1-P2. IloŜĺ biağka okreŜlono metodŃ Bradfordôs, z zastosowaniem 

komercyjnie dostňpnego odczynnika (Bio-Rad). UŨytym biağkiem referencyjnym byğa 

albumina surowicy bydlňcej (standard firmy Sigma).  

 

4. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanego biağka P2 i formy 

delecyjnej P2æC 

 Rekombinacyjne biağko P2 lokalizuje siň we tzw. frakcji biağek rozpuszczalnych 

w Ŝrodowisku wodnym [185]. Proces oczyszczania biağka P2 i jego formy delecyjnej 

prowadzono w tzw. warunkach natywnych, wykorzystujŃc jako materiağ wyjŜciowy frakcjň 

cytoplazmatycznŃ S30, kt·ra zostağa otrzymana na drodze wirowania r·Ũnicowego; 

w skr·cie, kom·rki dezintegrowano jak opisano powyŨej, a nastňpnie frakcjň 

cytoplazmatycznŃ poddawano dwuetapowemu wirowaniu: 30 000xg, 15 minut, 4 ÁC oraz 

100 000xg przez 2 godziny w temperaturze 4 ÁC. Otrzymano frakcjň rozpuszczalnych biağek 

zwanŃ frakcjŃ S100. UzyskanŃ frakcjň S100 poddawano ekstrakcji etanolowej. W tym celu 

frakcjň S100 mieszano w stosunku objňtoŜciowym 1:1 z buforem do ekstrakcji kwaŜnych 

biağek (bufor BP 0,5) o skğadzie: 10 mM Tris pH 7,4, 20 mM MgCl2, 3 mM  

ɓ-merkaptoetanol, 0,5 M NH4Cl. OtrzymanŃ mieszaninň inkubowano 5 minut 

w temperaturze 0 ÁC. W kolejnym kroku do mieszaniny dodano 1 objňtoŜĺ zimnego 96 % 

etanolu i inkubowano w temperaturze 0 ÁC przez 10 minut. Po czasie inkubacji ponownie 

dodano 1 objňtoŜĺ zimnego 96 % etanolu. Tak uzyskanŃ mieszaninň poddano wirowaniu: 

10 000xg, 15 minut, 4 ÁC. Otrzymany supernatant dializowano przez 12 godzin 
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w temperaturze 4 ÁC wobec buforu o skğadzie: 25 mM TRIS pH 7,5, 10 mM MgCl2, 10 mM 

NaCl, 5 mM ɓ-merkaptoetanol, 0,5 mM PMSF.  

 Uzyskany preparat poddano oczyszczaniu metodŃ chromatografii jonowymiennej na 

kolumnie jonowymiennej ResourceQ o pojemnoŜci 1 ml w systemie FPLC Akta Purifier, 

Pharmacia Biotech. Podobnie jak w przypadku biağka P1 poziom oczyszczenia uzyskanego 

preparatu oraz wczeŜniej otrzymanych w toku oczyszczania frakcji, oceniono na podstawie 

obrazu elektroforetycznego SDS-PAGE.  

 

5. Formowanie kompleks·w biağek P 

Formowanie kompleks·w biağkowych odbyğo siň wedğug wczeŜniej opracowanych 

metod, na drodze wsp·lnej denaturacji i renaturacji [106,109,184]. Do procesu denaturacji 

wykorzystano metodň dializy w buforze denaturujŃcym zawierajŃcym 50 mM Tris-HCl, pH 

7,5 oraz 6 M chlorowodorek guanidyny (Gdn-HCl) z dodatkowŃ suplementacjŃ 10 mM 

DTT. Dializa prowadzona byğa przez 12 h. 

W kolejnym kroku ğŃczono biağka P1 i P2 oraz ich formy delecyjne, w stosunku 

molowym odpowiednio 3:1, w nastňpujŃce kompleksy: 

¶ Heterodimer P1-P2 

¶ Heterodimer P1æC-P2 

¶ Heterodimer P1-P2æC 

¶ Homodimer P2-P2 (kompleks tworzŃcy siň spontanicznie przy braku biağka P1 

w roztworze) 

¶ Heterodimer P1æC-P2æC 

¶ Homodimer P2æC- P2æC 

Po poğŃczeniu odpowiednich biağek poddawano je wsp·lnej renaturacji przy pomocy dializy 

wobec buforu renaturujŃcego o skğadzie: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM KCl i 5 mM 

MgCl2. W trakcie dializy obserwowano powstawanie agregat·w niespecyficznie wiŃŨŃcych 

siň biağek. Usuwano je na drodze wirowania przy 30 000xg przez 15 minut. Tak uzyskane 

kompleksy biağkowe poddawano analizie metodŃ SDS-PAGE, a nastňpnie oczyszczano 

metodŃ sita molekularnego na kolumnie Superose 12, HR 10/30. Oczyszczone, specyficzne 
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kompleksy biağkowe wykorzystywano bezpoŜrednio do kolejnych, zaplanowanych analiz 

bŃdŦ zamraŨano w ciekğym azocie i przechowywano w temperaturze -80 ÜC.  

 

6. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie aktywnej katalitycznie 

podjednostki rycyny (RTA) 

 Do nadekspresji katalitycznej podjednostki RTA wykorzystano konstrukt 

genetyczny udostňpniony przez Prof. Nilgun Tumer (Department of Plant Biology, Rutgers 

SEBS). Konstrukt z katalityczŃ podjednostkŃ rycyny oparty byğ o wektor ekspresyjny pET32 

(a) + (Novagen), kt·ry jest wektorem dedyowanym do klonowania i ekspresji na wysokim 

poziomie sekwencji peptydowych poğŃczonych z biağkiem tioredoksyny 109aa Trx-Tag. 

Miejsca klonowania wykorzystanego wektora sŃ takŨe dostňpne do produkcji biağek 

fuzyjnych zawierajŃcych sekwencje His-Tag i S -Tag do wykrywania i oczyszczania. Do 

wektora klonowano gen kodujŃcy podjednostkň RTA z doğŃczonŃ do N-terminalnego koŒca 

sekwencjŃ etykietki histydynowej 10xHis-Tag, kt·ra usprawniğa p·Ŧniejszy proces 

oczyszczania. Markerem selekcyjnym wektora byğ gen kodujŃcy kasetň opornoŜci na 

kanamycynň (KamR) oraz dodatkowŃ etykietkň 10xHis doğŃczonŃ do C-terminalnego koŒca. 

 HeterologicznŃ ekspresjň katalitycznej podjednostki rycyny prowadzono 

w kom·rkach szczepu E.coli BL21(DE3)RIL analogicznie do nadprodukcji biağek P. 

Uzyskany produkt ï biağko RTA, oczyszczano metodŃ chromatografii powinowactwa na 

zğoŨu niklowym (Ni-NTA, Qiagen). W tym celu kom·rki bakteryjne posiadajŃce plazmid 

niosŃcy gen RTA-10xHis dezintegrowano przy pomocy ultradŦwiňk·w w buforze 

zawierajŃcym 20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 10 % glicerol, 1 mM PMSF 

oraz 5 mM DTT (bufor A zestawu Qiagen). Tym samym buforem wykonano kalibracjň zğoŨa 

Ni-NTA w stosunku objňtoŜciowo-objňtoŜciowym 10:1. Kalibracjň zğoŨa powt·rzono 

trzykrotnie.  

 W kolejnym etapie zawiesinň wirowano (30 000xg, 15minut), zaŜ osad zawierajŃcy 

lizat kom·rek odrzucano. Supernatant mieszano nastňpnie z Tritonem X-100 do koŒcowego 

stňŨenia 1 %, a otrzymanŃ mieszaninň inkubowano w temperaturze 0 ÜC na wytrzŃsarce 

koğyskowej przez 40 minut Po tym czasie roztw·r wirowano (200 000xg/45 min./0 ÜC) zaŜ 

otrzymanŃ frakcjň supernatantu nanoszono na wczeŜniej przygotowane zğoŨe niklowe 

i poddawano inkubacji w temperaturze 0 ÜC, na wytrzŃsarce koğyskowej przez 30 minut. Po 
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delikatnym zwirowaniu zğoŨa (8 000xg, 40 sec), supernatant zbierano do koŒcowych analiz 

elektroforetycznych, natomiast osad zawierajŃcy zğoŨe niklowe z zaabsorbowanym biağkiem 

RTA-10xHis poddawano serii pğukaŒ w celu pozbycia siň niespecyficznie zwiŃzanych 

biağek. Do tego celu wykorzystano bufor o skğadzie: 20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 20 mM 

imidazol, 10 % glicerol (bufor B zestawu Qiagen). Otrzymane frakcje kolekcjonowano do 

koŒcowych analiz metodŃ SDS-PAGE. Finalnym etapem oczyszczania RTA-10xHis byğa 

elucja biağka ze zğoŨa wobec buforu o wysokiej zawartoŜci imidazolu jako czynnika 

elucyjnego (20 mM TRIS, 500 mM NaCl, 400 mM imidazol, 10 % glicerol; bufor C zestawu 

Qiagen). Schemat najwaŨniejszych etap·w oczyszczania zamieszono na Ryc. 34.  

 

Ryc. 34. Schemat przedstawiajŃcy etapy preparatyki biağka RTA-10xHis z wykorzystaniem 

metody chromatografii powinowactwa.  

 

Supernatant uzyskany po odwirowaniu zğoŨa niklowego (8 000xg, 40 sec), mierzono pod 

kŃtem stňŨenia biağka (Bradford) i analizowano na 12 % Ũelu poliakrylamidowym 

w warunkach denaturujŃcych razem z frakcjami uzyskiwanymi na poszczeg·lnych etapach 

oczyszczania.  

W procesie oczyszczania wykorzystano chromatografiň powinowactwa z uwagi na 

obecnoŜĺ etyietki histydynowej. Wyb·r zğoŨa niklowego podyktowany zostağ faktem 

selektywnego wiŃzania siň reszt histydyn pochodzŃcych z etykietki znajdujŃcej siň na  

N-koŒcowej czňŜci sekwencji genetycznej konstruktu, do jon·w niklu.  
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7. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna otrzymanych biağek 

rekombinowanych 

 

7.1. Chromatografia sŃczenia/sita molekularnego 

 Chromatografia cieczowa na Ũelu Sephadex, okreŜlana teŨ jako sŃczenie 

molekularne, chromatografia sita molekularnego czy teŨ filtracja Ũelowa, jest technikŃ 

umoŨliwiajŃcŃ analityczny bŃdŦ preparatywny rozdziağ substancji r·ŨniŃcych siň masŃ 

czŃsteczkowŃ. Sephadex jest handlowŃ nazwŃ zğoŨa stanowiŃcego poprzecznie usieciowane 

ğaŒcuchy dekstranu. ŧel ten ma postaĺ granulek o Ŝrednicy 10-300 Õm, kt·re w zaleŨnoŜci 

od usieciowienia, r·ŨniŃ siň zdolnoŜciŃ wchğaniania wody. Cecha ta decyduje 

o wğaŜciwoŜciach rozdzielczych Ũelu. StopieŒ usieciowienia zğoŨa okreŜla cyfra znajdujŃca 

siň przy duŨej literze "G" (od G-10 do G-200), przy czym im wiňksza cyfra tym niŨsze 

usieciowienie. CzŃsteczki wiňksze niŨ pory napňczniağych ziaren Ũelu nie mogŃ penetrowaĺ 

do ich wnňtrza, a wiňc przepğywajŃ wraz z fazŃ ruchomŃ i sŃ eluowane jako pierwsze. 

