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WYKAZ SKRCTCW STOSOWANYCH W PRA
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STRESZCZENIE

Eukariotyczny AKkjceisutk 0k ornypbl oeskosneam nlyi a § k o w\

ws k graydbosomal nego centrum GTPazowego, kt -re
hydrolizy GTP za poSrednictwem translacyjny
w procesie translacji. Kompl eks Akciukado zl

oraz unikaly c h d | a ebu ka#t/®X®Dwet hetevodimeryRP2 r azem z bi a
ulLlo0 t wor zN pentameryczny k oRfk | Keorkpdeks o kK 0

pentameryczny jest odpowiedzialny za intere
roln w ichrwhdNgamiuodaz bierze udziag w s
poSrednictwem translacyjnych GTPaz. W konse
za wysokN procesywnoSi rybosomu w transl ac]

pentamerycznego kompleksaawie r awjysice konserwatywy fragment C-terminalny

kKt - r ykrytycaysdia interakcji Zranslacyjnymi GTPazamiJwa Ua sin, Ue f1
Ctermi nad -nwn ¢ Npvi aNtUfdtieirmN r ans| acyjapeohi 6T Ra ¥y ¢
pegnN funkcjonalCmo&li eklaaver ylsasomg aatla@Eewy
r-wnieU cel em dl a(ang.Ribo§omEl InactivatiogdProten,y KRtl -Pr e s
uwaUane za jedne z najbardziej toksycznych
depurynacjn r RN Am @TParolvegd, lco prowade mdé zahamowania

translacji za poSrednictwem rybosomu, a kon

Celembadawczynw niniejszejp r a ¢ yzdefinjogamieoli poszczeg-| nych
P, a przede wszystkim roindywidualrych f r a g meCradrminalnych w interakcji
zbi agki-esmc RhR. Wbaymnoeinterakcjn | wdz ki ch
ich form delecyjnychz kat alitycznN podNatdedygtlpMdkyeph
mi mo wi el wutedal@jtb | mEjEeZKyEBOsomh ny mi bi agkami P ni e
zbadaniaOpisanou d zi a§ bi akjeedc -Pw iw iwihNzGvg kor byagekN
szereghaddEbiochemicziych, ale analizp r ze pr o wa d z avrizev. izalowgnitle z ni e
uk gchdaSwi adhez aulUryxci em r - Unych form oligomer
homodimery PZzy oligomery P1b N & ®ykorzystanienk r - t ki ¢ h.Zpwaginay d - w
fakti,agiklh bP preferencyjnie twor-PXN, iktj@eteaeeubi
s izaicentralnyelement funkcjonalnykciukad rybosomalnegow niniejszej pracy zbadano
i nterakcj-m2 di meirag Pdmi RI P, wykorzystuj Nc h
funkcjonalnN jednostkn strukturalnN ddkci uke
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novokonstu kty genetyczne pozwal ajNce na otrzym
bi agek P, w Kk t-cier kprnsdrwatywaycshy R ot o Wy c h  ami n o k w
(odpowiednio nazwane jakogdd | a bi agka P1 pozbawi oggego f |
dl a bi agk ap oPs2i,a dtaaj kNcee geomishimegoy Aakrestprac b&dawczych

obe | nmzeregliz i a § a (E bivlogii mdekubamej @az analiz biofizycznych, m.in.:
inUOynierin genetycznN ohmamandgmafirin nj dn a\gy
Size Exclusn Chromatography SEC) , di ¢ hr &ircalanDidhmoignpGDy, ( an g .
nanor - U nN fluarymetrii skaningowN (ang. nano differential scanning fluorimetry

nanoDSF) spektrometwamunikas h wni ede nNativea rMagsNcy c h
Spectrometry Anative>MS). Ponadto zastosowanot € ¢ h ni K i do analizy
mol ek ul ar nbyicahg k b i atfpsikkoforea mikeogkalova (ang. Microscale
ThermophoresidMST) oraz interferometibio-warstwowva (ang.Bio-layer Interferometry

BLI).

Pi erwszym z ad an irekembiboywangcih o & 1§ 2 komna&iah forenP 2
delecyjnychPlxc, P2«. W tym celu przeprowadzono het e
iwz al e Un oSari a mehiofizycawych poszczeg- Il nych biagek
oczyszczanieOt r zymane poszczeg-lne biagka rekomb
uf or mowania kompl eks - w bR2aheterodimergchnych torent er o d
delecyjnych - P1-P2pc PlpcP2, PhePZcor az h o moP@FP2meRZcRiEpc
W kolejnymetapie przeprowadzomharakterystyis t r u k otaymanyctkN mp | ek s - w
b i a B ewykorzystaniem metodiofizycznych takich jak SEC, CD, nanoDSF oraz
Anat-MSYR-0wn o lweygkloenano heter ol ogi ¢ podjdnostkis pr e s |
rycyny (RTA). Otrzymane bi adckyszconoak droude ichmoonatayrafe
powinowactwa o r a z wy konano, anal ogicznN do ana
bi of i.Bpdardemtsrakcjibi a gk oprhd egirkmwadzodw- ¢la memod |
bacawczych:MST oraz BLLWr amach bada@& wyznaczono wartc
atym samym okreSlono poziom powi nowactwa p
Uzyskane wynikitewsmkaaaddy, r@gi €n biagek P
oddzi aglyiwamk eRIzP, jednakUe badania te pozwo
rol i poszdzagnilnmyaonhyc®h el ement - w, wskazuj Nc
fragment -w polipeptydowych w obrninbie biagk
domi nuj Ndrterakcjawh RTAwwvykazuje fragment @ er mi nal ny poc hc
zbi agka P1. WyniKki anal i z stuegremiunjaN,ny(Je anie

10



przestrzenna organizacja dimeru-P2 ma znaczenie dla interakcji z RTA. Na bazie
uzyskanych wy ni k- w odet aimarakcp o metenochime  FA2
zuwzgl ndni eniem organizacij. przestrzenne,] k
PLP2 zapewnia wgdgaSci wN ori dretrand jnfal mreges thri ad

promuje interakcjn z biagkami RI P.
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. WSTNP

Aktualny stan wiedzy na temaentralnego elementu maszynerii translacyjne;j tj.
rybosonmu jest wynikiemk i | k ud zli eets i fivazdkee€ie analizstrukturalnych,
bi ochemicznych or az bopadowan furtkgomowandrybosdrm i 1 K i k
na poziomie molekularnyifd]. Rybosonjestrozpatywary jako nanemaszyna t anawi Nc
rdze® maszynerii translacyjnej u wszystkich
kluczowych funkcji w procesie translacji: dekodowanie informacji genetycznej zawartej na
matryecy MRNA i f or mo wam iczego verulbrem rjeistasyntpza p t y d
funkcjonal nego bmaakjrkcamo b R ¥ la-&ysoowdleinbwa ejt - r
g g - ymrlementem funkcjonalnym jest rybosomalny RNARNA i z tej racji ybosom
j est postrzegany jako —rybozysmze pakigwndS
(dekadowani e i syntezao)wioMWi NNziagpEed aNNyRl.owe g

1. Topologia rybosomu

Dzinki rozwojowi technik biologii strukt
oraz mikroskopia elektronowa opracowano model strukturalny rybosomu na poziomie
atomowym zaSanalizy biochemiazo-biofizycznemi aigsyt ot ny wkgdad poznaw
funkcjonal ny, k omp | e me rnhalizy Btwktutaladdrikajonatne s t r u k
rybosomup o c z Nt k o wo  wnpdela prekariotyczyra, a w Kkolejnych latach
przybli Uono funkcjonowanPez agedko sw myixseXuX ar i
opracowame st ruktury na pozi omie atomowym duUe|]
z archeonaHaloarcula marismortui[3] or az ma g e | podj efthermus t K | 3
thermophliug4], co pogoUygJo podwMIdamyi nt ert mryjeot ad jii
kaUdej kolejnej [SltrB8kteyyowymosemNgyni fici em
opracowani e model u rybosomu b &dcherchiacginego p
w stanie funkcjoalnym,c o p o z w odisanig¢ ovszystkichelement wstrukturalne
funkcjonalrych wy s t fiyphunj kNecOd y m  r,y b mis ® ma jego Pactiodzenia d
atym samym dago wgl Nd w funkcj onowRyeil)e rybo
Analizy te pozwoli gy na wgl Nd w poszczeg-I|n

12



wgNczaj Nc w to enoeimémctiy wodaidresidkpeed j mmdnost k
przywgyadosgoai [6]b o cznnay h ie &) bagamd 7/L12, wg. nowej
nomenklatury bL137,8], okaeShakhBe t zowvybosdrialoyi(andibosomal
stalk), (Ryc.1lb).W konsekwencji, prace badawcze zaowo

rybosomu eukariotycznego, wdgNczajNc w to ry

13



Escherichia coli

L7/L12

L7/112

3’ mRNA

PTC

Ryc. 1.Struktura rybosomu prokariotycznegon a p r z yHsdpexichiagolg[5]. a. Struktura
rybosomu 70S wraz z mRNA (oznaczony kolbwy)em cza
P (kolor zielony) i E (kolot) gt wy s zc z e g (N npioodnjNe ddnuo s tRk Blw§ P Si ( ma § a
podjednostka 30S (kolor turkusowy), Struktura podjednostki 30S z zaznaczonymi elementami
struktural nymi oraz mwejsadmi ewsNnaeizg biageRN
fioletowy), P (kolor zielongDulba apodiji ed sacetnk &
Z zaznaczonym centrum peptydylotransferazy (PTC) oraz centrum GTPazowym (GAC).



Centrum  Tunel wyjscia peptydu (PET)
peptydylotransferazy
(PTC)

Ryc. 2. Struktura rybosomu ludzkiego 80S[9i112]. a. struktura rybosomu z zaznaczonymi

typowymi mi ej scami aktywnymi rybosomu. Kol orem
niebieskim duUN podjednost ki rybwnsmymoshnC, 60S.
PTC), trzy charakterystyczne miejsca ha ryboso
iwyj Scia powstajNcego peptydu. Kol orem czer wo

pomaraEG zowym biagko ul 2b9ma gaajetpoatkk ytsosomain@S bi a g k o
zr oz r - Urkélooystycznie i podpisanymb i a § &razm8S rRNA (kolor szaryk. d u Ua
podjednostka rybosomalr@Szr o z r - U rkolooystygzmie i podpisanynb i a gk a288 or az
rRNA (kolor szary)

15



Rybosomni ezal eUni e odzrkdzanegesapagdhodmin z ¢
zasadniczycte | e me nt - w -farikgjonaknychy, tzapodjeanostek rybosomalnych
mniejszej oraz winkszej. W zaleUnoSci od pr
kompozhyicggNek jak tymRSAmMym mas Nnadaeimekul ar
charakterystyczne cechy d IRgbosom prokaretyczny nt - w
(bakteryiny posi ada masHh atomowN 2,5 MD a , nat omi
wi nksze, posi acdpaj WNbomasem SBaccharamipescgrevisiaay
4MDa jak rybosomy ludzkie Ze wz gl fnd- witeil ktpdrby oanuy g he,s t
opi sywana w formie stagej Svendber g#éa. I t
jednostek SvendberjedrostkaBMDS),, njae gpBOSAZKplai dpdid
war tsa &g e | s e d y meukariatycznego to §0henirostaek Svendberga (80S)
aposzczeg-lne podjednost ki charaktef3.zuj N s
Rybosom zbudowa mpygdstawavgchs kzZy adwwg b h: rybosoma
(rRNA) oraz biaWekalrgbros®mmal mgcmochodzeni a

skgadowe otbyeltomeomWN w r-Unych iloSciach i pr ¢

Tabelal.Skgadowe ypbesmmbner RNA oraz |iczba biaf
podjednostek rybosomi4iso r - Unym pochod