Mniejsze czŃsteczki wnikajŃce w r·Ũnym stopniu do wnňtrza granulek Ũelu, w zaleŨnoŜci od 

swego ksztağtu i rozmiaru, eluowane sŃ w kolejnoŜci zmniejszania siň ich masy 

czŃsteczkowej. 

 Chromatografiň sita molekularnego wykonano przy pomocy systemu FPLC  kta 

Purifier firmy GE Healthcare Life Science. Wykorzystano kolumnň Superose 12 HR 10/30. 

W celu uzyskania warunk·w natywnych kolumna byğa r·wnowaŨona buforem 

o nastňpujŃcym skğadzie: 50 mM TrisïHCl, pH 7,5, 150 mM NaCl,10 mM MgCl2, natomiast 

przy prowadzeniu doŜwiadczenia w warunkach denaturujŃcych powyŨszy bufor jak i badanŃ 

pr·bkň suplementowano 8 M mocznikiem. SzybkoŜĺ przepğywu wynosiğa 0,2 ml/min. Profil 

elucji biağka monitorowano przy 280 nm i analizowano za pomocŃ programu UNICORN 

v. 4.0 dostarczonego przez systemem FPLC. 

 

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

 W celu analizy struktury drugorzňdowej badanych biağek wykorzystano metodň 

dichroizmu koğowego (ang. Circular Dichroism, CD). Jest to metoda spektroskopowa 

sğuŨŃca m.in. do obserwacji procesu rozfağdowywania/defoldingu i ponownego fağdowania 
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siň biağek pod wpğywem m.in. czynnika termicznego. Wyniki analiz sğuŨŃ do okreŜlenia 

entalpii vanôt Hoffa (æH) i entropii (æS) procesu rozfağdowywania. Analizy widm CD, 

uzyskanych jako efekt czynnika termicznego, umoŨliwiajŃ r·wnieŨ okreŜlenie punktu, tzw. 

melting point, bňdŃcego punktem poŜrednim pomiňdzy stanem natywnym a stanem 

zdenaturowanym biağek [186].  

 Pomiary dichroizmu koğowego (CD) wykonywano przy uŨyciu spektropolarymetru 

Chirascan Plus Spectrometer (Applied Photophysics, U.K.). Do doŜwiadczeŒ wykorzystano 

bufor o skğadzie: 50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2. BezpoŜrednio przed 

pomiarem roztwory biağek odwirowywano przy prňdkoŜci 15 000xg przez 15 minut w celu 

usuniňcia ewentualnych agregat·w oraz wytrŃconych z roztworu biağek. Pomiary CD 

prowadzone byğy w temperaturze 25 ÜC. StňŨenie analizowanych biağek okreŜlono na 

podstawie absorbancji przy 280 nm, stosujŃc wsp·ğczynnik ekstynkcji dla kaŨdego 

kompleksu biağkowego. Pomiary prowadzono przy nastňpujŃcych parametrach: 

¶ szybkoŜciŃ rejestrowania danych: 60 nm/min.,  

¶ szczelinia 1 nm, zakres 200 - 250 nm,  

¶ kuweta o drodze optycznej 0,2 cm.  

KaŨde z widm rejestrowano w trzech powt·rzeniach, a nastňpnie uzyskane wartoŜci 

uŜredniano. Uzyskiwany sygnağ przeliczano nastňpnie na eliptycznoŜĺ molowŃ [Ū] (deg cm2 

dmol-1), wedğug zaleŨnoŜci: 

ɡ 
 ɡ ÏÂÓ

ρπ  Î  Ì  Ã
 

gdzie: 

[Ū obs] to eliptycznoŜĺ wyraŨona w mdeg,  

c - stňŨenie molowe (mol/dm3), 

l - dğugoŜĺ drogi optycznej w cm,  

n - iloŜĺ reszt aminokwasowych badanego biağka. 

Zarejestrowane widma analizowano przy pomocy oprogramowania Grams/AI (Thermo 

Scientific).  

 



66 

 

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

 Analizy termostabilnoŜci kompleks·w biağkowych zostağy przeprowadzone 

z wykorzystaniem zaawansowanej techniki skaningowej fluorymetrii nano-r·Ũnicowej. 

Technika ta opiera siň na detekcji najmniejszych zmian fluorescencji aminokwas·w 

aromatycznych (gğ·wnie tryptofanu) obecnych w biağkach. Podstawami fluorymetrycznej 

analizy fağdowania biağek bez wykorzystania znacznik·w sŃ wğaŜciwoŜci fluorescencyjne 

tryptofanu. Tryptofan jest aminokwasem hydrofobowym, znajdujŃcym siň gğ·wnie w tzw. 

hydrofobowym rdzeniu biağek, gdzie jest osğoniňty przed otaczajŃcym go wodnym 

rozpuszczalnikiem. Jednak po denaturacji biağka, skutkujŃcej Ărozwiniňciemò jego 

struktury, tryptofan zostaje odsğoniňty, co zmienia jego wğaŜciwoŜci fotofizyczne. 

WykrywajŃc zmiany w intensywnoŜci fluorescencji tryptofanu i przesuniňcie jego piku 

emisji, moŨliwe byğo precyzyjne okreŜlenie momentu przejŜcia biağka ze stanu natywnego 

do stanu rozfağdowanego. Wykorzystane urzŃdzenie, Prometheus NT.48, umoŨliwiğo 

zarejestrowanie wewnňtrznych zmian fluorescencji biağek po ich termicznej lub chemicznej 

denaturacji. UrzŃdzenie to monitoruje przesuniňcie wewnňtrznej fluorescencji tryptofanu 

biağek po ich rozwiniňciu przez pomiar fluorescencji przy dğugoŜci fali 330 i 350 nm. W celu 

okreŜlenia temperatury topnienia biağka tj. stanu, w kt·rym poğowa biağka jest w stanie 

natywnym, a druga poğowa jest w stanie zdenaturowanym wykorzystano stosunek 

intensywnoŜci fluorescencji F350/F330 i wyliczenie punktu topnienia poszczeg·lnych 

kompleks·w.  

Charakterystykň stabilnoŜci termicznej wykonano poprzez obserwacjň i zapis widm 

zmian eliptycznoŜci przy stağej dğugoŜci fali 222 nm (ze wzglňdu na Ŭ-helikalny typ budowy 

strukturalnej biağek P [187]) w zakresie temperatur 20-90ÁC, przy wsp·ğczynniku wzrostu 

temperatury na poziomie 0,5 ÁC/min. Pomiar wykonywano w kuwecie o drodze optycznej 

1 mm z wykorzystaniem biağka w stňŨeniu 50 Õg/ml. Po schğodzeniu badanych pr·bek 

analizowano odwracalnoŜĺ 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 

pozwalajŃca na dokğadny pomiar stosunku masy do ğadunku elektrycznego jonu, co, przy 
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znanym ğadunku jonu, pozwala obliczyĺ masň z dokğadnoŜciŃ do pojedynczych atom·w. 

WykorzystujŃc ğagodne warunki jonizacji, moŨliwym byğo uzyskanie informacji 

strukturalnych o kompleksach biağkowych poprzez analizň ich stechiometrii oraz 

wzajemnych oddziağywaŒ. Metoda ta, pozwala takŨe badaĺ niekonwalencyjne 

oddziağywania miňdzy biağkami tworzŃcymi kompleks jednoczeŜnie umoŨliwiajŃc badanie 

ich stabilnoŜci strukturalnej [188]. 

 Wszystkie kompleksy biağek analizowane byğy z uŨyciem spektrometru mas 

SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometer (Waters, Manchester, U.K.). 

Eksperymenty prowadzono przy zmianach dw·ch podstawowych parametr·w: napiňcia 

przyğoŨonego do kapilary (w zakresie od 80 do 140V) oraz napiňcia w komorze kolizyjnej 

(w zakresie od 20 do 160V). TuŨ przed wğaŜciwŃ analizŃ kompleksy biağkowe byğy poddane 

dializie wobec 200 mM buforu octanu amonu o pH 7,5 z wykorzystaniem kolumn 

chromatograficznych Micro Bio-Spin (Bio-Rad). Tak przygotowane roztwory biağek 

w iloŜci 2 ÕL wprowadzano do spektrometru przy pomocy nanoprzepğywowych kapilar 

w nastňpujŃcych warunkach: 

¶ Napiňcie przyğoŨone do kapilar ï 1.2kV 

¶ Napiňcie w komorze kolizyjnej ï 120V 

¶ Source offset ï 20V 

¶ Temperatura - 25ÜC 

MaksymalnŃ entropiň (MaxEnt, Waters) dekonwolucji zastosowano do danych 

elektrorozpylania w celu ponownego obliczenia istniejŃcych mas w fazie gazowej. 

 

8. Analiza interakcji dimer·w biağek P1-P2 z katalitycznŃ podjednostkŃ 

rycyny (RTA) 

W celu zbadania interakcji pomiňdzy dimerami ludzkich biağek P a biağkiem 

rekombinowanym RTA-10xHis wykorzystano nowatorskŃ metodň termoforezy 

mikroskalowej (ang. Microscale Thermophoresis, MST) oraz metodň interferometrii  

bio-warstwowej (ang. bio-layer interferometry, BLI). 
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8.1. Termoforeza mikroskalowa (Microscale Thermophoresis, MST). 

 Termoforeza mikroskalowa jest szybkŃ i precyzyjnŃ metodŃ iloŜciowej oceny 

interakcji zachodzŃcych pomiňdzy biomolekuğami. Fundamentem termoforezy jest ruch 

czŃstek pod wpğywem gradientu temperatur, bňdŃcym ŜciŜle zaleŨnym od wğaŜciwoŜci 

molekularnych czŃsteczki takich jak wielkoŜĺ, ğadunek czy otoczka hydratacyjna. Jest to 

metoda bardzo czuğa na zmiany na poziomie molekularnym, co pozwala na precyzyjnŃ 

obserwacjň proces·w zaleŨnych od wielkoŜci bŃdŦ struktury badanej czŃstki [189]. Ponadto 

pozwala ona takŨe na poznanie mechanizmu, a w perspektywie modelu molekularnego 

interakcji pomiňdzy biomolekuğami oraz okreŜlenie termodynamiki i stechiometrii tej 

reakcji. Za indukcjň gradientu temperaturowego odpowiedzialny jest laser podczerwieni, 

oddziağywujŃcy na kapilary z badanymi pr·bkami. Dyfundowanie czŃsteczek z obszaru 

wpğywu lasera poza granice jego oddziağywania jest wykrywane i oceniane iloŜciowo za 

pomocŃ pomiaru fluorescencji kowalentnie doğŃczonych bŃdŦ wewnňtrznych fluorofor·w 

(Ryc. 35). 