Maga podjedn DuUa podjedn
tr-dgo rybosomiRNA(S) Bi a§gk & o RNA(S) Bi agkhao
Bakterie 16S 21 23S, 5S 33
Archea 16S 28 23S, 58 40
Eukarionty 18S 33 5.8S,2528S, 5S 49
Chloroplasty 16S 25 23S, 55, 4.5S 35
Mi tochondria r oS8 18S 44 26S, 55 49
Mi tochondria dr o 15S 34 21S 46
Mitochondria ssacze 12s 30 16S 50

Rybosombakteyjny z E. coli, s k § a d anaegpodjednpstk30S kt - ra zawi er
jedriNc z Ns i rRNAZIk16S rRNA or az @ibywdnycha jgke-S21 Du &
podjednoste50Szbudb wa na | e s £ N skri@NAz5Sloraz 23S rRNA36D i el §
L1-L36.Zgodniezz apr o p om20MracmKu nnoonweN k1 at ur N bi agek r

16



zostagy one poprzéuzoktekmpagSleadr bt g@ngmi uni we
universa), wy st i wujr Ndb®@somach we ws z yrgedrkstelbebjesd o me n a
stosowanyd | a bi adek e ukeakaryotidf 223A0n ydcl ha (bainagd.e k b ak
(ang.bacterial); i tak u bakterii mamyp i a gR,auS3, uS4, uS5, uS7, uS8, uS9, uS1o,

uS11, uS12, uS13, uS14, uS15, uS17, us3a , bS6, bS16, bS18, bSZ
podednostce, nauldmli2ausd, uLd als5, dls,Welp, ulll, ull3, ulL14,

uL15, uL16, uL18, uL22, uL23, uL24jL29, uL30, oraz bL9, bL12, bL17, bL19, bL20,

bL21, bL25, bL27, bL28, bL31, bL32, bL33, bL34, bL35 i bL{3{.

Rybosom eukariotyczny (808S) zawi era 18SE¢
podjednostki 4052 kt - rych c¢czfiSi nosi nazwy odpowi ed
zpr zedr o s ang.univensa)Aak:auS2( uS3, uS4, uss, uS7, uss, us9, us10, usii,
uS12, uS13, uS14,uS15u$l7nat omi ast bi agka cHuearyatdst er y s |
poprzedzone sN preacanybtjds tskli & g, &846S6 €57,re88,
eS10, eS12, eS17, eS19, eS21, eS24, eS25, eS26, eS27, eS28, eS30, €310 N
podjednostkn (60S) budujN trzy czNsteczki r
cz Ns t-&.8%rRNA oraz49b i a (§1eLKk3), odpowi ednio okreSlane
posi adania bakteryjnego homologu pr z®dir ost k
dl a eukariont-w przedrost kiP@m Keor eWyjaNtheka
pierwot BNagkhowini egdyS okreSlane wSr.-d eukar
iuL10. W dalszej cznSci pracy zgudn&k zovhy st y wa
nomenklatuNb i agek ryl/psomal nych

l1Maga podjednostka rybosomal na

Rozpatruj Nc organizacjn strukturalnN w
ukgad strukturalny tego rylwvgsoane wigzytlfich el e me
d o me nach wiyrc itdeielamestyjak gijowami fn, dizicibagol at
ostrogi(Ryc.1b, 2b 3. Ponadt o, w obrfibi e mni ejjs zmojUnpao d
wyr - @dieimenty rRNA tworzNce trzy kompakt ow
centranai domena 36) oraz jednN wydguUonN dome
znajduje sinh na obszarze ciaga mage,] podj e
zaS domena 3060 w obrninbie gdjgowy. Domena mni ej

~

sifn od regionu mididgogaipdjowiNodj ed mdstnk ik,u na't

17



mi ndzy ggdgowN i ciagem podj ednost knejsejest he
podjednostcetzw. Ael ast yoczyloiSi mo Ul i wo S| zmi an strul
poszczeg:- | nyc hkludonendoisp, e gna apeée st g wlekpdewaniaf un k c j
informacji genetycznej zawartej w sekwencji matrycowego RNA (MRNA) poaméany

konforma y j ne , kt -re stanowi N istotny element w
plastycznoSi umoUliwia takUe zajScie proce
elongacyjnymw kt - ry tRMRNrAzésuwaj N sifn o jeden kodc
[4,16].

Ryc. 3. Struktura a7k jewypand:jderemy dEStrRNA, e@redty

topol ogiczne magej ;opnactgnia literoaveh-y § O, bidn & kK t--éir, gsgpo e |
ostrogapt-platformaor az hel i sa PRrawy pandt ddmeny 168 rRHIA zalnaczono

kol orem szarymnebmagé&ja pobdbosdmast ki podpi sano i

1.2DuUa podjednostka rybosomal na

Rozpatruj Nc topdudegijn poyYhesomst ki mo Ue my
charakterystyczne el ement vy struktur avyei oamjwadhcei t a
wyni os §o SiL/1s t rwykr iua 2§ o S| centecak pratubesahce GP) ofaa n g .

w przypadkurybosonu bakteryjregowy ni o s § oaSw przppadkudukariotyczego

anal ogicznN (Ryy hciicRyaj &)SW ®kgad wyniosgoSci L
rybosomaineba ko wulL1l o4H&z23ShrBNAiasoyl NH7w6y ni os o Sc i
wspomaganie ukierunkowanego ruchu tRNA na rybosomie oraz kontrola uwalniania tRNA

z miejsca 18120l Wy ni o0sgoSi blL12 w e@otmiepscdidiSk §adwi 8 n &

z rybosomalnych biagek ulL11, uls NOwi drzeam e d w
zbi a g kuiLelrg . bL12 j est jedynym biadgkiem r\
wbezpoSrednie interakcje z rybosomalnym r
zakotwiczone w helisach H43 i H44 23S r RN/
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Akci @okriyebnro s o mal ny m. Wyensitos o 8 imo tholrie2m jpr zy §
translacyjnych GTPaz do rybosomal netych mi ej s
czynni k- w w o HQ82h2°] Ry broynbuoksloemmun owa skgdgadowa d
wpostaci g e€iGe | e me288 rRWAf or muj e jednolity el ement
rybosomalngj w pr zeci wi e Estukiviyma gej e p aghospadanee§ K i
CzNst eRANkAG 5u8jsNiciiap j ako sirRNMma doapdaj 238i i
wyni osdoScii fcemmujad nej ement ulegaj Ncy inte
rybosoRmala)Na szczeg-|lnN uwa gosomanaWigiulgsiz NS ib i
bi agepodpBdpostki umiejscowi ona ekspprowang a | e j
do Srodowi g klkomatytkerobeacrkyniw przestrzemi ndzy podjednos
(Ryc.4b) [3,23].

Ryc. 4. Struktura duploesjz cpzoedgj-d dnneo sdt oknvg mSyO(Sn R NaA. e z |
kolorami oraz podpisang], b. Strukii r a du Ue j podjednost ki 50S. 23
kolorami czerwonym (szkielet cukrosfoo s f or anowy) oraz szarym (zasa
zostag przedstayBony kolorem U-gtym
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2. Struktura rybosomu 1 centra aktywne

21Centrum dekoduj Nce

Processpecyficznego oddzizaspdwwaonbir npad sz ckzoengp: |
kodon - antykodonjest p o d s tpmaeedli dekodowania informacji geycznej przez
rybosom, a tym samym r a wi dsélekaj goprawnegoaminoacyletRNA w procesie
przygJgaNvega$diamieogwasud o r osnNcego JaE&cyxdha pol
Realizacja tego procesu zachodztve nt r um dekoduj Ncym, kt-re w:
[ strukturalnie z trzema miej scamnbosomkt - r e
zt RNA, chNetpazkywanN jako kluczowy el emer
if ormowania §ga@cudRaNAp wildidre mtgyud eweg a.y bos ome
trzech miejsc. | tak wo br i béseo muy bwyr - OUni amy trzy <char al
wi NONce r - U@Rg. 14) yipjsee amifobcilowelAod (ang.aminoacyisite), do
kt-r ego tRNAWNPastacsamimoacyRNA (aatRNA)or az w Kkt -rym na
dekodowanie informacji genetycznej zawan@nRNA, z g o d n iinterakcj kadars a d N
antykodon miejsce peptydyloweAPo (ang. peptidytsite) do kt-rego wi NUe
etapunicjacji transhgcji inicjatorowy tRNA,aw pr ocesi e el ongacii  zwil
tRNA, czyli tRNA z nowo syntetyzowanym polipeptydemjejsce AE0 (ang. exit-site),
wkt -rym w trakcie et apwlngRNAKdgacacijyi opalatcwiac z
[25]. W o0 b r ficjsia & zlokalizowane jest e nt r um el e kwo kuj-Noym nast
interakcjakodonu iantykodonuCentrum tazlokalizowane jest na granicyzt er ech r - Un
domeawchodzNcych w skgdgad takich @ljamemierta w mni
platformy orazhelisy 44z rRNA (h44)(Ryc. 5a) W 0 b r i bRNA zldkatizbwanes N
trzy kluczowe ikonserwatywnezasady G530z domenyramieniaoraz A1492 i A1493
| eUNob&dr wbi e we whelisyhds (pe jz yipdik tbenumgraciN r RNA
Zasadyteul egaj N specyficznym -bddzsNgywaor amn X
interakcjikodonantykodon przede wszystkim z dwien@erwsz/mi zasadamkompleksu
kodorfantykodon i odpowi adaj N za tzw. wer gofjesk acj n
kluczem w poprawnym dekowaniu informacji genetycznej przez rybdsym. 5b) [16].
Jedynym dhnajgkujeMc ywmobsi Wu centjamt duskkagdhk p Nc

jednakUe nie bierze ono bezpodp26dni ego udzi
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Centrum
dekodujace

Kodon

miejscaA  ASLmiejscaP

petla G530
A1492

Ry c. 5. Ce nt r[W6h Pahet levoysstnuktiNas podjednostki 30S & thermophilus
Zaznaczone zostagdgy trzy gg-wne helisy 1c8S r RNA
wskgad centrubPandmadvgdiuy Nzewe, nukl eotydy centrum

fioletowyimo d e | MRNA pokazuj Ncy kodon w GB3D w heliseu A, n
h18 (kolor turkusowy) oraz A1492 i 1493 w helisie h44 (kolor niebieski)l[Kkor em U- gt ym oz n
antykodon (anganticodon steaioop, ASL) nalteRINNA yz rdaoj chwej Nce.go si A

2.2 Centrum peptydylotransferazy

W o b r i ipedjeddostk rybosomalej z n a j d ucgngum peéptydylvansferazy

(ang. peptidyl transferase centr®TC)bi or Nce udzwiaKz peptydoweayd e z i e
[28]. Analizy strukturalnew s k a,Z0eej ycenCs U ma ®d si ArRNAY3J Nczni e
Bi or Nc pod upwagi@Enwes what gewescjii r RNA, w sz

w centrum PT, centrum toi zasada jego funkcjonowanjast identyczcaw obr Anbi e
wszystkich organizm-w, podobnie jak centrun
konserwat ywnoSuwk dj swalorBM Bbiaé nwszyst ki.ch tr z
Gg- wadlkzadNhodz Nc Rentwm®PbBQ jestbe &k cj a, Uamidowa- r ej t
grupan a | a dbNeszty aminokwasowej wminoacyletRNA reaguje z atomerw ii g |

grupy karbonylovej n al e UNrcee§g z tdyo ami n o k wa peptyddortRNA wi Nz ar
wcelu ut wor zeni aamiodweweg owi Nepwliar ni e nazy.\
peptydowm (Ryc. 6). W procesie formowania wi Ngzani a
el ement ami bi or Ncy mzasadsadénsoga ARMMSIKRNA, aal pizede e | e s
wszystkimgrupa hydroksylova 260H adeninyA76 pochod#ta zpeptydylotRNA (Ryc. 6,

panel prawy [5]. Na | @@y k r ie & t z iRBAIwW tym procesie polega jedynie na
formowaniu wgaSwobrivéje Kt ze i r zzeardh aRBZive r e a k ¢ |
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bierze bezpoSredniwo Nnamiagpe wt ykdadvadg @,i ea |
pozycjonowani e dwRNAhpesydyntRNA. Adasadniczyim plemeraem

bi or Ncy udzi ag 2o GdehimyA7b, zatemz punkts widzenidypawe

katalizy enzymatycznejrybosomi e bi erze bezpoSredniego udzi

wi Nzania peptydowego.

Ryc. 6. Centrum peptydylotransferazy[5]. Panel lewy:Struktura agRNA oraz peptydyldRNA

w centrum peptydylotransferag®29]. Na rysunku zaznaczonaulsstraty: aa tRNA w miejscu A

(kol or r - Uo wytRNAowrnmaescu P &aar zietbyy)Panel prawy: Pozycjonowanie
reszanyi nlbwej poprzez interakcjn grupy -RIOH ( kol
(kol or zielony) i N3 (kolor [g0.anatowy) A2451( Kk«

2.3 Bakteryjne Centrum GTPazowe

W obrinbi e du Urgbpsonmiogl rlokalizowaset jéstzecie centrum, zwane
centrum GTPazoym, tzw. GAC (ang.GTPaseAssociatedCentrg, (Ryc. 7) [31,32]
Centrum GTPazomeodobni e jak centrum dekoduj Nce j ak

konserwatywgch element wrybosomuy [ wystniApuje na r wbosoma
wszystkich dwWmemn@adindty eitaikizev. AmMnaj sode
podjednostce ij e st mi ej scem przygNczani a sin cCz

translacyjnych GTPaz (trGTPaz Centrum t o jest odpowiedzi al
hydrolizy GTP, auwolniona energia hydrolizyza poSredni chwpiodza GTF
rybosom na wszystkich etapach jego funkcjonowabia i a gentmumeGTPazowego,

wodr - Unieniu od centrum peptydylotransfer a:
wsp-gdziagani a rRNA i [33]. bEIeméntarki rRNAy beatsim ma |l ny
GTPazowegs N dwi e wysoce kowsaebmwalipl7edNesine ny
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(numer acj a EwdasRM:piwd ad Is arycynogwa(@nwSarcin-Ricin Loop,

SRL)or az piftl a t i TtheostremoplioapiTh)w\ s(kagnagd. ¢z Sc i bi
wchodzN ewolucyjnie konser wo wal?@akterielaciyk a u L ]
bi agka P1l/ A2i36leukarionty)

Ry c 7. Struktura podjednostKki 50S wr afB3l.z el e me
Kol orem turkusowym o2z n atki50smybosdmu, &cipiem szarymdRNA. po dj ¢
Bi agka bocznej wyni osgoSci , t zw. Akciukao ryb
kol or ami : kolorem U-gtym biagko ulL11, kol orem
bL12. Pt lrgcynewa pzoagannoawoz o st aga kol orem r - Uowy m.

Nazwap it | ipo®RINz ana jUsgestionace If et @& wm, cykotokspnk s y n : |
Usarcyny zAspergillus giganteys k przecimms pecyfi czne wi Nzani e
mi ndzy G266LA2662 1 mumeracjaE. col) w SRL [37140], orazrycyny, b i a g k

wy s tj iNgow nasiomchRNc zni ka ¢ 0 Rignod conineigsé t -prowadzi

d e p ur yasaadeninoweiyyv o0 b ISRLmarRNA, w pozycjiA2660uE. coli[41,42]

Pntl an&Rtdujze sin w255218 Sd ornmiReNA ei 2WBcSHo d z i W S
(u E. coli obejmuje nukleotydy C28-G2674 w 23S rRNA, ud r o USl @eyevisiae
nukleotydy A3012A3042w 25SP8S)[43]. Pit | a SRL map rkoynd omimaaijj N
As zipdd kw{ casg.haipin, Ryc.8) [32. Pfit | a SRL skdlaedme rsti -iw z
strukturalnych trzony elasycznego regionuz e s pzasgdpuryo wy ch st abi | i zu
strubraezn pntl[l4 StQkdu@A Nt | i SRL ajpggt whioe mpw z e
kl asyczne oddzCraijo kvéapiomsi zidtzzeygpoamizasad | e t ak Ue

j est stabilizowana przez oddziagywani a |
aromatycznymeasad tzw. " -stackng interactions[45]. W o0 b r GAGAenajpujet | i

s i N amdesng AW2660/A3027 E.coliS.cerevisiag k t a jestw eksponowana nie
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formuje oddiznmymiwar szt ami N actbwoii bdi cetetpifiptnlyim
dazewnntrznych c¢zynmycyka (Ryc.8) d46]) depurynacglczylin p .

us un izasady adeninowep r owad z i do utraty funkcjonalr
stymulacji trGTPaz do hydrolizy GTP.Pi & ISRL wykazuje wysoki stpi e E
konser waw§mwnd Swesizoyrsetnk[PApgHt i @ or - wn u j Bacteria, o d 0o me
Archeai Eucaryota f r agmentni t en fir wU pr z Bautarid jednymd o me ny
nukl eotydem, stNd teU o pegnej konserwatyw
12-nukleotydowej(AGUACGAGAGGA), (Ryc.8, panel lewy [48].

2660 3027

A A

G G Petla GAGA

GA GA

cG CcG zespot puryn

zu uklonym
AG AG m?k};ZOtyder);\ zespot
2655 GUA 3022 GUA guaninowym puryn
AC AA uwypuklony
| | uc region nuklgotyd
elastyczny guannowy,

uc UA

CG CG

cG AU 4

C2667 / region

gg élé Trzon © - elas{eyizny
GU UA

uG uu

2646 CG 2674 3012 AU 3042

5% 3! 53

E. coli S. cerevisiae

Ry c. 8 . Mo d el st r ukntcynowgj. Ppnilt léwy: pear wpanoive WY S Q
konser watywne|j struktury drugorzndowe]j pnatli S
wskazano kluczowN adeninn, k Ranel pmawyu 4 tergwa k tdwerpau r [y m
sarcynowerycynowejEscherichiacoli (PDB 480D) opracoana z wykorzystaniem programu Jmol

[49]. CzarnN |liniN zaznaczono poszczeg-lne el emen
z uwypuklonN guaninN oraz region elastyczny).
poszczeg- -l nymi zas ad a-stacking mteraconsy mi na zasadzi e

Pit | a s aycyngwa @stkluczowym elementem w centrum GTPazowego
ib A d Wyeksponowana na powierzchni rybosomauc h o d z i w bezpoSred
ztrGTPazami j ak pokazagy analizy struktur.al ne z
Wi er z c hoSRe k pmBEARGH, gestelementenb e zpoSredni o ul egaj N
zdomenN GTPaz[@}N zta SGHiderwmanicingpt wi er dzi gy kIl uc
p N tv ktymulacji trGTPaz do hydrolizy GTiRyc. 9)[50].
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Ryc. 9. Interakcja SRL z kompleksem t - j s k g ad ni [5b]woloremTcZerwonym
zaznaczono pmy ¢y SBLEEaenzielengm czynnilEFTu, GDP zaznaczono

kolorem fioletowymw f or mi e st r ukttBNAK od lme mimc D eajd,or z J® wy m
r-Jowym zaznaczono antybiotyk kirromycynii przec
chemiczne.

Nal eUOy podkruekQluiria, dlbémedny d wiGNRdarystilah e |
trGTPaz jest konserwowana ewolucyjfi2], ap o d o b io striisutalwve i funkcjonalne
pokazje,Ueé r GTPazy we@s i &g a jmkzcihaagnainzina ni ezal eUni e
organizmuDz i agani e tr GTPa zybaktgyjngcht®TPazERTu pEFz y k § a d
G.Czynnikit e ul egaj N interakcj.i z centrum GTPaz

w procesie dekodowania jak i translokacji w cyklu elongacyjnjRyc. 10, 11).
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Ryc.100 Oddzi agywanie rybosomu prokari[53yRazehego =z
lewy: struktura 70S w kompleksie z EFu wraz z agRNA Panel prawy: struktura 70S wraz

z czynnikiem EFG. Kol orem bgnkitnym przedstawi ono madg
kol or em po malud®cz cevd(Bds)s @ba czynniki translacyjne oznaczono kolorem
bordowym. Na rysunku z az tRNAw miejsou Etryddsdine,:kolokem! or e m
zielonymtRNA w miejscu P, kolorem fioletowyraatRNA w komplelsie z EFTu. PTC - centrum
peptydylotransferazy (angeptidyl transferase cenferDCi cent r um d e kdecbdifggNce ( a
cente);Lliboczna wyniosgoSi na duUe|j podjednostce r

2.4 Cykl elongacyjny

Zasadniczym el ementem w jegtcyél cersgaggy, bi os vy |
w k t mroyzachodzi synteza polipeptydu na bazie informacji w mRNA. Cykkténg a d a
si dwz c h 2z a seatdanpdekarlowania i translokadjRyc. 12). Etap dekodowania
tomomenfw Kk t -ubsyrattjagtRNA jest dostarczany do mieg A rybosomuv formie
t r - j s k gga kbmplekso (ang. ternary complex TC) aatRNA-EFTu wraz z GTP
(Ryc. 11).
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Ryc. 11. Kompleks tr-jskgadni kow54. Modei Btmldurapyy z  r y |
przedstawi aj Nsacynowet yea yarka\y dj pkanpfeksént T.Cj aminoacylo

tRNA (aatRNA), czynnikiem elongacyjny EFu stabilizowanym analogienGTP (ang. b-o-
methyleneguanosing Njt r i p ,hGDBGPhGzérngonym kolorem zaznaczono czynnik-TEd,

kolorem zielonym aa RNA przygNczony do rybosomu za$S kolo
Zostkaanga ona pnt kngynewva.r cy n o wo