 

 

Ryc. 35. Schemat przedstawiajŃcy optykň urzŃdzenia MST [190]. a. Termoforeza rejestrowana 

jest w 16 kapilarach o pojemnoŜci okoğo 4 Õl. Fluorescencja jest wzbudzana za pomocŃ lasera 

podczerwieni i rejestrowana przy pomocy tego samego obiektywu. b. Typowy sygnağy pomiaru 

termoforetycznego. PoczŃtkowo czŃsteczki sŃ rozmieszczone homogennie i wykazujŃ stağy poziom 

Ăfluorescencji poczŃtkowejò. W pierwszych sekundach po aktywowaniu lasera podczerwieni 

(wğŃczenie) obserwowany jest skok temperatury, tzw. T-jump, kt·ry jest miarŃ nagğej zmiany 

wğaŜciwoŜci fluorofor·w zwiŃzanŃ z gwağtownŃ zmianŃ temperatury. Nastňpnie obserwowane jest 

termoforetyczne przemieszczanie siň wyznakowanych fluorescencyjnie czŃsteczek poza granice 

obszaru poddawanego wzrostowi temperatury. Pomiar termoforetyczny prowadzony jest przez 30 

sekund. Po tym czasie, laser jest wyğŃczany i rejestrowany jest tzw. odwr·cony T-jump, 

spowodowany dyfuzjŃ zwrotnŃ czŃsteczek. 
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 Pomiary termoforetyczne wykonano przy uŨyciu systemu Monolith NT.115 Series 

(NanoTemper Technologist). W przeprowadzonym eksperymencie znakowanŃ molekuğŃ 

byğo oczyszczone biağko RTA. Zostağo ono przygotowane zgodnie z instrukcjŃ producenta, 

przy pomocy zestawu odczynnik·w Monolith NTÊ RED NHS NT647 dedykowanego do 

urzŃdzenia Monolith NTÊ (NanoTemper Technologies). Wykorzystano do tego celu 

barwnik NT-647 NHS. Jest to barwnik o budowie NHS-estru, kt·ry wydajnie reaguje 

z aminami pierwszorzňdowymi biağek, tworzŃc wysoko stabilny koniugat barwnik-biağko. 

Grupy aminowe znajdujŃ siň m.in. w resztach lizyny, kt·re sŃ zazwyczaj ğatwo dostňpne dla 

rozpuszczalnik·w, a co za tym idzie odpowiednie do reakcji znakowania. Barwnik wykazuje 

poziom ekscytacji i maksima emisji przy dğugoŜci fali okoğo 650 i 670 nm.  

 Stosunek barwnika fluorescencyjnego do biağka zostağ oznaczony przy pomocy 

pomiaru fotometrycznego przy dğugoŜci fali 650 nm oraz 280 nm. Z uwagi na fakt 

powinowactwa barwnika do pierwszorzňdowych amin bufor reakcyjny nie m·gğ on zawieraĺ 

zwiŃzk·w takich jak TRIS, glicyna, etanolamina czy glutation. NiepoŨŃdanym skğadnikiem 

byğ takŨe imidazol. Z tego wzglňdu przed rozpoczňciem znakowania czŃsteczki RTA 

niezbňdnym byğo przeprowadzenie reakcji wymiany buforu. W tym celu reakcja znakowania 

zostağa poprzedzona krokiem A z protokoğu producenta (Step A: Buffer Exchange). 

 Nastňpnie dostosowano stňŨenie tak przygotowanego roztworu zawierajŃcego biağko 

RTA do poziomu 20 nM wykorzystujŃc do serii rozcieŒczeŒ bufor do znakowania, tak aby 

finalnie otrzymaĺ 100 Õl roztworu biağka. MolarnoŜĺ pr·bki wyliczono przy pomocy wzoru: 

 c (Protein) [Mol/l] 
   Ⱦ  

  
 

Przygotowany roztw·r biağka ğŃczono nastňpnie z roztworem barwnika fluorescencyjnego 

o stňŨeniu 40 nM, w stosunku 1:2, otrzymujŃc finalnie mieszaninň o objňtoŜci 200 Õl. Tak 

przygotowanŃ pr·bkň inkubowano przez 30 minut bez dostňpu Ŝwiatğa. W miňdzyczasie 

przygotowywano seriň 16 dwukrotnych rozcieŒczeŒ, nieznakowanych w tej wersji 

eksperymentu, dimer·w biağek P1-P2. Do tak przygotowanych roztwor·w dimer·w 

dodawano po 10 Õl wyznakowanego biağka RTA do 20 Õl finalnej objňtoŜci mieszaniny oraz 

o stňŨeniu biağek zaczynajŃc od 50, a koŒczŃc na 100 ɛM. 

 Pomiary wykonano w temperaturze 25 ÁC i przy parametrach wyğŃczenia/wğŃczenia/ 

ponownego wyğŃczenia lasera odpowiednio 5/30/5 sekund. Parametry urzŃdzenia zostağy 

ustawione na 90% mocy diody LED oraz 20 % mocy termoforezy mikroskalowej (MST). 
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 Analizň termoforezy oraz zmiany wğaŜciwoŜci fluorofor·w wywoğanŃ nagğym 

skokiem temperatury (T-jump) wykonano za pomocŃ oprogramowania doğŃczonego do 

urzŃdzenia (NanoTemperôs NT analysis software; version 1.5.41). Zmiana termoforezy 

zostağa wyraŨona jako zmiana znormalizowanej fluorescencji (ȹFnorm), kt·ra jest 

zdefiniowana jako stosunek fluorescencji w fazie Fhot/Fcold (wartoŜci F odpowiadajŃ 

Ŝrednim wartoŜciom fluorescencji miňdzy zdefiniowanymi obszarami oznaczonymi na 

Ryc. 36, odpowiednio czerwonymi i niebieskimi kursorami). 

 

 

Rys 36. Typowy eksperyment termoforezy. Termoforetyczny ruch czŃsteczki fluorescencyjnej 

w stanie ĂniezwiŃzanymò (unbounded), zaznaczony kolorem czarnym, zmienia siň po zwiŃzaniu 

z niefluorescencyjnym ligandem (bounded) co pokazuje krzywa zaznaczona kolorem czerwonym 

(panel lewy). Na potrzeby analizy zmianň termoforezy wyraŨa siň jako zmianň znormalizowanej 

fluorescencji (ȹFnorm), kt·ra jest zdefiniowana stosunek jako Fhot/Fcold (wartoŜci F odpowiadajŃ 

Ŝrednim wartoŜciom fluorescencji miňdzy zdefiniowanymi obszarami zaznaczonymi odpowiednio 

czerwonymi i niebieskimi kursorami). Miareczkowanie niefluorescencyjnego ligandu powoduje 

stopniowŃ zmianň termoforezy, kt·ra jest wykreŜlana jako zmiana fluorescencji normalizowanej 

(ȹFnorm) w celu uzyskania krzywej wiŃzania niezbňdnej do okreŜlenia stağej dysocjacji wiŃzania 

(KD), (panel prawy) [190]. 

 

Serie kolejnych rozcieŒczeŒ niefluorescencyjnego ligandu spowodowağy stopniowŃ 

zmianň termoforezy, kt·ra zostağa wykreŜlona jako ȹFnorm w celu uzyskania krzywej 

niezbňdnej do wyliczenia stağej dysocjacji wiŃzania (KD) (Ryc. 36, panel prawy).  

 

8.2. Interferometria bio -warstwowa BLI  

 Interferometria bio-warstwowa (ang. bio-layer interferometry, BLI) to technologia 

pozwalajŃca na pomiar interakcji miňdzyczŃsteczkowych bez koniecznoŜci ich znakowania. 

Jest to optyczna technika analityczna, kt·ra pozwala na zarejestrowanie w czasie 
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rzeczywistym zmian interferencji Ŝwiatğa biağego odbitego od dw·ch powierzchni: warstwy 

unieruchomionego biağka na koŒc·wce biosensora i wewnňtrznej warstwy odniesienia. 

Immobilizowany na powierzchni biosensora ligand jest inkubowany w roztworze analitu. 

Wzajemne oddziağywanie ligandu i analitu powoduje zmianň gruboŜci warstwy na 

powierzchni sensora, co skutkuje przesuniňciem wzorca interferencji Ŝwiatğa odbitego. Na 

podstawie przesuniňcia dğugoŜci fali w czasie wykreŜlane sŃ tzw. krzywe kinetyczne, kt·re 

umoŨliwiajŃ analizň kinetyki interakcji miňdzyczŃsteczkowych (Ryc. 37).  

 

Ryc. 37. Schemat przetwarzania sygnağu w metodzie interferometrii bio-warstwowej [191].  

 

Pomiar kinetyki reakcji badanych czŃsteczek przebiegağ w kilku etapach. Pierwszym 

etapem byğo r·wnowaŨenie biosensora poprzez inkubacjň w buforze, majŃce na celu 

stabilizacjň poczŃtkowego sygnağu. Nastňpnie, w tzw. etapie ğadowania, do powierzchni 

sensora przyğŃczany byğ ligand. W kolejnym kroku sensory przenoszono do studzienek 

z buforem w celu odpğukania niespecyficzne zwiŃzanych czŃsteczek. Na etapie asocjacji 

zachodziğa wğaŜciwa interakcja liganda z analitem. Dysocjacja, czyli ostatni etap, 

obejmowağa odğŃczenie analitu od czŃsteczek immobilizowanego liganda (Ryc. 38).  
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Ryc. 38. Sensogram przedstawiajŃcy poszczeg·lne etapy eksperymentu przeprowadzonego 
z zastosowaniem techniki BLI [191].  

 

Kluczowymi parametrami kinetycznymi, kt·rych analizň umoŨliwia technika BLI sŃ 

szybkoŜĺ asocjacji (kon) oraz szybkoŜĺ dysocjacji (koff). SzybkoŜĺ asocjacji okreŜla iloŜĺ 

kompleks·w ligand-analit powstajŃcych w czasie 1 s przy uŨyciu 1-molarnego stňŨenia 

roztworu analitu. SzybkoŜĺ dysocjacji okreŜla stabilnoŜĺ powstağych kompleks·w, poprzez 

dostarczenie informacji o iloŜci kompleks·w ulegajŃcych dysocjacji w czasie 1 s. WartoŜĺ 

stağej powinowactwa (KD) jest ilorazem stağej asocjacji i stağej dysocjacji, wyraŨanym 

w molach. Do jej obliczenia wykorzystywany jest nastňpujŃcy wz·r:  

 

+
Ë

Ë
 

 

Pomiary oddziağywania kompleks·w ludzkich biağek rybosomalnych z RTA metodŃ BLI 

wykonano wykorzystujŃc urzŃdzenie Octet96-RED (Pall ForteBio). W pierwszym etapie 

ustalono optymalne stňŨenie RTA niezbňdne do wysycenia sensora. W tym celu pğytkň  

96-doğkowŃ uzupeğniono wedğug nastňpujŃcego schematu: w doğkach od 1A do 1C umieszczono 

bufor do BLI (20 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2 ), natomiast doğki od 2A 

do 2C uzupeğniono szeregiem dwukrotnych rozcieŒczeŒ RTA w buforze do BLI (w zakresie od 

0,06 mg/ml do 0,015 mg/ml). W doğkach od 3A do 3C umieszczono bufor do BLI z dodatkiem 

0,01 % Tween-20, zaŜ w doğkach od 4A do 4C umieszczono preparat dimeru P1-P2 o stňŨeniu 

1 ÕM w buforze do BLI  z 0,01 % Tween-20. KoŒcowa objňtoŜĺ mieszanin reakcyjnych 
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w kaŨdym doğku wynosiğa 200 ɛl. Przed pomiarami sensory poddano hydratacji, poprzez  

10-minutowŃ inkubacjň w buforze do BLI przy jednoczesnym wytrzŃsaniu przy 1000 rpm. 

Adekwatnie do powyŨszej procedury wykonano kolejne analizy z pozostağymi kompleksami. 

Optymalizacja stňŨenia czŃsteczki RTA przebiegğa w 5 etapach : 

1. r·wnowaŨenie sensora (60 s, doğki 1A-1C),  

2. ğadowanie RTA (10 s, doğki 2A-2C),  

3. r·wnowaŨenie sensora (50 s, 3A-3C),  

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

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

BazujŃc na uzyskanym sensogramie do dalszych badaŒ wybrano stňŨenie 0,06 mg/ml RTA, 

kt·re zapewniağo optymalny poziom wysycenia biosensora ligandem. 

WğaŜciwŃ analizň interakcji RTA z kompleksami biağek P1-P2 przeprowadzono na pğytce 

96-doğkowej, przy uŨyciu biosensora Ni-NTA, wedğug nastňpujŃcego schematu:  

¶ doğki od 1A do 1H uzupeğniono buforem do BLI,  

¶ doğki od 2A do 2H roztworem RTA o stňŨeniu 0,06 mg/ml,  

¶ doğki od 3A do 3H buforem do BLI z dodatkiem 0,01 % Tween,  

¶ doğki od 4A do 4H szeregiem siedmiu 2-krotnych rozcieŒczeŒ odpowiedniego 

kompleksu biağkowego z dodatkiem 0,01 % Tween, rozpoczynajŃc od stňŨenia 

900nM, koŒczŃc na buforze do BLI z dodatkiem 0,01 % Tween,  

W analizie wykorzystano dwa rzňdy biosensor·w, przy czym drugi rzŃd miağ charakter 

referencyjny, tj. etap ğadowania sensor·w ligandem zastŃpiono inkubacjŃ w buforze. 

Podobnie jak w przypadku optymalizacji stňŨenia czŃsteczek RTA przed analizŃ wykonano 

hydratacjň sensora. Eksperyment skğadağ siň z nastňpujŃcych etap·w: 

 

1. r·wnowaŨenie sensora (60 s, doğki 1A-1H), 

2. ğadowanie RTA (100 s, doğki 2A-2H), 

3. r·wnowaŨenie sensora (50 s, doğki 3A-3H), 

4. asocjacja kompleksu biağkowego (160 s, doğki 4A-4H), 

5. dysocjacja (600 s, doğki 3A-3H), 
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Otrzymane krzywe analizowano przy uŨyciu programu Data Analysis v. 9.0. Do 

otrzymanych krzywych kinetycznych dopasowano matematyczny model wiŃzania 

odpowiadajŃcy interakcji w stosunku 1:1. Analizie poddano etap asocjacji i dysocjacji, 

stosujŃc tzw. global fitting. Podczas analizy zastosowano podw·jnŃ referencjň w celu 

odjňcia sygnağu pochodzŃcego z buforu (studzienka referencyjna 4H) oraz od czŃsteczek 

analitu niespecyficznie wiŃŨŃcych siň na powierzchni biosensora (sensory referencyjne). Do 

obliczenia parametr·w kinetycznych wybrano krzywe o najlepszym dopasowaniu, czyli 

o najwyŨszym wskaŦniku R2. 
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IV.  WYNIKI  

Przedmiotem badaŒ w niniejszej rozprawie jest charakterystyka oddziağywaŒ 

heterodimer·w biağek rybosomalnych P1-P2 z katalitycznŃ podjednostkŃ rycyny - RTA, 

a przede wszystkim okreŜlenie znaczenia konserwatywnego C-koŒcowego elementu biağek 

P1-P2 w interakcji z RTA. W tym celu, wykorzystano przygotowane w Katedrze Biologii 

Molekularnej konstrukty genetyczne pozwalajŃce na heterologicznŃ ekspresjň ludzkich 

rybosomalnych biağek P [184]; w zakresie prowadzonych prac badawczych przygotowano 

takŨe dodatkowe konstrukty genetyczne pozwalajŃce na heterologicznŃ ekspresjň tzw. 

delecyjnych form biağek P1 i P2, w kt·rych usuniňto 16-cie C-terminalnych wysoce 

hydrofobowych reszt aminokwasowych, uwaŨanych za funkcjonalny element bezpoŜrednio 

zaangaŨowany w rekrutacjň czynnik·w zewnňtrznych do rybosomu [99]. Biağka oznaczono 

odpowiednio: P1ȹC - dla delecyjnej formy biağka P1 oraz P2ȹC - dla delecyjnej formy biağka 

P2 (Ryc. 39). 

Ryc. 39. Schemat przedstawiajŃcy zestawienie sekwencji aminokwasowych C-terminalnego 

fragmentu ludzkich biağek P1 i P2. StrzağkŃ wskazano miejsce delecji dla 16 C-koŒcowych 

aminokwas·w biağka P1 oraz P2 (dodatkowo zaznaczonych kolorem czerwonym). Przygotowane 

konstrukty genetyczne pozwalağy na heterologicznŃ ekspresjň tzw. delecyjnych form biağek P1 i P2, 

odpowiednio biağek P1ȹC oraz P2ȹC. Kropkami oznaczono N-terminalny fragment biağek P1 i P1 

kt·ry zostağ usuniňty z zestawienia.  

 

1. Heterologiczna ekspresja ludzkich biağek rybosomalnych P1 i P2, 

ich from delecyjnych P1ȹC i P2ȹC oraz katalitycznej podjednostki 

rycyny - RTA 

W celu otrzymania dimer·w biağek P1-P2, do p·Ŧniejszej analizy interakcji z biağkiem 

RTA, w pierwszym kroku podjňto prace oczyszczenia rekombinowanych biağek P1, P2 oraz 

ich form delecyjnych. Przeprowadzono heterologicznŃ ekspresjň konstrukt·w genetycznych 

z wykorzystaniem kom·rek Escherichia coli, wykorzystujŃc szczep BL21(DE3). Kom·rki 
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E. coli transformowano konstruktami genetycznymi posiadajŃcymi wprowadzone geny dla 

peğnych biağek rybosomalnych P1 i P2 lub dla ich form delecyjnych P1ȹC i P2ȹC, a nastňpnie 

przeprowadzono heterologicznŃ ekspresjň w ukğadzie bakteryjnym. System ekspresyjny 

opierağ siň na bazie operonu laktozowego, indukowanego chemicznie przy pomocy 

niehydrolizowanego analogu laktozy (ang. Isopropyl ɓ-d-1-thiogalactopyranoside, IPTG). 

Wszystkie konstrukty genetyczne byğy przygotowane na bazie wektora pT7-7, kt·ry zawiera 

tzw. ósilnyô promotor pochodzŃcy z bakteriofaga T7, pozwalajŃcy na efektywnŃ ekspresjň 

genu, a tym samym wydajnŃ syntezň biağka rekombinowanego. W pierwszej kolejnoŜci, 

przeprowadzono weryfikacjň wydajnoŜci syntezy biağek rekombinowanych przez kom·rki 

E. coli z wykorzystaniem analizy SDS-PAGE (Ryc. 40).  

 

 

Ryc. 40. Analiza SDS-PAGE frakcji biağkowych otrzymanych w wyniku heterologicznej 

ekspresji gen·w dla peğnych oraz delecyjnych form ludzkich biağek P1 i P2 w kom·rkach 

E. coli. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa, K ï peğny ekstrakt kom·rkowy 

E. coli z wektorem kontrolnym nie posiadajŃcym gen·w dla biağek P1, P2 i ich form delecyjnych. 

P1 i P1ȹC oraz P2 i P2ȹC ï ekstrakty kom·rkowe otrzymane z kom·rek E. coli prowadzŃcych 

ekspresjň biağek P1 i P2 oraz form delecyjnych. 

 

Przeprowadzona analiza SDS-PAGE wskazağa, Ũe we wszystkich analizowanych 

ukğadach ekspresyjnych zanotowano wysoki poziom syntezy biağek rekombinowanych P1, 

P2 oraz ich form delecyjnych (Ryc. 40) z dominujŃcymi biağkami o masach molekularnych 

odpowiadajŃcym biağkom P1 i P2 oraz formom delecyjnym. Tak opracowana heterologiczna 

ekspresja pozwoliğa na podjňcie kolejnych krok·w w celu oczyszczenia i przygotowania 

poszczeg·lnych dimer·w biağek P1-P2 oraz pochodnych pozbawionych C-terminalnego 

elementu. 
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 W zakresie prac weszğo takŨe przygotowanie katalitycznej podjednostki rycyny 

(RTA), co zostağo przeprowadzone analogicznie do ekspresji ludzkich biağek 

rybosomalnych, na drodze heterologicznej ekspresji genu dla biağka RTA w kom·rkach 

szczepu E. coli BL21(DE3)RIL. Kom·rki bakteryjne transformowano konstruktem 

genetycznym opartym na wektorze ekspresyjny pET32 (a)+, umoŨliwiajŃcym ekspresjň 

biağka RTA z etykietkŃ histydynowŃ, otrzymanym dziňki uprzejmoŜci Prof. Nilgun Tumer 

(Department of Plant Biology and Pathology, School of Environmental and Biological 

Sciences, Rutgers University, New Brunswick, NJ, USA). Analizň poziomu 

syntetyzowanego biağka rekombinowanego wykonano na podstawie rozdziağu 

elektroforetycznego frakcji biağkowych z wykorzystaniem techniki SDS-PAGE (Ryc. 41).  

 

Ryc. 41. Analiza SDS-PAGE frakcji biağkowych otrzymanych na drodze heterologicznej 

ekspresji genu dla katalitycznej podjednostki rycyny - RTA w kom·rkach E. coli. M - markery 

biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa, K - ekstrakt kom·rkowy pochodzŃcy z kom·rek E. 

coli, kt·re nie zostağy poddane indukcji ekspresji z zastosowaniem IPTG. E - ekstrakt kom·rkowy 

E. coli pozyskany z kom·rek prowadzŃcych ekspresjň RTA, indukowanych IPTG. StrzağkŃ 

wskazano prŃŨek biağkowy o masie 32 kDa, odpowiadajŃcy masie molekularnej RTA z doğŃczonŃ 

etykietkŃ histydynowŃ. 