W stanie podstawowyman p o ¢ z N eldngacymegsm miejscu Prybosonu znajduje
s i peptydyletRNA, a miejsce A jestvolne Na etapie dkodowania, adRNA zajmuje
mi ejsce A w formie TC, ainfamacjigénetycanej Jagisarred by wa
w mRNA Na tym etae rybosom dokonujesprawdenia p o p r acivaatRSIA
dostarczanegw formie komplelsu TC do miejscaA w obr nbi e centrum
Zwi Zdniew § a S ¢ komplaksaTC do miejsca A na rybosomigrowadzi do serii zmian
konformacyjnychw TC, a przede wszystkim w domenie GTPazowej czynnikdEF k't - r e
prowadzN do indukwijkt -hryajr otl d zp/f tGPbRyd®IRiE gr a |
GTP przez EFTu, uwolniona energia prowadzi do zmian konformacyjnychTHF co
skutkuje uwolnieniem czynnika rybosomui pozostawienim w§ a Sc i wRNAO a a
w miejscu A Na drodze spontanicznych zmian strukturalnyeghsnt npuj e pr zes.
ramienia akceptorowego tRNAmiejsa A do PTC.Et ap ten jest nazywart
aatRNA. Hydroliza GTP, uwolnieni EF-Tu, powoduN €a k 0 mo datRNA W miejscu
A, prowadzi do wprowadzenia aminokwasu centrum PTC, gdzie zachodzireakcja
syntezy wi Nzani a ppepydpt&NAg e egyNmidstemnbPi e
W wyniku tego, powstajedeacyloway tRNA w miejscu P,zaS miejse A zawiera
pepydylo-tRNA, k t - rpeagloi p e ptwyld Jauddsotpaegd n N reszt i ami
Synteza wiNzarnpaz@jeddtiydRNge miejsca B doomiejsca A
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otwierakolejnyetapwelongacjj t j . pr oces tpepydyliRNAI mRNAT , w Kk
przesw a 5 M feden kodomv stosunku do rybosomiiranslokacjgest katalizowaaprzez

czynnik elongacyjnfe~G (u bakterii) kt - ry posi ada powinowact w
faziepret r ansl okacyjnej, Z mi e | -Rolkimvoldym t(RNA nt y m
w miejsal P. Prayg Nc z e rGi do ryBoBomu prowadziod zmian konformacyjnych

wobr nbG,e KtF-ct y GEPakRN hydrolizuje GTP (z kIl u
Proces ten ur uchamipadcaag 6 Spedydylb-tRNA i deacylbwariea ¢ j i
tRNAprzemieszczaj N sifn odpowiednio do miejs:
wmiejscuA co umo Ul nieniaas egiraet®NA W ioune TG a deacylowane

tRNA jest uwalniane z miejsca E (Ry2) [5,55].
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Hydroliza GTP
Uwolnienie EF-Tu 3
2 Dekodowanie

Wigzanie potréjnego
kompleksu
Rozpoznawanie kodonu ¥

Transfer
peptydylu

Hydroliza GTP
Translokacja 6

Ryc. 12. Cykl elongacji w procesie translacji[5]. Podjednostki rybosomu zaznaczono

odpowi edni o: kolorem turkusowym podjednostka 3¢
Mi ej sca A, P i E zaznaczono odpowiednio kol or
elongacyjny EFTu jest zaznaczony kolorem czerwony, czynnik elongacyjnyGEKolorem

br Nzowym, MRNA jest kolorem szarym, a rosnNcy i

Kolejne etapy cyklu elongacyjnego oznaczono cyframisthn podstawowy, w miejscu P znajduje

si i p etRNAyndgjsted jest wolne, 2rekrutacja kompksu TC do miejsca A i dekodowanie

informacji genetycznej, 3 hydroliza GTP i akomodacja 4aaRNA ( pr zesunifci e
akceptorowego tRNA z miejscaAdoPTCysty nt ezy wi Nzani a peptydowego
t RNA zwi Nzanego -pmeptydyb-e REBeim BMRNA przesuwaj N si
w stosunku do rybosomu (pretranslokacja}di Nz ani e czynni kda i e lwgragsacd ywa
transl okacja, potdRNAsi kdeae)y!| pwaprnte dtyRMA pr zemi e
do miejsc P i E; 7uwolnienie czynnika EfS, deacylowane tRNA jest uwalniane z miejsca E, nowy
kodon jest eksponowany w miej s ¢ aatPNA w formieT@no Ul i wi

-rybosom osi Nga stan podstawowy pozwal aj Ncego n

Wszystkie trGTPzy oddaziyzywmpdypNrzz e g fi tdloNme s
wi NONcN GTP, tzw. domewinNzG,n icdpowdeRina zaNc N m
hydr ol [5@].Btruidrddomeny G jest ewolucyjnie kensaywn a wSr - d wszys
trGTPaz57]. Proces hydrolizy GTP katalizowany przez trGTPazy, przy aktywnym udziale

rybosomu, jest Fr-dgem energi.i ni ezbndnej
i ndukcji zmian st r ukt doraapl fiwdygchho swo no bnrarn bpioes ztcrzG
etapach biosyntezy biagka. KluczowN rol A pc
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histydynowaw domenie GTPazowyé€His84 w EFTu, His87 w EFG, His61 w SelBoraz
His108 w eEF2)[50,5760. Reszta ta moUe prsuzutgralhe dwi e
ni eaktstawn W k t - r gdoalopae & nflipped dud pd grupy fosforanowep

w GTP oraza k t y, Wied\toreszta tgest skierowana do-fosforanu pozycjaAf | i p p e d
i n (Ryc. 13) [59,61] Po pr zytiGTRazysm iyhosorsuitr@TPazazajmuje
pozywjkitp-irtelja SRL jest Awstawianao do centru

fosforanowa reszty adeninowej A2662umeracjakE. coli) p n tSRL ukierunkowuje,za

pomolN oddzi agywa® el ektrostatycznych, kat al i
aktywnego,w kierunku o-fosforanu GTP[54,61,62] Dodatni o nagadowan
oddziaguje z cz Hstzealgjdkkywagjiccadvkonselovencjopmwwadzi

do nukleofilowego ataku nafosforan GTP. Dodatkowgrupafosforarowareszty A2662

koor dy nuj jenu mdgméezomgo Mg, k t - ppzycjoruje reszii krytycznego dla

hydrolizy GTPkwasu asparaginowegeo br nbi e do me (AgR1G EFTUGTPazy
Asp22 w EFG, Aspl10 w SelB)co z kolei indukuje otwarcie tzw. bramki hydrofobowe;j
zbudowanej z dw-ch r es zthnahicmwmeleneotemoc h | | e
indukcji hydrolizy GTP (Ryc. 13) [50,61] Na szczeg-| nN @asadag i zZa
adeninowa w pozycjpiurdy&ea, i ktzar g o Basasgitai ¢ ¢ we
odgrywap o Sredni N roln w indukcji hydrolizy GT
udziwagiundukc]j i hydrolizy GTP, ale |jest k1 t
wodorowych stabi | idamejyNcG cwh osbtralRyd d8k 14yrwhTyP a z
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His87

YN L ~A
-7 His87 o
«
_—
/N &
g H "flipped-in”

)
1
\ 0 5
o 1 G
P () / \_P ! Y
eop—0”| Yo H N 6pP—0”| Yo H
o N o

His20

"flipped-out”

Ryc. 13. Mo d el aktywacij.i hydrolizy GTP przy wudzi al
z czynnikiem translacyjnym EF-G [63]. Panel lewy: organizacja miejsca aktywnego czynnika

EFG. Asp22 i His87 w st anioef Iniipepaekd yomntyom ABrdammk:ic
formowane przez aminokwasy Il e 63 emnakiyanejl | e21

konfor macj i PaAdl prawy:peomaniiacjad miejsca aktywnego -BFw rezultacie

przygNczenia tr GTPazy do rybosomu or az umi es zc:
czynni ka. Reszta A2660 oddzi gpuwjessuni hcseydensiX

iot warcie Abramek hydrofobowycho. Fosforan res:
ofosforanuGTP, co pozwala na aktywacjn colesfdragczki w
czego konsekwencj N jest hydroliza GTP.

Udziag rybosomu w stymul acj.i molapolegd mazy GT
indukowaniu zmian konformacyjnych w centrum katalitycznym trGTRagbosomalne

centrumGTPazowe zjt | N SRL stanowiRyklduczowy el ement
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Ryc. 14. Model strukturalny rybosomu prokariotycznego w kompleksie z czynnikiem
translacyjnym EF-Tu [64]. Panel lewy:rybosom 70S wraz z T®anel prawy:ob s zar wi Nz ani
GTP w domenie G czynnika EFu (kolor jasneczerwony) z analogiem GTP (GDPCPkolor

zielonob r Nz o wy ; struktura SRL zostag oznaczona ko
przedstawione liniami przerywanymi; jon magnezowy, przedstawiony w postaci zielonego punktu,
koordynuje tworzenie wiNza@ wodor bivyosforanemo mi i d z
GTP; el ementy hydrof obowe §a Ec uatdj,onentaddjale2t) or az
Hi s19, sNsiadujNcN z resztN Val 20, j est st al
znukl eotydem G2661 23S rRNA pnitli SRL; zasada /
Hi s 84, kt -ra aktywuje moyskrukjui zwe dpyo niopa N eadzsd raw
[54].

El ement biagkowy ie/bosomalnd i @Kk uldOweag o
zdimerami b i a GLéX (bakterie) czy P1/P2 (eukarionty) kt - re twor zN st
odriabnN jbeadmnonmsN kwyni osgosiv. roiwossnmbmgesin N,
Aciuko rybosomalny é¢st oligomeryczN struktulN p o § N\ z oylbbosomem  przez
konserwatyws regionfRNAp it | i1 t i gzsa rpepSroendmiNct we® bi agk
66,67 Ws p -1l nym, f wmk ajnomwabiolcizenred wyni osgoSci
dla wszystkich domen Uycia, jest rekrutacj e
translacyjnych procesu hydrolizy GpBdczas translagjivjednocze nej WwszZSRIgpr acy
[68]. Uni k altegdNelemenw hryNomalnegoj est t o, Ue jego akt
gg-wnie od biagek rybosomalnych, w przeciw

-

wobrifibie ryborBNAzua,l ellth-arke nsaN przykgad dzi ag:
centrun, czy proces dekodowani®9]. W  gek ggraktirywc hodz N dwi e, o]

C
funkcjonal nie i ewolucyjnie, skgadowe: pod

uprzedstawicield@ wjest rgpserektowarta pradavani@nserviatyvene a |
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bi adgkllor az uL10. jBeisatgkpr zuylgINlczone do gg§ - wr
podjednostki rybosomalnez a p o Sr e lelisy 43(4% eRNA (Ryc.15) [70,71]
Rybosomal ne (dawngegdnane jakd100u baktericzy POu ar cheon- w
ieukar i, oNgi- avduj e 1%ijebtelemgnkeinkeorh wi Lcbzi Nedhkmai dok a o
rybosomu.Bi ag ko & oziawipNoleo ¢ N -kcbadBneomwye j N homol ogi ¢
wszystkicht r z e c h  d o doe elemedty ¢RNA Domena &k o Ecowa r - Unii
strukturalnie narchfednanyi/eukarioktame @it @ mii a |t pod wz
pegnionych funkcj.i (wi Nzania kopi. bi agek

ueukariont-w), moUemy jN zaklasyfikowal do

bL12 NTD

)(bL12 CTD
G'
EF-G

Ryc.15. Oddzi agywanG ez czgymtnri tkkmm &FPazowym z uwzgl nd

uL10 i bL12 oraz rRNA [53]. Mo d e | strukturalny przedstawiaj N
czynnika ER G z fragmentem domeny-Ner mi nal nej bi agka ulL11. Kol or
biagko wuL10, kyol - alrl®, miemnez s b pngmomi agka bL12 or
N-iCt er mi nal ne, nat omi ast pomara@ zowym helisy 4

Zasadni dunkejonalma® 15d¢ i w0 kligoneryczny komplekd i a b owk gadzi e
zal eUOnym od pozycji taksonomicznej organi zr
w dw-ch konf i gur akomplek$ persamerycany w40k 12-blyi2y h

zd wo ma di mer ami wybsitangpkosgzefilhy pdd@as gdydla termofili
odnotowanoo r gani z acj i ulle(pLil2abiid)s ztrenerenNbL12Ryc. 16 a)