 

Analiza SDS-PAGE wykazağa wysoki poziom ekspresji genu dla RTA w kom·rkach E. coli, 

czego wyrazem jest widoczny sygnağ w formie prŃŨka biağkowego o masie 32 kDa, kt·rego 

masa molekularna koresponduje do masy teoretycznej RTA kodowanego przez gen 

w obrňbie wektora pET32 (a)+. Otrzymany preparat biağkowy z uwagi na zanieczyszczenia 

pochodzŃce z organizmu gospodarza E. coli przeznaczono do dalszych etap·w oczyszczania 

z wykorzystaniem technik chromatograficznych.  
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2. Oczyszczanie ludzkich biağek rybosomalnych P1/P2, ich from 

delecyjnych P1ȹC/ P2ȹC oraz katalitycznej podjednostki rycyny  

Z uwagi na odmienne parametry biofizyczne biağek P1/P1ȹC i P2/P2ȹC procesy 

oczyszczania biağek rekombinowanych przebiegağy dwutorowo, z wykorzystaniem 

odmiennych technik oraz metod chromatograficznych [184,187]. Grupa biağek P1/P1ȹC, 

wykazuje tendencjň do oligomeryzacji, a tym samym tzw. rozpuszczalnoŜĺ biağka P1 jest 

niska w Ŝrodowisku wodnym, czego rezultatem jest lokalizowanie siň biağka P1 we frakcji 

biağek nierozpuszczalnych. Z tego powodu biağko to oczyszczano w warunkach 

denaturujŃcych w oparciu o procedury ustalone dla droŨdŨowych biağek P (patrz: Materiağy 

i Metody) [187]. Biağko P2 posiada odmienne parametry, czego rezultatem jest fakt, iŨ nie 

wystňpuje jako tzw. nierozpuszczalne oligomery, a lokalizacjň siň we frakcji biağek 

rozpuszczalnych w Ŝrodowisku wodnym, a tym samym proces oczyszczania byğ 

prowadzony w tzw. warunkach natywnych [187]. Podobnie biağko RTA, z doğŃczonŃ 

etykietkŃ histydynowŃ (10xHisTag) jest biağkiem kt·re efektywnie ulega ekspresji  

w kom·rkach E. coli i takŨe naleŨy do tzw. grupy biağek rozpuszczalnych, czego efektem 

jest lokalizacja we frakcji cytoplazmatycznej, rozpuszczalnej w Ŝrodowisku wodnym. 

UmoŨliwiğo to jego oczyszczenie w warunkach natywnych z wykorzystaniem metody 

chromatografii powinowactwa, stosujŃc kolumnň niklowŃ (Ni-NTA).  

 

2.1. Oczyszczanie ludzkich rybosomalnych biağek P1/P1ȹC 

Po przeprowadzeniu heterologicznej ekspresji biağek P1/P1ȹC na skalň preparatywnŃ, 

podjňto siň oczyszczenia poszczeg·lnych biağek rekombinowanych. Kom·rki E. coli 

poddano dezintegracji, a nastňpnie przeprowadzono frakcjonowanie na drodze wirowania 

r·Ũnicowego. W wyniku wykonanych dziağaŒ otrzymano dwie zasadnicze frakcje biağkowe, 

S30 - tzw. frakcja cytoplazmatyczna oraz frakcja IB (ang. Inclusion Bodies), kt·ra skğada 

siň z biağek nierozpuszczalnych w Ŝrodowisku zastosowanego buforu. Otrzymane frakcje 

biağkowe poddano analizie SDS-PAGE w celu potwierdzenia lokalizacji biağka 

rekombinowanego. Analiza wskazağa, Ũe biağko P1 wystňpuje w dw·ch frakcjach, S30 oraz 

IB; podobny wynik zanotowano dla biağka P1ȹC (Ryc. 42).  
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Ryc. 42. Analiza SDS-PAGE frakcji biağkowych otrzymanych na drodze wirowania 

r·Ũnicowego zawierajŃcych peğne biağko P1 oraz jego formň delecyjnŃ. Panel lewy: analiza 

frakcji biağkowych zawierajŃcych biağko P1. Panel prawy: analiza frakcji biağkowych zawierajŃcych 

biağko P1ȹC; M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa, E - ekstrakt kom·rkowy 

otrzymany po dezintegracji kom·rek E. coli, S30 - frakcja cytoplazmatyczna, IB - nierozpuszczalna 

frakcja tzw. ciağek inkluzyjnych (ang. Inclusion Bodies, IB). Strzağkami wskazano prŃŨki biağkowe 

o masach odpowiadajŃcych biağkom P1 oraz P1ȹC. 

 

NaleŨy podkreŜliĺ, Ũe uzyskane frakcje biağkowe IB zawierağy znacznŃ iloŜĺ biağek P1 oraz 

P1ȹC i charakteryzowağy siň wysokim poziomem oczyszczenia biağek rekombinowanych 

uzyskanym w wyniku wirowania r·Ũnicowego. Otrzymane frakcje biağkowe IB posğuŨyğy 

jako materiağ wyjŜciowy do dalszych krok·w, w celu przygotowania kompleks·w 

biağkowych zgodnie z procedurami ustalonymi w Katedrze Biologii Molekularnej procedury 

[184]. I tak, otrzymany preparat ciağek inkluzyjnych zawieszono w buforze denaturujŃcym 

(6 M Gdn-HCl) w celu denaturacji chemicznej oligomer·w biağkowych. Analizň 

uzyskanego preparatu wykonano przy uŨyciu elektroforezy SDS-PAGE (Ryc. 43). 
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Ryc. 43. Analiza SDS-PAGE preparat·w uzyskanych w wyniku oczyszczania ludzkich biağek 

P1/P1ȹC. Panel lewy: oczyszczony preparat biağka P1. Panel prawy: oczyszczony preparat biağka 

P1ȹC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa. Strzağkami wskazano prŃŨki 

biağkowe o masach odpowiadajŃcych biağkom P1 oraz P1ȹC. 

 

Uzyskane preparaty biağkowe charakteryzowağy siň wysokim stopniem oczyszczenia 

jednakŨe z widocznymi wysokoczŃsteczkowymi zanieczyszczeniami pochodzŃcymi  

z organizmu E. coli. Przygotowane preparaty biağek P1/P1ȹC przeznaczono do dalszych 

procedur formowania poszczeg·lnych dimer·w biağkowych. 

 

2.2 Oczyszczanie ludzkich rybosomalnych biağek P2/P2ȹC 

W celu oczyszczenia biağek rekombinowanych P2 oraz P2ȹC, przeprowadzono 

heterologicznŃ ekspresjň na skalň preparatywnŃ; otrzymane kom·rki E. coli poddano 

dezintegracji z wykorzystaniem ultradŦwiňk·w. Nastňpnie uzyskany ekstrakt kom·rkowy 

frakcjonowano na drodze wirowania r·Ũnicowego. Biağko P2, z racji na swoje parametry 

biofizyczne, zachowuje siň odmiennie w stosunku do biağka P1 i nie formuje 

nierozpuszczalnych oligomer·w, a tym samym wystňpuje we frakcji biağek 

cytoplazmatycznych [187]. W wyniku wykonanych dziağaŒ otrzymano frakcjň biağkowŃ 

S30, zawierajŃcŃ rozpuszczalne biağka cytoplazmatyczne. Frakcjň tŃ wykorzystano do 

dalszych etap·w oczyszczania. W kolejnym kroku frakcjň S30 traktowano niejonowym 

zwiŃzkiem powierzchniowo czynnym Triton X-100, w celu rozbicia ewentualnych struktur 

zawierajŃcych membrany lipidowe. Tak przygotowanŃ frakcjň biağkowŃ poddano 
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ultrawirowaniu, w wyniku kt·rego otrzymano frakcjň pozbawionŃ nano-struktur (takich jak 

na przykğad rybosom·w), tzw. frakcjň postrybosomalnŃ S100, co pozwoliğo na usuniňcie 

znacznej iloŜci tzw. biağek balastowych w formie biağek rybosomalnych, w celu 

usprawnienia procedury oczyszczania biağka rekombinowanego. W kolejnym kroku 

otrzymanŃ frakcjň S100 poddano procedurze ekstrakcji etanolowej, co jest unikalnym 

krokiem oczyszczania, poniewaŨ biağko P2 posiada pI w zakresie pH 3-4, a tym samym jest 

niewraŨliwe na wysokie stňŨenie etanolu i pozostaje rozpuszczalne nawet w 50% roztworze 

etanolu, zaŜ pozostağe biağka bakteryjne ulegajŃ wytrŃceniu z frakcji S100. Uzyskane 

w wyniku poszczeg·lnych etap·w oczyszczania frakcje biağkowe analizowano na Ũelu 

poliakrylamidowy metodŃ SDS-PAGE w celu oceny efektywnoŜci procedury oczyszczania 

(Ryc. 44).  

 

Ryc. 44. Analiza SDS-PAGE frakcji biağkowych zawierajŃcych peğne biağko P2 oraz jego formň 

delecyjnŃ. Poszczeg·lne frakcje biağkowe otrzymano na drodze wirowania r·Ũnicowego, 

ultrawirowania oraz ekstrakcji etanolowej. Panel lewy: analiza frakcji biağkowych zawierajŃcych 

biağko P2. Panel prawy: analiza frakcji biağkowych zawierajŃcych biağko P2ȹC; M - markery 

biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa, E - ekstrakt kom·rkowy otrzymany po dezintegracji 

kom·rek E. coli, S30 - frakcja cytoplazmatyczna, S100 - frakcja cytoplazmatyczna pozbawiona 

rybosom·w, tzw. frakcja postrybosomalna, D - frakcja zawierajŃca biağka P po ekstrakcji etanolowej. 

Strzağkami wskazano prŃŨki biağkowe o masach odpowiadajŃcych biağkom P2 oraz P2ȹC. 

 

Przeprowadzone poszczeg·lne kroki oczyszczania wskazağy, Ũe biağko P2, jak i jego forma 

delecyjna P2ȹC przede wszystkim znajdujŃ siň we frakcji biağek rozpuszczalnych. Ponadto, 

proces wirowaniu r·Ũnicowego jak i ekstrakcja etanolowa pozwoliğy na usuniňcie znacznej 

iloŜci biağek bakteryjnych (Rys. 44). Tak uzyskany preparat charakteryzowağ siň 

wysokim stopniem oczyszczenia biağek rekombinowanych, jednakŨe z widocznymi 
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zanieczyszczeniami pochodzŃcymi z organizmu gospodarza E. coli. W zwiŃzku z tym 

frakcja ta zostağa poddana dalszym etapom oczyszczania.  

Otrzymane preparaty biağkowe poddano procedurze oczyszczania w warunkach natywnych, 

wykorzystujŃc do tego celu chromatografiň jonowymiennŃ z uŨyciem kolumny Resource-Q 

w systemie FPLC. Wykorzystana kolumna Resource-Q posiadağa zğoŨe bňdŃce 

monodyspersyjnym noŜnikiem polistyrenu/diwinylobenzenu z grupŃ aminowŃ jako 

ligandem. Kolumna Resource-Q, jako anionit, byğa w stanie wiŃzaĺ biağka o ğadunku 

ujemnym. W oparciu o wğaŜciwoŜci biofizyczne biağka P2, posiadajŃcego pI w zakresie 

niskiego pH, przy zastosowaniu Ŝrodowiska buforujŃcego o pH 7,5, uzyskano czŃsteczki 

biağek P2 o wypadkowym ğadunku ujemnym, co pozwoliğo na zastosowanie chromatografii 

jonowymiennej opartej o kolumnň wypeğnionŃ anionitem. W konsekwencji, preparatyka 

wykonana z wykorzystaniem kolumny Resource-Q umoŨliwiğa efektywne zwiŃzanie biağka 

P2 do zğoŨa chromatograficznego. Zaadsorbowane na zğoŨu biağko P2 zostağo uwolnione 

z kolumny chromatograficznej z wykorzystaniem gradientu stňŨenia NaCl (Ryc. 45), co 

zapewniğo selektywne uwolnienie szeregu biağek z kolumny, z jednoczesnym 

odseparowaniem biağka rekombinowanego. Preparaty biağkowe poszczeg·lnych frakcji 

poddano analizie metodŃ SDS-PAGE (Ryc. 45). Biağko rekombinowane P2 zostağo 

uwolnione ze zğoŨa w zakresie frakcji #8-19.  



83 

 

 

Ryc. 45. Oczyszczanie biağka P2 z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej 

z zastosowaniem kolumny chromatograficznej Resource Q. Panel g·rny: Chromatogram 

otrzymany w wyniku rozdziağu frakcji biağek zawierajŃcej biağko P2. Kolorem zielonym zaznaczono 

gradient stňŨeŒ roztworu chlorku sodu (NaCl), uŨytego jako eluent. Panel dolny: analiza SDS-PAGE 

uzyskanych frakcji. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; O ï preparat 

biağkowy nanoszony na kolumnň; F ï frakcje biağkowe nie zwiŃzane z noŜnikiem 

chromatograficznym; frakcje #3-19 ï frakcje biağkowe uzyskane w procesie elucji za poŜrednictwem 

gradientu stňŨeŒ NaCl z kolumny chromatograficznej. StrzağkŃ wskazano prŃŨki biağkowe o masie 

odpowiadajŃcej biağku P2. 

 

Analogicznie, formň delecyjnŃ biağka P2 - P2ȹC poddano oczyszczaniu zgodnie 

z protokoğem dla biağka P2. OtrzymanŃ na drodze ekstrakcji etanolowej frakcjň zawierajŃca 

biağko P2ȹC oczyszczano w warunkach natywnych, wykorzystujŃc do tego celu 

chromatografiň jonowymiennŃ z uŨyciem kolumny Resource-Q w systemie FPLC. Podobnie 

jak w przypadku oczyszczania biağka P2, jego forma delecyjna charakteryzowağa siň 
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podobnymi wğaŜciwoŜciami biofizycznymi, dziňki kt·rym takŨe ulegağa efektywnemu 

wiŃzaniu siň do zğoŨa chromatograficznego i byğa uwolniona przy pomocy gradientu stňŨenia 

NaCl, wypğywajŃc z kolumny w zakresie frakcji #9-17. Podobnie jak w przypadku biağka 

P2 preparaty poszczeg·lnych frakcji biağka P2ȹC poddano analizie metodŃ SDS-PAGE (Ryc. 

46).  

 

Ryc. 46. Oczyszczanie biağka P2ȹC z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej 

z zastosowaniem kolumny chromatograficznej Resource Q. Panel g·rny: Chromatogram 

otrzymany w wyniku rozdziağu frakcji biağek zawierajŃcej biağko P2ȹC. Kolorem zielonym 

zaznaczono gradient stňŨeŒ roztworu chlorku sodu (NaCl), uŨytego jako eluent. Panel dolny: analiza 

SDS-PAGE uzyskanych frakcji. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa;  

O ï preparat biağkowy nanoszony na kolumnň; F ï frakcje biağkowe nie zwiŃzane z noŜnikiem 

chromatograficznym; frakcje #1-17 ï frakcje biağkowe uzyskane w procesie elucji za poŜrednictwem 

gradientu stňŨeŒ NaCl z kolumny chromatograficznej. StrzağkŃ wskazano prŃŨki biağkowe o masie 

odpowiadajŃcej biağku P2ȹC. 
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Na podstawie chromatogram·w uzyskanych z chromatografii FPLC biağek P2/P2ȹC oraz 

analiz SDS-PAGE poszczeg·lnych frakcji chromatograficznych, oceniono homogennoŜĺ 

frakcji biağkowych, kt·re zawierağy rekombinowane biağka. Otrzymana frakcja biağkowa 

zawierağa biağko P2 o wysokim stopniu homogennoŜci (Ryc. 45, Panel dolny), zaŜ 

w przypadku biağka P2ȹC, otrzymano szereg frakcji kt·re charakteryzowağy siň r·Ũnym 

poziomem zanieczyszczeŒ (Ryc. 46, Panel dolny). W konsekwencji, na podstawie analizy 

SDS-PAGE, wybrano frakcje o najwyŨszym poziomie oczyszczenia. W przypadku 

preparatu biağka P2 uzyskano trzy preparaty zawierajŃce frakcje #8, #9-12 oraz #13-19. Na 

preparat biağka P2ȹC skğadağy siň frakcje #10-16. Uzyskane preparaty biağka P2 oraz P2ȹC 

poddano analizie SDS PAGE w celu weryfikacji skğadu biağkowego otrzymanych frakcji 

(Ryc. 47). 

 

Ryc. 47. Analiza SDS-PAGE preparat·w biağkowych otrzymanych w wyniku procedury 

oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej. Panel lewy: frakcje biağkowe 

uzyskane w wyniku poğŃczenia frakcji chromatograficznych #8, #9-12 i #13-19 zawierajŃce 

rekombinowane biağko P2. Panel prawy: frakcja biağkowa uzyskana w wyniku poğŃczenia frakcji 

chromatograficznych #10-16 zawierajŃca oczyszczone biağka P2ȹC. M - markery biağkowe, masa 

molekularna wyraŨona w kDa. Strzağkami wskazano prŃŨki biağkowe o masach odpowiadajŃcych 

biağku P2 oraz P2ȹC. 

 

Otrzymane preparaty biağkowe o stňŨeniu ok. 2 mg/ml, zawierajŃce odpowiednio biağko P2 

i P2ȹC, zostağy zabezpieczone poprzez zamroŨenie poszczeg·lnych frakcji w ciekğym azocie, 

a nastňpnie przechowywano je w temperaturze -80 ÁC. Preparaty biağkowe posğuŨyğy 

w dalszych krokach do otrzymania dimer·w rybosomalnych biağek P1-P2 oraz ich form 

delecyjnych.  
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2.3 Oczyszczanie katalitycznej podjednostki rycyny ï RTA 

 W celu otrzymania rekombinowanego biağka 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 wykorzystywağ wektor ekspresyjny pET32 (a) +, 

bňdŃcy wektorem wykorzystywanym do heterologicznej ekspresji biağek fuzyjnych 

zawierajŃcych sekwencje His- bŃdŦ S-Tag. Ekspresja biağek odbywa siň pod kontrolŃ 

promotora faga T7. Z uwagi na obecnoŜĺ doğŃczonej w obrňbie genu dla RTA sekwencji 

DNA kodujŃcej etykietkň 10xHis, procedura oczyszczania polegağa na wykorzystaniu 

chromatografii powinowactwa na zğoŨu zawierajŃcym jony niklu. W tym celu kom·rki 

ekspresyjne E. coli prowadzŃce heterologicznŃ ekspresjň biağka RTA dezintegrowano 

z wykorzystaniem ultradŦwiňk·w, a nastňpnie poddawano wirowaniu r·Ũnicowemu w celu 

usuniňcia fragment·w kom·rek bakteryjnych jak i oligomer·w biağkowych. UzyskanŃ 

frakcjň biağkowŃ zawierajŃcŃ eksprymowane biağko nanoszono na kolumnň 

chromatograficznŃ zawierajŃcŃ zğoŨe zawierajŃce zaadsorbowane jony niklu (Ni-NTA). 

W procesie chromatografii powinowactwa wykorzystano selektywne wiŃzanie siň zestawu 

10 reszt histydynowych do jon·w niklu. ZğoŨe Ni-NTA inkubowano z frakcjŃ biağkowŃ 

w celu adsorpcji biağko RTA do zğoŨa, a nastňpnie usuniňto niespecyficznie zwiŃzane biağka 

na drodze pğukania zğoŨa. WykorzystujŃc bufor zawierajŃcego imidazol uwolniono 

z kolumny specyficzne zaadsorbowane biağka RTA. W wyniku dziağania imidazolu 

otrzymano szereg frakcji biağkowych zawierajŃcych RTA. Preparaty oczyszczonego biağka 

RTA weryfikowano na Ũelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem elektroforezy SDS-

PAGE (Ryc. 48). W procesie oczyszczania otrzymano ok. 2 mg biağka. 
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Ryc. 48. Oczyszczanie rekombinowanego RTA na drodze chromatografii powinowactwa 

z wykorzystaniem zğoŨa Ni-NTA. Analiza SDS-PAGE frakcji biağkowych poddanych 

chromatografii powinowactwa. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa;  

E ï ekstrakt biağkowy otrzymany po dezintegracji kom·rek E. coli nanoszony na kolumnň 

zawierajŃca zğoŨe Ni-NTA; F ï frakcja biağek, kt·re nie zwiŃzağy siň z noŜnikiem; W - frakcja 

biağkowa otrzymana w procesie pğukania kolumny chromatograficznej ze zğoŨem Ni-NTA;  

E1-E4 ï frakcje biağkowe uzyskane w procesie pğukania kolumny chromatograficznej buforem 

zawierajŃcym imidazol, w celu uwolnienia biağka zaadsorbowanego na zğoŨu. StrzağkŃ wskazano 

prŃŨki biağkowe o masie odpowiadajŃcej biağku RTA. 

 

W wyniku przeprowadzenia procedury oczyszczania biağka RTA na drodze chromatografii 

powinowactwa uzyskano preparaty biağkowe RTA o wysokim stopniu oczyszczenia. 

Otrzymane frakcje (E1-E4) poğŃczono, a nastňpnie poddano dializie w celu usuniňcia 

imidazolu z buforu; tak przygotowany preparat RTA zamroŨono w ciekğym azocie 

i przechowywano w temperaturze -80 ÁC do dalszych analiz.  

 

3. Otrzymywanie dimer·w ludzkich biağek P 

Rybosomalne biağka P1, P2 wystňpujŃ w formie dimer·w na rybosomie eukariotycznym, 

a zatem ich natywnŃ formŃ jest forma dimeryczna, jak wykazağy wczeŜniejsze badania 

wykonane w Katedrze Biologii Molekularnej [106]. Indywidualne rekombinowane biağka 

P1/P2 oraz ich formy delecyjne, wystňpujŃc w formie wolnej w roztworze ulegajŃ 

niepoprawnemu procesowi fağdowania; jak wykazano we wczeŜniejszych badania, 

przyjmujŃc strukturň tzw. Ămolten globuleò [109,192,193]. Biağko z grupy P1, przy braku 

naturalnego partnera biağkowego, wykazywağo tendencjň do tworzenia nierozpuszczalnych 

oligomer·w, a grupa biağek P2 spontanicznie formowağa specyficzne, rozpuszczalne 
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w Ŝrodowisku wodnym homodimery [110]. Jak wykazano, w celu otrzymania dimer·w 

biağek P1-P2 konieczne jest zdenaturowanie obu biağek, gdyŨ indywidulane biağka P1 i P2 

bňdŃc w formie niepoprawnie sfağdowanej nie sŃ zdolne do utworzenia heterodimeru [108]. 