[71,72) W przypadlkhuchelbos wihewkari ont-w organi z
eukariotycznegao: penta- (uL10-(P1-P2» u e u k a rz dovonta -heteraimerami

P1-P2 lub heptameryczna (uLi@P1-P2s z trzema homalimerami PiP2 - domena

Arched, (Ryc. 6 b-c)[73,74]
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%. S uL10

o o NS
. W4, ul1o0 N,
m& ‘ Zf}@’ e

0. 1 dimer bL12 dimer P1
.
' dimer bL12
ﬁ%ﬁ) dimer P1
f dimer bL12 PR

Ryc. 16. Strukturalna organizacja Akciukao rybosomal nego u bakteri|
eukariont -w wuzyskana mﬁﬁ?@]daxlbalktarym)stnadélosguktary|can
kompl ek shAuciukadind el mal nego skgadaj Ncy sin z biagk
di mer -w biagka blL12 (kol o«bL1P-bLRkewiodvyd z ne sk ntfy
domeny Nt er mi nal ne bi ag-e&r rhiLna&l, nad ojmesnta 1ICi ewi doczn
mobi L nocSd uniemoUliwi N dkmeddleniseér wsktrwrkyt ukyp mBll
uarcheon-w, skgadaj Ncy sifn z Dbi agkdi nuelrl-Ow (bkioa Joki
P1 (kol or gososi owyPL5Ps e mbdelnstrukigry kampl¢ksu ibai g € 10

ueukariont - w, skadaj Ncy sifn di mémgwabiudadd®k oPh
gososi owy) i P2 (kol or-(Pa&-B2.r wony), o konfiguracj

i
I
a
0
a
k
Badania strukturalne wy k o r z y stéchnjkiN dakie jak mikroskopia

krio-elektronowa sp ekt r oskopi a magnetyczmwegpodNezemarn
z krystalografN oraz badanidiochemicznewy k az a gy , i U biagko bL12
strukwtobnnbi e cent(Rye., |eypame) Anwalgioza NMR poka
Uei & kbudowaoe jest dw- cdomen: domeaN-k o Eejgang.N-terminal domain

NTD) oraz domepC-k 0 Ee@j¢ang.C-terminaldomain CTD) , kt-re sN pog
wysoce elastycznym | e me nt e m §tAWczawiasek(Byw. )l Toprawy pane).
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A, bL1 2 (cTD) i::._.‘ "-* _"
.'... ) .'..':

NTD dimer

Ry c. 17. Mo d el struktury centrum GTPazowego Wr
Panel lewy: fragment struktury rybosomu bakteryjnegacentrum GTPazowekolorem szarym

zaznaczono obszar odpowiadaj Ncy biagkem: - th&0 i
biagka zostagy podpisane, z wysz¢/Zlegnelprawyeni em ¢
strukturabi agka bL12 okreSlona metodN NMR, z zobre
strukturalnych: domeny CTD, zawédneuw77.gNczni ka)

DomeraNTD wi NWJiea § k o b L poprzerirderakcjizIOk o EdbelisNb i a § k a
uLlo (Ryc. 8),zaS domena CTD | est el ementem f unkc¢
interakcji z trGTPazam{Ryc. 15). War unki em akt ywn o Slasiyczgbi a g k a
gNc midzkCTD i NTD, nadaj Ncy CTD wysokN dynar
(Ryc. 17), [78,79]

Ryc. 18. Struktura trzech N-k 0o Ec owych domen di mer-w bLB2 przy

bi agka [77 lKbO or a mi gososi owy m, fioletowym i Zi
N-k o EGcowe domeny dimer-w biagka bL12 (odpowiedr
granatowym oznaczoridh el i si bi agka ulGkWo@@eamwiskazanymi N
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BakteryjnadomeraNTDbi agka bL12 jest zbu#dowaeafnr Bbj
dwie Uhelisy: U1  i[80,812 Helisy tet wor z N st riukulue dgiajhNack ai n't
z homologicznym elementedrugiegob i a § K w cehulutworzenidoomoed i mer u bi a gk
(bL122,k ot wi c z BHteelgios in@ b i a® [82i84JuHellad t(aRypco silada kK
segment aminokwasow&k t - r e pBivhalduwm tr zy kr oichwieNUea k a
di mer bi[80BKa bL12

Domena CTD, B.lcai peszty amihokavasawend 52 do 12(posiada
globularNstruktufiz dodat naoNnpgwdewzchni NtuGTPazy kt - r N
[82,84,86] Dwhelsy(W4 i U5) domeny CTD biagka bL12
interakcji z czynnikami translacyjnymi87,88] Do me ny NTD i CTD sN
elastyczy m § N c zbogatym w neszty alaninowe i glicynowe,b ej muj Ncym r e
3651. Jego dgugoSi i skgad r - -Uni [8%8D,9] znacz
Zbada@® met odN spektroskopii manguoleatmagnetoego r
resonance NMR) wglementenp o §eadak o mf erimalderr mowal

zwar t N-hélisyt mb Wy d § strukturalizowany elemefi2].

2.5Eukariotyczne centrum GTPazowe

Funkcjonowanie centrum GTPazowego, takgat z 0 s t a Ppeceatsamsladi,t y
z 0 st a g onamopealupmkarotyczym, ale z uwagi podolwye E&&i wa
ewolucyjnegod z i a geatmimjest podobne naybosonie eukariotyczy m, j ednak Ue

specyficznymi modyfikacjanii7,8,75,76,91]
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GTPase Associated Center

Ryc. 19. Eukariotyczne centrum GTPazowe [63]. Panel lewy: schemat rybosomu
eukariotycznego 80S z Zaznaczony mi el ement em
rybosomal nym. Zobrazowarkew Ezesthampyelwy iPgu Ulomleo r G
Zaznaczono p irtylciy n ®@aadl .orawyowroz edst awi a somang i uk 0

Zzzaznaczonymi pos zc zkelg cdemvognyrip né | ameSnRiLa mi st r zagKk
kl uczowN adeninin A3027, kt-ra ulega depurynacj.i
zaznaczono poszczeg-|l ne bi adguH-kea foetdwy,ald0 w s k § a

- kolor granatowym, heterd i me r y 1P2- kolpejdsnomebiesio1].

Podobnie jak w przypadku prokariotycznego centfsifiiPazowegpcentrum eukariotyczne

jest zbudowangs zer egu bi a g e takichjgkbkoosnosnear Iwnayt cylisld e b i a ¢
iuL10 oraz unikalnel | a e u khkair a @ A2 (RRcl19). Biagka te for mu
wyni os § o @ik ciens kylosofalnymzakotwiczo n i podjednostce 60B6].

Pods taivkddt wor zN dwa bi adkta- rud 1gNozya zs iuiL 10 b i
uLlost anowi zasadni czy porszioand ab odcwi nee jn (Ryyznai | oestnc
20). Pierwsza, domena-Ner mi nal na wi NUNca r makiryjnegoest h
odpowiednika[14]; ponadto posiada uni k,&ltnN adavmen i pl
tylko uEucaryotaorazdomemiC-terminalNb 1 d Nc a p0h eeldiyanNkz N r ej z wi |
sN biagkaaPeUinoBz.i el drsga miodmew sckhd @chi r 5 n
10-aminokwasowch odcink w, wi NUNc dwa (tak jak u Eukar
P1/P2i jak w przypadku domeny ArchaéRyc. 20) [92].
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P1.P2 P1 bL12
heterodimers homodlmers homodlmers

: p ,«%o 66 uL10 Q 0
ul10 L&L & & RNA-binding . hﬁ%
RNA-binding—{ _ e F Y‘M i domaun\ N\ &5 ?{'
domain > y s T *! é ?
g
J 4
| &‘ * SDXDMGFxLFx uL10
ul10e: e
@ ,= C-terminal RNA-binding
conserved motif uL10ext XGRXALFx domain

Eukaryotic stalk Archaeal stalk Bacterial stalk

Ryc.0. Organizacja strukturalna bi ap&.®anellevty0 w ob
kol orem granatowymlQaznwggpobe@pilagkeniuedm domen
domeny wulLlOext; kol orem zi eldoinyemm yi bri -a@ewy nP 1o zit
przerywana reprezentu@nserwatywny motyw Gk o Ec owy bi adgka uL10 homol
P1/P2. Panele@roid&loewtyowkm|l naznayzsana elyi-dadmk @ nuled
wi NONcej RNA oraz domeny uldiOnexty, bk alkrae ®1cg z @& i W
fragment konserwatywnego motywukCo Ec owego. Panel prawy: kol or en
bateryjne bh § k o uL1l1lo0 wWr az ze wskazaniem domeny Wi
pomar a@czodviymmerhyommi agka blL12

KaUdapogzczedomenrbyina gk apousLilabda okr e BdmenaN f un
N-terminalnakotwiczy Aciukdon a r ybosomi e poprzez interakc,]
ulega interakcji z eukasiycznymi trGTPazama | e wabag < m e Sykeiikdwid

w stosunku do eukariotycznych trGTPEB]. Jakwy kazano w przypadku
Pyrococcus horikoshii Bombyxmori, u s u n idonmeny euL10extlub wstawienie tej
domeny do bakt er yj remigng specyfidi Oraz pwykaraysaydiania gyrzez d o
rybosomodpowiednichtrGTPazy[94,95] Wedle ostatnicld o n i ,edemerad@ wchodzi

w interakcje 2 i a § ®GN&2 (ang.general control nonderepressiblg 2 le ¢dpowiada

za fosforylacjn eukari ot Uc¢ehFae 96. GENRyestn i ka i
kKluczowymb i agki em mevg slydtuaarcgvayx h stresu kom-rko
aminokwasowy[97]. Fakt ten wskazujegUe Ak ci uk 0 rigdd dodatkomgdhny po
partner - w, nie tyl Komenast Bl mhnyahna bragkhaul
poj edyhe ki snikalny elementkeciukadr ybosomal nego w obr i
eukariotyczn,ej k kotwicar i mggkra-. wwBi g§Na uwaUane =z
analogiczneu k g avdstosunkud o bakteryjnych biagek blL12,
wy k a zpodpbNed z i a,dgni eul egaj N i nt eagomasthieimayz Nt r GT
wzglndem siebie podobieEGtwachkBtpokawaahhneg
rybosomigjest efektem ewolucji konwergentr|@5]. Bi aa®Plk t anowi N unti kal ny
W grupi e bi agek ryopsacmal wy efEst wioami ewa (b o z
rybosomalnychbi a gtkway st i pki ¢ iN- rwovielu kopiach [98]. Ponadto, ¢h
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charakterystycznN cechNplesdy |iwgdlesguiskich i z o e
war tpHSzindéiu 8t Nd teU nazywane sN one kwaSnyr
acidic ribosomal proteins [99,100] Cecha ta zdecydowaaggclodr
bi agek rybosomalnych mAdQiNcwWyh - 8@haanaktert aka
translacyjna modyfi kac) a-kw (GJraastiazi tfeqgof @roywilc
okreSlane mianem r Yabhgophmspnayhtedy[tOB]. Nb poalsjasik P
sekwencjia mi no k was o weajk | bmisayf k ek otwea r{Ryc.2)oPl draz-P2,h gr u
za wyj Ntkiem roSlin, w przypaidPB[aO3kA5:-Coych wy
ci ekawe, u ni Uszych eukariont-w istnieje
Wpr zy p adk Saccharamyabdloerevisiae b i apipoksa aaj N po dwi e
bi agka-PPL1A,i PPL2B, P2A i Fhet@odim@8yPaRXk,a & o od ma(
S. cerevisia®1A-P2B oraz PB-P2A. Na rybosomie wystnpuj N z |
pentamerwlL10-(P1-P2», a u ull10-(PIAdPEB)(PIB-P2A) [67,106 111]. Masa

mol ek ul ar ngnosblil &[n¢6k,68,P8,112]W st r uk t u rPi erazlPR a g e k
mo Uemy wyk grdhasitin p tupk&janalngch domenglobularnej Uhelikalne;

domeny N-terminalrej - NTD, r e gi onu g Nczzwn. i k A avaray idenseny 0
C-terminalneji CTD (Ryc. 21).
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Region
Domena N-terminalna tacznikowy Domena C-terminalna

EAAEESDDDMGFGLFD
SDDDMGFGLFD
DDMGFGLFD
ADDDMGFGLFD

*

SDDDMGFGLFD
"SDDDMGFGLFD
SDDDMGMGLFD
DDMGFALFE
SDDDMGFSLFE
SDDDMGFGLFD
SDDDMGFGLED
SDDDMGFGLFD
DDMGFGLFD
ADDDMGFGLFD

HUMAN
RAT

)DDRLNKVISELNGK
)ERLNKVIS FL‘I\

DICDI
DROME
ARATH

LEIDO  MOYLAAYALVAL

Ryc. 21 Por -wnanie sekwencj.i ami nokwasowe|j kwaSn:
przedstawicield.i [99]. Bryhematgatpuzledwst awi a sekwenc
(HUMAN), szczurzych (RAT),Dictyostelium discoiden (DICDI), Drosophila melanogaster

(DROME), Arabidopsis thaliang ARATH), P1A i P2ASaccharomyces cerevisiQéEAST - A),

P1B i P2B Saccharomyces cerevisiagefEAST - B), Cladosporium herbarum(CLAHE),
Trypanosoma cruZiTRYCR) i Leishmania donovaLEIDO). Bi agka P zostagy sk
grup P1 i P2. CzerwonN i pogtreurbmiomaNl ncNz,c i zoanvkiNe rz
zamek hydrofobowy odpowi-bkeidazg kad ,n yK alao rienmt erriaehbcij ees
konserwatywneér ho@ainaiANdCk N wskazano miejsca fosfo

Domena NTDs k gada si i z okogdo iT7eétodpowisdzialna aami n o k
formowani e si n-Phoeariethotwidzemesma rybosonfiegla po Sredni ct
bi agk a(Rya.l19),0[66,113] Domery NTD zbudowaterechWhelis z ¢z
formuj Ncych gl (Rpc2p),dIrlhiIN5|Re giukn ugRNczni kowy mi
I CTD to 30-aminokwasowyregionbogaty w reszty alaninowgrolinoweoraz glicynowe
kKt - -jreyst r-Unorodny pod wzglfidem d,Jaujego Sc i 0
parametry biofizycznenadaj N mu wysokN el @aa hig pasiada Si st
zdefiniowanej swktury [99,103,104] C-t er mi nal h a seRfbncja 0k c
ami n o k wdosinowana przeesztyaminokwasow® k w a j&kn lyydiofobowym
charakterzdRyc.21). Na szczeg- |l nN uwagin zasgduguje kons
reszt aminokwasowyclfEESEESDDDMGFGLF) z awi er aj Netyayk t essNe t y
fosforylowane przez kingz b i aGKR [@8MHA2,116] TenC-terminaly el ement bi a
Pjest czinSci Nbifeurnkecj adai afl w eukadalyzznyaiy y wa n i
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trGTPazami,a jego usuni Nnci e [cradgkaodva g reagimi c zeni a akt
transl acyj n[&jy] Amyb o sgm-sw r u k U eitearlinalrey eleneht a z a § y
bi ag ge& nidustrukturalizowanyRfyc. 22. a i c) i posiada parametrg cechami

charakterystycznymidla struktr y k o n f or mamojtgn glabylé .z wanej A

a b 5 a4

aa@ @/@

NTD P1 NTD P2

Domeny

,\‘L 3 C-terminalne
( A J
| Y
P1 P2
)
Domeny
N-terminalne

Ryc. 2. Model struktury heterodimeru P1-P2 opr ac owarmpy kmhatoskN p i i i N d
rezonansu magnetycznego (NMR|114].a.z est awi eni e kil kunastu nagol

heterodimeruPP2 opracowanych metodN NMR:tewni mamad, zaza
w okr Ng wzi-tihdromipmalyrcy dih Cel ement - w bilagrekuraP z po
domeny NTD (NTDP1/NTDP 2) z uwz gl fdnlihgis ¢. ®ebraz pojedyreczegoc h
heterodimeru PP2 z uwzgl fidni on Nieustrakinglizdwanyhi @rmioaingne
elementem.

Funkcjonalne aspekty e ukfiukaaybosamalinegag o k or
W procesie bi osystaday albtiargyeko wamnet amjy dr od
biochemicznych [73,118120]. Badani a t e wykazagy, Oe eul
uL10-(P1-P2» jest odpowiedzialny zatzw. swoi st oSmhal mMbowzog!| fide
eukariotycznych c zyampmzadk wsaystkinr jesh alpowiedyiging yac h
stymul acje aktywnoSciawSbrRaga rgbesein nat wszgsikRha z | K
etapach | e dlal] Nabardzigmn a gSdtementenstrukturallymi zarazem
funkcjonalnyme u k ar i ot y c Z2nestc KonselwatpvgyE-kerminalny fragment
aminokwasowy Kkt - ry wwey smsizp/wsjteki ch bi agkach .P wgNc
W konsekwencji komplekékciukadz awi era pi nCkoGEgaehy @2 eynemt -
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pochodzRiwgrk z ulL P9. Ck o Pil ¢ ® P jest adjowikdzialny za
rekrutowanie do ryposomutrGTPaz az stymul acjn akty@mwoSci G
23).

Rybosom z Kciuk

rybosomaliny

EF2-GTP

EF1A-GTP-
aa-tRNA

Centrum wigzania Pula czynnikéw
czynnikéw elongacyjnych  elongacyjnych

Ryc. 23. Model rybosomu wraz z czynnikami elongacyjnymii eEF2 i eEF1A[122]. Czynnik
elongacyjny EF1A w kompleksie z GTP i amino@efRNA-k ol or r - Uowo oraz goso
EF2-k ol or br Nzowy, AKali aurk op a maros @anad myy.

Badania strukturambiofizyczne k o mp | e kbsi -awj k o wy wnkqrzystaniem
eksperymentakgo model oparego na b i aclj P archeonaPyrococcus horikoshii
zczynnikami translacyjnymi  ws k a zGknjec ulee g a bezpoSredni e]j
zdomenN GTPaz[@28N Na GpPdsz,wawit ewrygkaodrazd st ano b
aEFla w kompl eksi aPlmkatanpgd) @€menm tmé mabbiny gk a ag me r
aP1l wi Nte UdoBEdmeny GTPazowej (Ry24). Analizy strukturaineamo U lyi wi §
takmgé Nd w st r ukaPLCTB)aBEbGPPIGERKNa poziome atomowym,

p o k a zuudjzN 4a @ EdCaw farrRid pojedynczejthelisy w formowaniu kompleksu
WskazanolJ édragmentaPlwi NUe aBFlani ddzy domanpomoaN3r ozl
sieci wi Nza@EordzwidND & &b w wg®theorwyicrhal ny fr agmen
formujea-h e | (Rys.24).
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Domair: 3
Domain 2 Domain 2

J
Domain 3

Ryc. 24. Model strukturalny kompleksu aP1(CTD) - aEF1U0 - GDP oraz kompleksu

aEF10- GDP [123]. a. struktura kompleksaP1(CTD)aEF1}GDP P. horikoshii aP1(CTD) oraz
domeny 1, 2 i 3aEFJ sN oznaczone odpowiednio kolorem r
jasnoni ebi eski m. Pozycj nb. GrDkRura kKompleksuaEEI0@DP na  C :
P.horikoshi Oznaczenia kolorystyczne jak wyUej.

Ponadto, k r @ §b  tstauktlifieczynnika EF2 z Pyrococcus horikoshi{PhoEF-2)

wf ormach: Apo ( woz ligangam , nizewiwN zNazraengeg z GDP,
(niehydrolizowalny analo@TP)i z wi Nz an e g o wikom@ldk§eR fagmentem
C-terminalnymb i a @k aP1C11z Pyrococcus horikoshiiBadania tep o z wonh i §
opisanieo bs zar u i nt e riankPcaPhoERR.iStiuéturay konbplelesBhdEF2-
GMPPCPPICllpok az alfe P1C10hef dpemuiji e RniERYmi sd 21y do
domen N uBdo meRybdl 25G060 ciekawe, bszarwi Nz a n i-tarmirdiiego C

el ement yesbicaggkkeowd ci e odmi ennym miejscem wil
aEF1) wk t mrtofragmentCTDb i aghkva NBe& sifn mifndzy domenN
aEFL)
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Ryc. 25. Model struktury kompleksu PhoEF - 2- GMPPCP w p o § Fkcoz@Ecrmoiwy mz C
elementemb i a § k RLCHI[L124]. a.struktura kompleksPhcdEF-2-GMPPCPP1C11. Fragment

P1C11 formujeUh e | 4 ksoiil or fioletowym, pozostage domeny
kolorami.b.r epr ezent acja struktury elementu P1Cl1l1 w
cmodel strukturalny z reprezentacj N rozkgdadu ga
z P1C11. Pozytywne, negatywne i nevuzclhinezpot ¢
przedstawione kolejno kol orami: niebi eskim, cz
L103, L106 i F107 P1C11, PhoaR2Mabmzokanomwfontiezmodelini d 1 a

chemicznych.

W ramach analiz strukturalnych opracowamoa k Ue 3nibdepi wu NKEawn i
C-terminalnego fragment i aRjde ézynnika elF5SB kt - ry nal Ardligy do tr
zostagy pr naebpziestrukiarg komplegsu IF582 1 pochodzNcego z
Aeropyrum pernix(Ryc. ). W tym celu wykonanoanal i zn struktur al
krystadw-zal j 5 k gueykbzysgno hr a g me n t polipeptydu
domeny | i Il czynnika alF5B (alF5B y) oraz syntetyczny pepty
ko owym ami nok vwaninalnej bél 0 kna n gchb)CUzyskaRadruktura

al F5B zwi NzanegmiejszcaomPEesnf gwraimljamokwasowe z
wwi Nzmniiezy aP3%$N amiekwasyzBn a jcesuij iN -knaEcCQuoraa P 1

wo b r fywiofebovejkieszaniz § odjizo nc z t e paigeptydpmgict(Ryc. 2) [125].
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Ryc. 26. Model struktury kompleksu alF5B; . - GDP - aPlcrp [125]. Domeny | i Il alF5B
oznaczono odpowiedni o kol or @okolocem aiebigskimyPorycija U.- §t \
GDP zostaga przedstawiona w postaci ceroskagyy
opi sane jako N©6 i Co.