W zwiŃzku z tym wykorzystano procedurň formowania dimer·w biağkowych wykorzystujŃc 

proces ich wsp·lnej renaturacji czego efektem jest poprawnie sfağdowany, funkcjonalny 

kompleks biağkowy. W procedurze wykorzystano zjawisko denaturacji biağka pod wpğywem 

czynnika chemicznego (chlorowodorek guanidyny). Nastňpnie biağka poddano renaturacji 

po zmianie Ŝrodowiska buforu i usuniňciu czynnika denaturujŃcego, co skutkowağo 

spontanicznym fağdowaniem biağek do natywnej struktury. Formowanie dimer·w biağek P1-

P2 przeprowadzono na zasadzie poğŃczenia poszczeg·lnych preparat·w biağkowych 

zawierajŃcych indywidualne biağka P1 i P2 oraz ich delecyjnych wariant·w strukturalnych 

P1ȹC/P2ȹC. Formowanie heterodimer·w przeprowadzono w nastňpujŃcych konfiguracjach: 

¶ P1ȹC-P2, w kt·rym biağko P1 jest pozbawione ostatnich 16 aminokwas·w C-koŒca, 

¶ P1-P2ȹC, w kt·rym biağko P2 jest pozbawione ostatnich 16 aminokwas·w C-koŒca, 

¶ P1ȹC-P2ȹC, w kt·rym oba biağka kompleksu sŃ pozbawione 16-aminokwasowego 

odcinka domen CTD, 

¶ P1-P2, hetero dimer zawierajŃcy peğne biağka P1 i P2, 

Ponadto do analiz wykorzystano spontaniczne formujŃce siň homodimery: 

¶ P2-P2 dimer utworzony w oparciu o tendencjň biağek P2 do spontanicznego 

tworzenia ukğadu homodimerycznego, kt·ry jest stabilny strukturalnie w roztworze 

wodnym, 

¶ P2ȹC-P2ȹC, analogicznie jak w przypadku P2-P2, tworzŃcy spontanicznie 

w roztworze wodnym ukğad homodimeryczny, w kt·rym oba biağka kompleksu sŃ 

pozbawione 16-aminokwasowego odcinka domen CTD. 

 

 Jak opisano powyŨej, kompleksy biağkowe P1-P2 formowano w oparciu o procedurň 

denaturacji i renaturacji opracowanŃ w Katedrze Biologii Molekularnej [106,109]. Jednym 

z kluczowych element·w w formowaniu dimer·w byğ odpowiedni stosunek iloŜciowy 

poszczeg·lnych komponent·w, tak aby zapobiec spontanicznemu i jednoczeŜnie 

niepoŨŃdanemu powstawaniu homodimer·w P2-P2 i P2ȹC-P2ȹC. W tym celu biağka P1 i P2 

ğŃczono w stosunku molowym odpowiednio 3:1. Taka zaleŨnoŜĺ jest zwiŃzana z faktem, iŨ 

zwiňkszenie iloŜci wykorzystanego do formowania kompleks·w biağka P1 byğo konieczne, 

w celu zagwarantowania wystarczajŃcej iloŜĺ biağka P1 dla biağka P2, co skutkowağo 
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otrzymaniem homogennej mieszaniny heterodimer·w P1-P2, poprzez cağkowite zwiŃzanie 

biağka P2 do P1. Zastosowany nadmiar biağka P1 zwiŃzany byğ z jego wğaŜciwoŜciami 

biofizycznymi ï biağko P1 wykazuje tendencjň do oligomeryzacji, a kompleksy te sŃ 

nierozpuszczalne w Ŝrodowisku wodnym i ğatwo je usunŃĺ na drodze wirowania czy 

sŃczenia molekularnego. W konsekwencji, po cyklu denaturacji i renaturacji zakoŒczonych 

dializŃ frakcji biağkowych do buforu renaturacyjnego, uzyskane preparaty biağkowe 

poddawano oczyszczaniu metodŃ sŃczenia molekularnego (ang. size exclusion 

chromatography, SEC) wykorzystujŃc wysokorozdzielczy system FPLC. Chromatografiň 

SEC przeprowadzono wykorzystujŃc kolumnň chromatograficznŃ Superose HR 10/30. 

W celu monitorowania procesu oczyszczania poszczeg·lnych dimer·w za poŜrednictwem 

SEC, uzyskane w wyniku chromatografii SEC frakcje biağkowe, wybrane na podstawie 

obrazu chromatogramu, analizowano metodŃ SDS-PAGE (Ryc. 49-54).  
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Ryc. 49. Oczyszczanie kompleksu biağek P1-P2 z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu frakcji biağkowej 

zawierajŃcej heterodimer P1-P2. Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych 

podczas chromatografii monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE 

wybranych frakcji biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu 

biağek P1-P2 na drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje 

#13-21 - frakcje uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P1-P2. StrzağkŃ 

wskazano prŃŨki biağkowe o masie odpowiadajŃcej biağkom P1 i P2. 
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Ryc. 50. Oczyszczanie kompleksu biağek P1-P2ȹC z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu heterodimeru P1-P2ȹC. 

Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych podczas chromatografii 

monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji 

biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu biağek P1-P2ȹC na 

drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje #15-23 - frakcje 

uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P1-P2ȹC. StrzağkŃ wskazano prŃŨki 

biağkowe o masie odpowiadajŃcej biağkom P1 i P2ȹC. 
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Ryc. 51. Oczyszczanie kompleksu biağek P1ȹC-P2 z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu heterodimeru P1ȹC-P2. 

Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych podczas chromatografii 

monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji 

biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu biağek P1ȹC-P2 na 

drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje #17-24 - frakcje 

uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P1ȹC-P2. StrzağkŃ wskazano prŃŨki 

biağkowe o masie odpowiadajŃcej biağkom P1ȹC i P2. 
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Ryc. 52. Oczyszczanie kompleksu biağek P1ȹC-P2 z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu heterodimeru P1ȹC-

P2ȹC. Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych podczas chromatografii 

monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji 

biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu biağek P1ȹC-P2ȹC na 

drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje #17-25 - frakcje 

uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P1ȹC-P2ȹC. StrzağkŃ wskazano prŃŨki 

biağkowe o masie odpowiadajŃcej biağkom P1ȹC i P2ȹC. 
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Ryc. 53. Oczyszczanie kompleksu biağek P2-P2 z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu heterodimeru P2-P2. 

Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych podczas chromatografii 

monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji 

biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu biağek P2-P2 na 

drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje #14-23 - frakcje 

uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P2-P2. StrzağkŃ wskazano prŃŨki 

biağkowe o masie odpowiadajŃcej homodimerowi biağek P2. 
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Ryc. 54. Oczyszczanie kompleksu biağek P2ȹC -P2ȹC z wykorzystaniem chromatografii sŃczenia 

molekularnego. Panel g·rny: Chromatogram pokazujŃcy proces rozdziağu heterodimeru P2ȹC-

P2ȹC. Przedstawiona krzywa opisuje gňstoŜĺ optycznŃ frakcji biağkowych podczas chromatografii 

monitorowanŃ przy dğugoŜci fali 280 nm. Panel dolny: analiza SDS-PAGE wybranych frakcji 

biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego kompleksu biağek P2ȹC-P2ȹC na 

drodze SEC. M - markery biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa; frakcje #17-25 - frakcje 

uzyskane w procesie oczyszczania dimeru, zawierajŃce biağka P2ȹC-P2ȹC. StrzağkŃ wskazano prŃŨki 

biağkowe o masie odpowiadajŃcej homodimerowi biağek P2ȹC. 
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 Oczyszczanie kompleks·w biağkowych z wykorzystaniem sita molekularnego 

stanowiğo koŒcowy element w procesie przygotowania dimer·w P1-P2 oraz ich form 

delecyjnych. Frakcja biağkowa wypğywajŃca w tzw. pustej objňtoŜci kolumny (V0=7,2 ml) 

obrazowağa strategiň wspomnianŃ powyŨej dotyczŃcŃ zastosowania na etapie formowania 

dimer·w nadmiaru biağka P1, formujŃcego w roztworze wodnym, przy braku naturalnego 

partnera jakim jest biağko P2 oligomer·w. Frakcja ta pojawiağa siň w analizach 

chromatograficznych wszystkich kompleks·w biağkowych. Obrazem prawidğowo 

uformowanych dimer·w byğa frakcja biağkowa wypğywajŃca w objňtoŜci 14 ml. 

Symetryczny ksztağt krzywej chromatograficznej wskazuje na tzw. monodyspersyjny 

charakter pr·bki, tj. dominujŃcŃ formŃ biağkowŃ jest heterodimer. Na podstawie analiz SDS-

-PAGE frakcji biağkowych uzyskanych w wyniku rozdziağu chromatograficznego 

poszczeg·lnych kompleks·w wybrano frakcje biağkowe o najwiňkszym stopniu 

homogennoŜci. Nastňpnie, tak oczyszczone dimery poddano weryfikacji przy pomocy 

analizy SDS-PAGE w celu oceny homogennoŜci pr·bek (Ryc. 55). W przypadku 

heterodimeru P1-P2 (Ryc. 55 A) frakcja #16 charakteryzowağa siň dobrym poziomem 

oczyszczenia dimeru, jednakŨe z widocznymi zanieczyszczeniami biağkami 

wysokoczŃsteczowymi. Kolejne analizowane frakcje (#17-19 oraz #19) byğy w duŨym 

stopniu pozbawione zanieczyszczeŒ widocznych w preparacie nanoszonym na sito 

molekularne (O) i we frakcji #16. Frakcje biağkowe kompleksu P1-P2ȹC (Ryc. 55 B), 

w por·wnaniu do frakcji nanoszonej na sito molekularne (O), cechowağy siň bardzo dobrym 

poziomem oczyszczenia, z widocznymi niewielkimi zanieczyszczeniami biağkami 

o wiňkszej masie molekularnej. W przypadku dimeru P1ȹC-P2 (Ryc. 55 C) stopieŒ 

oczyszczenia kompleksu byğ na zadowalajŃcym poziomie, a najlepiej oczyszczonŃ frakcjŃ 

byğa frakcja #18-20. Por·wnujŃc do frakcji biağkowej heterodimeru P1ȹC-P2ȹC (Ryc. 55 D) 

nanoszonej na sito molekularne (O), z oczyszczanych frakcji udağo siň usunŃĺ wiňkszoŜĺ 

biağek wysokoczŃsteczkowych stanowiŃcych zanieczyszczenie pr·bki. W tym przypadku 

najwyŨszym stopniem oczyszczenia cechowağa siň frakcja #19-20. Dimer delecyjny  

P2ȹC-P2ȹC (Ryc. 55 E) charakteryzowağ siň najniŨszym poziomem oczyszczenia. 

Por·wnujŃc oczyszczone frakcje biağkowe do preparatu nanoszonego na kolumnň 

chromatograficznŃ (O) w zadawalajŃcym stopniu usuniňto wysokoczŃsteczkowe biağka 

zanieczyszczajŃce pr·bkň. Kompleksem o najwyŨszym stopniu homogennoŜci byğ 

homodimer P2-P2 (Ryc. 55 F). Dimer P2-P2 to r·wnieŨ kompleks, kt·ry oczyszczono 

z najwyŨszŃ wydajnoŜciŃ. Wszystkie analizowane biağka w formie dimer·w lokalizowağy 

siň w Ũelu poliakrylamidowym na poziomie odpowiadajŃcym masom molekularnym 
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indywidualnych biağek wchodzŃcych w skğad poszczeg·lnych kompleks·w. WydajnoŜĺ 

oczyszczania wystňpowağa na poziomie 1-2 mg oczyszczonego biağka. Tak przygotowane 

preparaty, przeznaczono do analiz w celu oceny parametr·w biofizycznych poszczeg·lnych 

kompleks·w biağkowych. 
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Ryc. 55. Analiza SDS-PAGE poszczeg·lnych frakcji biağkowych zawierajŃcych dimery biağek 

P1-P2 uzyskanych na drodze oczyszczania z wykorzystaniem sita molekularnego. A. frakcje 

o r·Ũnej skali czystoŜci zawierajŃce heterodimer P1-P2 (#16, #17-19, #20) B. frakcje zawierajŃce 

heterodimer P1-P2ȹC (#18, #19-20, #21) C. frakcje zawierajŃce heterodimer P1ȹC -P2 (#17, #18-20, 

#21) D. frakcje zawierajŃce heterodimer P1ȹC -P2ȹC (#18-#19, #20-21) E. frakcje zawierajŃce 

homodimer P2ȹC-P2ȹC (#19-20, #21-22) F. frakcje zawierajŃce homodimer P2-P2 (#14-17, #18-20). 