Pods umohiuogrNtc, p oahalizy strakguialneukierunkowane na poznanie
mechanirzzzNdw Ndy e h aafiykersenwatywego odcinek Gk o Eegpw

bi adPdatrGTPaami (aEF2, aEFl or a z, wgkbze®iBY bi pg&iaa daj N
uni kalne parametry funkc,jUsniad nreo opegerna&kjt o r y .
spegficznej struktury na trGTPazacklement@ er mi nal ny ba-haejlkias niP weo |
wszystkich wypadkaclde co ciekawe posiagaot encj agd d owired zup gzamr a weenr
bi agk@d2dly ch

26Pozarybosomalna aktywnoSi biagek P

Poza podstawowyrmn d z i a @recewe translacibi alyb@ somal ne f or m
Aciukdo rybosomalny zost adgy takUe powi Nzane z bi ol
powi NzbheymoSrednio z procesem biosyntezy b
Aciuked zost agdgy zaliczone do wywwoSbdi aljieziyek wi
oaktywnoSci p 0 z a rmodnigktiogm@adtemgeejxtrarifoaomal .function
proteing [126]. Pr zy k § a egeom bti satkfiki sa § k 8 s bl B@ b owi NDan o
z procesimi napravy DNA czy zregulacNe k s pr e s j i materi agu genet
DNA wskazuj Nc na |jego a[k27ig30nwWyk a zeamdo nukk Bea,
wwarunkachtzw. st r esu j Ndergkbiwegabl ok owanbiaa gskyont e
uL10 uwalniane jest z rypbosomu i akumnlane w cytopl azmie co0 mc
konsekwencje funkcjonaln§l31]. Wskazanp Ueb i a @LKLO mo Ue p owselua d a |
part rberawjwh,ni e nyahlde rddszynerii translacyjnej, ni a gk o St auf e
kt -reudieemngew tr a[b38],p ol ic a EhamkiElyayczndla choroby
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Alzheimera [133], bi agko KI F4 zwi Nz anew z k ot -arnksapcohr
nerwowych[134], FMRPb i d Nc e Ibkiliaofvdnynemj c z i Sci,@ajajyWcm- z g u
istotneznaczenie dla prawi dglad3slegy 1t e @Qfji B gko®2n a
bierzeu d zw kanjrolir - Un i ciprelitenad) kao m- [13&]kPonadtobi a Pkoas t a §y
opisane jako molekularny czynnik etiologiczny w chorobach autoimmunologicziny
stanowi N chan@akt g gest wec zry r obi Bystémicduposi a u k
ErythematosusSLE)[137,138] UwaUa sifn takUe, Ue poziom
jednym z mar ker - w w pewn j39h Ponadtastwigrgzanoh n o w
poj awi eni e sin przeci wci ag skierowanych |
pierwotniakamitakimi jak Leishmania infantumToxoplasma gondiiTrypanosoma cruzi

czy Plasmodium falciarunfil4Gi143] Zi dentyfi kowaedepnezr aweri g\
chor-b wywogdgywanyc h Alfemari@ @tengta, Fugabuyn culnzokuin e | a k
Aspergillus fumigatuszy Cladosporium herbarurfi44i 146].

3. Bi a g k a Rilbbsomal Inactivating Proteins

Rybosomal Be olpiragka tirnGTePaazkacmii, zkt -re moU
podstawowych gyahr b in@ 3 kvr t dldaakjOe i nnym tzw.
ryposomalnymb i agkom. Jak juU , wkgzangihd aegajwN zieSnhe e
zkinazN GCN2, aktywuj Nc j N go wdaedistygde ggo
Adartneremd | a bi a grapab itk Hiweasnty ¢ h  ibn akjtkyminmygjodom,
ok r @i amjak&bl eaRjJk(ang.Ribosomal Inactivating Proteipng147]. Wskazang
Uei &g k aw aPJ n = Nlgmeritwi N UlNic ay§IR do rybosomuco warunkuje ich
aktywnoSI bi ol ogicznN w stosunku frdzasadgukar i
adeninowgw p Nt | ja tdSpPWwadzi do zahamowania procesumslacji przez rybosom
[148].

Bi a GRKPa Klasyfikowanew trzech grupachi; a k o rhonam@ricane typ |,
bi ag k adimergczne-typll, oraztyplllk | asyfi kowany |jako spec
RIPb, ktodygbhnoSi polega na tym, Ue sN produk
z pojedynczej podjednostkkatalitycznej staj Nc sin aktywnymi d
proteolitycznej Bi agka n atype U Nke a d @] Pojedgnczégogz Ec uc h a

pol i peptydowego i posiadaj N aktywnniSdgkkonsH
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PAP (ang.pokeweed antiviral prote)n trichosantyna, saporyna, gelonina czy luffina.
Zkoleido grupy | | ryayra,| abrihB czyrw. goBsknaShiga; w grupie tej
enzymatycznie aktywng bi agki em | esAtz apSoddrewqa sP kodj edno
polipeptydpo § Nc zony most ki em dwuAl[ildQ)rDo rzkoejgrypgn z § a (
b i a BIP kaliczane jestb i a thdukoware jasmonianemmet yl u ( JI| P& 0) or
kukurydzyb32, bi agka t e dob a kioieditgceng[i50,15%] w2010

roku zostagat atrnfebpalntoevammarteynvkniaat ura dl a b
wkt-okxmeSIl a si i), ABétyp])aACdtypMN, (b pj muj Nce bi agk

do JIP6O) i AD (typlll, zr zeszaj Ncy bi[thgliVs zysd kb me bd @ § Ik
kl asyfi kowane sN jako toksyny, poniewalU ic
toksyczne i prowadzi do Smierci gWMmagkia.
zkl asy 11, kt-re posiadagegNelptoydwraenosf §6i & «

eukariotycznegj na pr z ykty-arhea g o pjedpoezsajbardziej toksyczaych
bicaegwystnpuj Nce w przyrodzie

Obecny modelfunkcjonowania t o k sy bizekgRIBziost ad opr acowa
podst awitgu Ibji alek ycyna. Mo del ten wskazuj e,
a k t y wK-gliozydaowN prowadzit z w . d e pajedynozegasadyadeninowe]

ZrRNAwo b r BRI, let -zrnaa j d wvjcentrus iGAC depurynacjaa prowadzido

zabl okowani aGAQ: lattoy w rkateS blokujea kt ywnoSci [39F ybosor
Depurynacja zachodzi w pozydi2660 (numeracjeE. col), k t -odgaywak | uc z o W N

w sieci interakcjimi fidzy t r GRLP[458]aBnaid asni a bi ochelhé czne
bi agka RI Pprso\waddpmsitdan indn &wi. RNA, natomiast ic
N-glikozydazowa wzrasta 1€krotnie w przypadkunatywnegor RN A, wskazuj Nc
integralre r RNA t o z as ad rekRIPzJye dsnuybns tzr anta j dolaar dbzii aegj
RIPjestrycynak t - r a wynssioghrull @z wi k a p oRscmusdommueily o ( § a «
Bi agko t o | edsdznajbardzaoksyozeychz ia awjyeskt i p wjnaiuezg. ¢ h

Pod wzgl nde mrysyhatoh&tdradimer tbudgwaly zd w- ch podj ednos
gaEGcucha A oraz JaGEGucha B, pogNR®me@hHych ze
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Ryc. 27. Model strukturalny rycyny . a.holoenzym rycynyp. katalityczna podjednostka A rycyny
(RTA,c.podjednostka B o wgaSciwoSciach lektyny (R’

Podjednoska B (RTB) jest galaktozdN-acetybgal&ktozamino(Gal/GalNAc)-
spey f i cddzerkN ynN, Kkt -rej zadaorniaggméapge gt inabNZzant
powierzchnik om- r ek 8 maUlf Weha y ne fseakn gnowaytdii toksyny
(Ryc. 28) [154]. Podjednostka RTBbudowana jest 262 reszty aminokwasowh, k t - r e
f or nuwig ddmery. W o b r i b bneenntoy(tnha dw §rzy sulttomef (U b, ),
zkt - rfywrhkcj onal nN akt y wrmameny & ik (Ryy 28wy k a z u |
Subdomena @ j est § Nc z nékkRiTAe mRTR, matgméast rsubdomeno
odpowi ada za gNczenie dJyi55.h domeny podjedno
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=S {da] 1 [ v o 2a | 2 [y

Ryc. 28. Model strukturalny podjednostek RTB/RTA [155]. a. Podj ednost ka RTA

oznaczona kolorem szarym, podjednostka RTB kol
epitop dl a przeciwciadg monokl|l onal nych Syl H3,
monokl oalnych 24B11, kol ospeayfc proanadafe nawy m z g a |

policukry (ang. Gal - specific carbohydrate recognition domai@€RD). Struktury chemiczne _
reprezentuj N gaCGcuchy boczne mannoz sthénmt or U-
l i ni owy obrazuj Ncy adaomehkyYepodhegonegtkiegRTBe sut
2b, 29) .

Transport rycyny do wnntrza kom-rKki eul
toksyny za poSrednictwem po djaeetylogutamikyi RTB
gl i kopeptyd-w i gkhkaohi pbddi @ rW ykbtniwpi kiipkhsczyak i

czfrgelnyul ega degr adac] jest dkinwlovsavanvendosaraich z&b Nd
pomocN kt-rychckxe® rkaamasjumwvawyrtymze dhamkJrek i
pozostaga, nrycyyykie®wakaestanap §F atu Gol gi ego sk Nd
transportowana deetikulum endoplazmatycznego (ER)dzieizomeraza dwusiarczkowa

(ang. protein disulphide isomeraséDI) redukuje mostek dwusiarczkow§y N cyzobie
podjednostkiA i B,uwal ni aj Nck atyanl istaylmyzm N podj ednost k
posi adaj NcNgliiodyday s6dF]JRTA |jest nastipnie tre
poSredni ct we m (argyzERaskogiatedE BefyrBdation co w konsekwencji

prowadzi douwolnienia RTA z retikulm endoplazmatycznego do cytoplaziiyc. 29)

[158,159]
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\ @ @ cywplazma

redioulum
endaoplazmatyczne

jadro

Ryc.29. Schemat wewnNtrzkom-r kowe geukatiotyeczmeg15%.r t u r y
Na schemacie zaznaczono ¢gg-wne etapy transport.t
to:1-wi Nzanie sifi do receptora na bgonie kom-rko
Endocytoza, 3- c z i S| ulyegayakumul acj i w endosomach [

apozostaga, ni ewi el ka il oSi Festermkiiesyoovaami ed os
cysterny aparatu Golgiego w kierunku retikulum endoplazmatycznego (ERarsport rycyny do

ER,reduk j a mostka disiarczkowego §NczNctagsportpodij ed
aktywnej katalitycznie podjednostki RTA poprzez szlak ERAD do cytoplazmyw8 Nz ani e do
rybosomu.