O ï preparat zawierajŃcy dimery biağkowe, nanoszony na kolumnň chromatograficznŃ; M - markery 

biağkowe, masa molekularna wyraŨona w kDa. Strzağkami wskazano prŃŨki biağkowe o masach 

odpowiadajŃcych poszczeg·lnym biağkom P. 

A. B. 

C. D. 

E. F. 
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4. Charakterystyka biochemiczna i biofizyczna kompleks·w 

rekombinowanych biağek P1/P2  

 Kompleksy uzyskane w procesie oczyszczania metodami chromatograficznymi 

zostağy wykorzystane do oceny parametr·w biofizycznych uformowanych dimer·w. Na 

podstawie analizy wykonanych na bazie SDS-PAGE wybrano frakcje charakteryzujŃce siň 

najwyŨszym poziomem homogennoŜci. I tak, do analiz biofizycznych wykorzystano: 

w przypadku kompleksu P1-P2 frakcje #17-19 (Ryc. 55 A), dla kompleksu P1- P2ȹC frakcje 

#18-19 (Ryc. 55 B), dla kompleksu P1ȹC-P2 frakcje #18-20 (Ryc. 55 C), dla kompleksu 

P1ȹC-P2ȹC frakcja #19-20 (Ryc. 55 D), w przypadku homodimeru P2ȹC-P2ȹC r·wnieŨ frakcja 

#19-20, zaŜ dla kompleksu P2-P2 frakcja #14-17. Wszystkie wykonane analizy biofizyczne, 

kt·rym poddano poszczeg·lne dimery biağek P1-P2 miağy na celu weryfikacjň poprawnoŜci 

strukturalnej uformowanych kompleks·w, ocenň ich stabilnoŜci, potwierdzenie natywnego 

charakteru, a w zwiŃzku z tym funkcjonalnoŜci poszczeg·lnych kompleks·w.  

 

4.1 Analiza z wykorzystaniem analitycznego sita molekularnego - SEC  

Pierwszym etapem w charakterystyce dimer·w biağkowych byğa analiza SEC, kt·ra 

pozwoliğa na sprawdzenie poziomu homogennoŜci dimer·w pod kŃtem oligomeryzacji. 

W tym celu wykorzystano analitycznŃ chromatografiň sita molekularnego, kt·ra pozwala na 

wysokŃ precyzjň rozdziağu frakcji biağkowych pod wzglňdem ich masy molekularnej. Do 

analizy wykorzystano nastňpujŃce kompleksy: P1-P2, P1-P2ȹC, P1ȹC-P2, P1ȹC-P2ȹC, P2-P2, 

P2ȹC-P2ȹC (Ryc. 56-61).  
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Ryc. 56. Chromatografia SEC dimeru P1-P2. Na kolumnň Superose 12 HR 10/30 naniesiono 100 

ml dimeru P1-P2, o stňŨeniu 1 Õg/ml. Chromatografiň prowadzono z wykorzystaniem systemu FPLC 

 kta Purifier 

 

Analiza SEC wykazağa, Ũe kompleks P1-P2 wypğywa z kolumny w formie symetrycznego, 

pojedynczego piku chromatograficznego, co razem z ksztağtem krzywej wskazuje na 

monodyspersyjny charakter badanej pr·bki, tj. dimer P1-P2 wystňpuje tylko w jednej formie 

strukturalnej. Na uwagň zasğuguje fakt, iŨ obliczona na podstawie sekwencji 

aminokwasowej masa molekularna kompleksu P1-P2 to 24 kDa. Dimer wypğywağ  

w objňtoŜci 13,44 ml, co wskazywağo na masň molekularnŃ kompleksu o wartoŜci 70 kDa 

(masa zostağa obliczona na podstawie krzywej kalibracyjnej mas molekularnych dla 

wykorzystanej kolumny Superose 12 HR 10/30). Zjawisko to zostağo juŨ wczeŜniej opisane 

[106] i wynika to z faktu, Ũe kompleks biağek P1-P2 nie posiada tzw. ksztağtu globularnego, 

a jego struktura jest wydğuŨona, co zaburza migracjň na sicie molekularnym.  
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Ryc. 57. Chromatografia SEC dimeru P1-P2ȹC. Na kolumnň Superose 12 HR 10/30 naniesiono 

100 ml dimeru P1-P2ȹC, o stňŨeniu 1 Õg/ml. Chromatografiň prowadzono z wykorzystaniem systemu 

FPLC  kta Purifier 

 

W dalszej kolejnoŜci przeprowadzono analizň SEC kompleksu P1-P2ȹC. Podobnie jak  

w przypadku dimeru P1-P2 otrzymano krzywŃ chromatograficznŃ o symetrycznym, 

jednakŨe nieco zaburzonym ksztağcie, co mogğo wskazywaĺ na obecnoŜĺ niewielkiej puli 

niepoprawnie sfağdowanych biağek. JednakŨe peğny obraz krzywej sugeruje, Ũe w znaczŃcej 

przewadze wystňpowağy poprawnie uformowane kompleksy P1-P2ȹC. Analogicznie do 

analizy SEC kompleksu P1-P2 masa molekularna dimeru P1-P2ȹC obliczona na podstawie 

sekwencji aminokwasowej to 22 kDa, ale i w tym przypadku dimer wypğywağ w objňtoŜci 

13,73 ml, kt·ra w oparciu o krzywŃ kalibracyjnŃ mas molekularnych dla wykorzystanej 

kolumny wskazywağa na masň molekularnŃ kompleksu 61 kDa. Tak jak poprzednio, wyŨsza 

masa molekularna analizowanego kompleksu wynika z wydğuŨonej struktury kompleksu 

zaburzajŃcej migracjň biağka na sicie molekularnym. Masa ta jest niŨsza niŨ w przypadku 

heterodimeru P1-P2 z uwagi na fakt, iŨ biağko P2 wystňpuje w formie delecyjnej, tj. 

pozbawionej jednego C-koŒca, co zmienia strukturň kompleksu i tym samym wpğywa na 
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zmianň ksztağtu czŃsteczki, czego z kolei odbiciem jest zmieniona migracja biağka na sicie 

molekularnym.  

 

 

 

Ryc. 58. Chromatografia SEC dimeru P1ȹC-P2. Na kolumnň Superose 12 10/30HR naniesiono 

100 ml dimeru P1ȹC-P2, o stňŨeniu 1 Õg/ml. Chromatografiň prowadzono z wykorzystaniem systemu 

FPLC  kta Purifier. 

 

KolejnŃ analizŃ wykonanŃ z wykorzystaniem sita molekularnego byğa analiza kompleksu 

P1ȹC-P2. Badany kompleks wypğywajŃc z sita molekularnego takŨe daje symetryczny ksztağt 

krzywej chromatograficznej co Ŝwiadczy o monodyspersyjnym charakterze analizowanej 

pr·bki. Obliczona masa molekularna dimeru P1ȹC-P2 to 22,5 kDa, ale podobnie jak 

w przypadku poprzednich kompleks·w, ze wzglňdu na wydğuŨonŃ strukturň przestrzennŃ 

kompleksu wypğywağ on w objňtoŜci 13,8 ml, co w oparciu o krzywŃ kalibracyjnŃ mas 

molekularnych dla wykorzystanej kolumny (Superose 12 HR 10/30), Ŝwiadczyğo o masie 

molekularnej 58 kDa. Analogicznie do poprzednio analizowanych kompleks·w i w tym 

przypadku wyŨsza masa molekularna kompleksu P1ȹC-P2 wynika z wydğuŨonej struktury 

kompleksu zaburzajŃc tym samym migracjň czŃsteczki na sicie molekularnym. Natomiast, 
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podobnie do kompleksu P1-P2ȹC, masa ta jest niŨsza z uwagi na fakt, iŨ biağko P1 wystňpuje 

w formie delecyjnej, tj. pozbawionej sekwencji C-koŒca.  

 

 

 

Ryc. 59. Chromatografia SEC dimeru P1ȹC -P2ȹC. Na kolumnň Superose 12 10/30HR naniesiono 

100 ml dimeru P1ȹC-P2ȹC, o stňŨeniu 1 Õg/ml. Chromatografiň prowadzono z wykorzystaniem 

systemu FPLC  kta Purifier. 

 

Ostatnim z analizowanych heterodimer·w byğ kompleks P1ȹC-P2ȹC. Krzywa 

chromatograficzna, tak jak w przypadku poprzednich kompleks·w r·wnieŨ wykazywağa 

symetryczny ksztağt potwierdzajŃc monodyspersyjnoŜĺ badanej pr·bki. Obliczona na 

podstawie sekwencji aminokwasowej masa molekularna dimeru P1ȹC-P2ȹC wynosi 20,6 

kDa. Z kolei frakcja biağkowa zawierajŃca kompleks P1ȹC-P2ȹC wypğywağa w objňtoŜci 

14,14 ml co zgodnie z krzywŃ kalibracyjnŃ mas molekularnych dla wykorzystanej kolumny 

odpowiadağo masie 46 kDa. Ponownie, jak w przypadku pozostağych analizowanych 

dimer·w masa jest niŨsza niŨ w przypadku heterodimeru P1-P2 z uwagi na fakt, iŨ oba biağka 

formujŃce kompleks, P1 i P2 wystňpujŃ w formie delecyjnej, tj. pozbawionej dw·ch  
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C-koŒc·w. Brak mobilnych, nieustrukturalizowanych domen C-terminalnych ograniczyğ 

ksztağt czŃsteczki zbliŨajŃc go do ukğadu globularnego.  

 

 

 

Ryc. 60. Chromatografia SEC dimeru P2-P2. Na kolumnň Superose 12 10/30HR naniesiono 100 ml 

dimeru P2-P2, o stňŨeniu 1 Õg/ml. Chromatografiň prowadzono z wykorzystaniem systemu FPLC 

 kta Purifier. 

 

Pr·bka zawierajŃca homodimer P2-P2 takŨe zostağa poddana analizie SEC, dajŃc podobne 

wyniki jak heterodimery. Krzywa chromatograficzna wykazağa symetryczny ksztağt 

ŜwiadczŃcy o monodyspersyjnej postaci kompleksu w roztworze wodnym. Obliczona masa 

molekularna kompleksu P2-P2 wynosi 24,5 kDa, z kolei dimer wypğywağ w objňtoŜci 13,48 

ml, co w por·wnaniu do krzywej kalibracyjnej mas molekularnych dla wykorzystanej 

kolumny, Ŝwiadczyğo o masie molekularnej kompleksu 72 kDa. Homodimer P2-P2, 

podobnie jak heterodimeru P1-P2 nie posiada ksztağtu globularnego, 

a nieustrukturalizowane C-koŒce obu biağek P2 nadajŃ czŃsteczce wydğuŨony ksztağt 

zmieniajŃc migracjň dimeru w sicie molekularnym.  




































































