Zaproponowany mechani zm wblniona, @kidywna &talifgckrde ws k a z
podjednostk®TAwi NUe si i do rybos o mpoces@pienvszpedap e d wu
to wolna i niespecyficza interakcjia na bazeoddzi agywa & el ektro
zpowi erzchniWw wybiokomkt : -rych toksyna gr omas
rybosomu, po czym nast inpuj Nwysekp ystpkeicey fi cznea zmmddzi ag
poSrednict (RgmB0).bi ajgek P
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active ¥
site

Miejsce wigzania do lupy
sarcynowo-rycynowej

Ryc. 30. Mo d el interakcij.i biagek RIP grupy 11 z
podjednostki rycyny - RTA [160,161] Mo d e | eukariotycznej duUe | p
oznaczony kol orem ni encynewejk ikatoy ziefpnyt Moalel zawaigrac y n o wo
reprezentacjn strukturalnN fragmeatmi balaggmmi ul i

P, oznaczonych odpowiedo kol or ami Uzie@)mym.mNielilstrukmﬂalieawgna
i elastyczna domena-Cer mi nal na bi agek P zostagacpNggdpt a
iprzerywanej . Kat al i-tRYA zaanaczonp kdbcem d¢urkusdwynr, geatyum y

kataltyg ne kol orem granat owym, z-&dforemfioketoveym.eModeli Nz a n i
przedstawia zachowanie svi piRTAswymbetcmpbSei czWNis o
koncentracji na powierzchni rvybos kirostacanygho mo c N
(model AB2); drugi etap obejmuje interakcje-RIA bi agk a

zachodzi przy wudziale specyficznych -terdizaing gy wa &
el ement biagek P kierpitl iczNaytamymawe] RT A ak satbryo
kont akt mi ndzy centrum katalitycznym RTA a zas
umoUl i wil toksynie proces depurynacij.i

Wy k a z a daz,i alje buklacjoevkw irfeerakcgRI A z rybosomenizwi &ai e si i

RTAz bi agpomzedzad B p ur y n a[t57,662 183 Analizy biochemiczne

z udziagem epynmadgsSBInu wsdk adagy Ue dziaganie R

blokujefunkcjonowanie rybosomu na etapie elongacji, atym salhmgmujes y nt e z.n bi a g

Procesdepurynacjiiza po Sr ednizcatcwheond z RT Av o laderilbveje z a s ¢

(pozycjaA2660 na 23S rRNAE. coli zgodnie znumer acj N baktzaiSy jnme go

eukariotycznym riRIA jest to pozycjaA3027 25S/28S rRNA. cerevisaeA4324 u szczura,

A4605 u ludzi) [41,42,166168] Nal e Uy p o d kmineoSwysokiej horoogii p

w sekwencji nukleotydowejS R L w obrnfnbi e t r wylkoc fybosa@my me n 0
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eukariotyczne ,ulagmj)Nnrdiekiugm ndaectjér mi nuj Ncym
[169]. Wy kazano, UeRTAwdsbarmiz&lst eakkpwowal w t

rybospami wwtonh,wskazuje na | ej bar dZ1d0.wy s ok N

Badania biochemiczriavittoor az w z ak r e s iirevivdwis &klaggeigiy k or
bi a§ k a b Rvdkbincpleksiepentameryczym, tj. dwoma heteralimery P1-P2 wraz
zbi agki esm anlomd ,N k| uvd ZNoOIRWA 1yaerybesomeieneukariotycznym.
[171]War t o zauwaUyIl , RTAdoryposomi jasowprast groparcjonalne do
i | obS cai jrekyboBomie, jak wkazama bazi e analiz Kkinetycz
zmodyfi kowane pod wzrgbosony.eQhserivdcjet Sec i p obtiwai geerkd z |
p o gl Ndostarddamiéb i alelk do SRL =zal eUwmiB[d71,178]t er ak c
Na przykgadzi(eT CtSni, c htooskasnytryyn ym a |l e U Nkcte-jr ad op o d
podjednostkaycyny - RTA, jest w stanieb | o k ayasdmy eukariotyczneo przez
depur yn awyjkia zSaRCSwc edzN w i nterakcje z kons
domeny CTD eukarjoagwabknyyghi bkangPawglofanond CS z
bazie ukgadpy wmypkel kwe tfgrteyaze pepty posi adaj Nce
sekwentcgrmmiGal nego [K5 Badaniastrukaugleeki biethemiczne
potwierdzigy obserwacje z wykorzystaniem p
odpowi a@hp Eepmw el ement owi bi agek P oddzi
[125,160,173] Analizy drukturdne z wykorzystaniem technikikrystabgraficznej
kompleksu TCS syntetycznympeptydemo d p o wi a csakweNcii yminokwasowej
|l udz ki e gR2 (SDDDMGHRGAFD, opi sagy mechanizm intera
a CkoEowym peptydemoddWws kedywdimo f olbeo we d o mi
w stabilizacji kompleksu, al&onserwatywyg motyw DDD na Nk o GEc u  pt eapktUyed u
efektywnie z oddadiag gwu joe meazipmid KIKZ RyAhi i K177
pochodzNcymi z TCS, zn@Rygcz3NE™. st abilizuj Nc Kk
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Pl EEKKVEAK]
P2 AEEKKDEK]

Ryc.3l. Model struktury kompl ek s«w EHioawy kna [b7Mag ek fPr
apor - wnani e -ksoe@kcwenmyccihi r& szt ami nhokwasowych ssa
sekwerbcagmi nbkwas- - w, bandNcych n i azaméem tha odcinkient y c z
obejmujNce 11 (C11) i 7 (C7) koEGowych aminok
kompleksu TCS/C1lb.k omp | eks TCS/ C1 ik ooBceojwywcjhNcrye slzlt G mi no
SDDDMGFGLFD (kolor U-gty), zwiehficketowympznakco® ( kol o
pozostage el ement yo mawej ueprezentagid rstaukturdind Skompleksu

z zaznaczonymi strukturami-tl z 1 d o.wy mi

Ponadto, opracowano takUe modd&dmplesksur ukt ur
RTAzC-k 0 Ecrofragmenemiud z ki e go, bwsak&zaujPRc Ue wi Nzan
podobnie jak w TCSao d d z i a @lgktostatycaj a k i hydrof obowe gr

rownwi Nz auz peptydéhl?s]. Ws k a z a & astatnidd eeszminokwasowych
( GFGLFD®Eivii Mo hydr of ob o wprjez Tyil88,d eur0i, Leu23d,r mo w a
Phe240, Val242, 1le247,P2%0az lle251Ina RTA(Ryc. 32) [176,177] zdadSz ioagywani
zkwaS ny mi resztami S®DMDMo knw s prenyaysnie adéfiniowane
wUadnee struktur, mimo Ue analiza biochemic

rozpoznawaniaybosomu przeRTAiumo Ul i wi eni [a77id78lpur ynac | i
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P peptide:SDDDMGEGLED
c6

Ryc.2.Modelst r ukt ury kompleksu RTA z synt-eo§cawym p
el ement 77480 kPanelfe@y: kompleks peptydw b e j muj MoyEcbWyCh r es:
aminokwasowych DDDMGFGLFD (kolor r-Uowy) z RTA

strukturin RTA z wyszczeg- -l nionymi shtyrdur kot f uor baonmi N |
ki eszeCG, kol orem niebieskim zobrazowB2Zwaz mapn ¢
zposzczeg- |l nymi el ement ami struktur al. Panehi pept

prawy: peptyd obekmEcbNwyclt Ceszt a mi rkaok miebisskiwy c h G
zwi Nzany ze strukt ur NRTRoOzeaszone kolorerh zietbmym,famifolomasy j R T A
formujNce kiesze® kolorem r-Uowym, kluczowN dI
pomar a@czowym.

Pomimowielu prac badawczycha tematstruktury i funkcji biagek Poraz ichroli
woddzigywan i u z b i ,angdelamerakcjii B d zy t y mie jesbhjedszaapk a mi
dobrze poznanyWi ks zoSi anarn vivo z wwlh&kmanrzystani em n
dr o Ud Udefekpywnighw sk gadzie biagek P, czy z wyko
uk gaidvivost osuj Nc w wi ks zo fkoielensegtynanaitycyne z ne
wbadani u odidigkiPaly y Wa @ g ba mi R lakzy, jalN bagldniac z n e
zwy korzystaniem kompl ek serevisiatwykaajzeddeyPb iza gdkrao Ul
stanowi N kIl uwc zZionwye realkecme n tz lvykazdnk@eni b iRd Pk a PRI
(np. RTAposiadaj N bardzo wysokie powinowact wo
nanomolarnym ws kazuj Nc na ponad przeci intnlak powi n
dot Nide opracowano precyzyjnego model u opi
zbi agkistmelej ®dyni e fragmentaryczny wgl Nd w nai

wzglndem strukturalnym czy funkcjonal nym.
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II.  CEL PRACY

Niniejsza praca doktorska |jest kontynu:

Bi ol ogii Mol ekul arnej, WNMCSIPadgdyad@eoilbagdot yc
charakterystyko d d z i anj yiwdg@omalnynib i a gkfaomimu jsN o yurkit ur it z
Akcdbukmosomal nego, znajduj Ncego katalitycznaa duUe

podj ednos t RTNA Zasadnicayry celem bada z y m p r atezymaniey § o
rekombinowanych biagek, tj. ludzkich ryboso
RTA, wykorzystuj Nc het erchdratitgrgtykaproyd uwkzdgd di d e kn
kinetycznymme chani zm-w r zNdzNcychl uoddzdkziinai gy lwia @ § le a
aRTA.

|l stotN rozprawy jest:

1. Het er ol ogiczna ekspresja I oczyszczani
oraz ich form delecyjnych Rd/P2x, pozbawionych 18esztaminokwaswych
naC-terminalnymk o Ec bi agek P1 i P2

2. Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie katalitycznej podjednostki rnjicyny
RTA;

3. Charakterystyka biochemicznabiofizyczna otrzymanyctrekombinowanych
bi agekvykorzystaniem metod chromatograf
oraz spektrometrii mas.

4. Analiza interakePj2i zdikmera-lw thyiczgek pPIdj e
pomocN ter mof or -avBVorazintekferametii hidwarsiveojvej
- BLI.
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. MATERI AGY | METODY

1. Manipulacje genetyczne

Mani pul acj e genetyczne wy k opmoeedun [18Mie d g u g
Transf or ma & aoli pfowanzorno e kvykorzystaniem metody TEB2]. Do
trawienia i Nc zfernaigame nt - w D N Aestawekzpm mrgssykcgjmich oraz
|l igazn T4 zgodnie z zaleceni ami pazaceny c ent a
il oSci pl azmi dowego DNA przeprowadzono el el

agarozy 1% z dodatkiem bromku et yek ypraygotomanost i1 Ue r

zultiemul t raczyst e] agarozy (Prona), kM- r N r o
TrisiHC 1 1 mM EDTA pH 8, 0). Pr - bki DNAoc zawi e
gliceroluoraz 0, br omku etydyny i tak przygotowane

prowadzono w buforze 1 x TAE przy stagym n.
UV ( Bosiznm - Wi el ko SIi  dceniaiv| popfizez a © & IAG @ rii- wncnzaN
intensywnoSci prNUOk-w DNA z intensywnoSci N

1.1.Przygotowywanie konstrukt -w genetycznyc!l
delecyjnych PL«e/P2xc

Fragme nt y DNA, koduj Nce RLeR2grazith farm Helecyjpykhi ¢ h b i
Plc/P2c (i ni e posi adlkg ®cywyhcH 6armi nokwas- - w) , amp
PCR @ng. polymerasechain reactio . Wy kor zystanN matrycN by
otrzymanana bazi e kampl éK i Kalcan wykomaimewayz wyko
Pfu ( Fer ment as) . Sekwencj e nukl eot ydowe ""A
przedstawione w Tabeli 1. ProduktgakcjiP CR z gpeddamd) tyawieniu enzymami
restrykcyjnymiEcoRI i BamH| w celu wprowadzenialo wektora ekspresyjnego p17
r-wni eU t rpackwyolhsaznyengio e n zy ma kViykorzyseusytwektok cy j ny
posi adag@ge rkeatsgeppmin NoSci na ampicylinfn, Kkt-ra
marker selekcyjnyRyc.33). SekwencieDNAZ awi er aj Nce geny koduj Nc
wszystkich otrzymanych k onstr ukt - w genetycznych zwery
sekwencjonowaniu DNA u s § u g ajnak formaeGenomnged S.A)).

56



Tabela2 Sekwencje nukl eotydowe starter-w wykorzy
DNA koduj Ncych geny dl a | udRlkorazPr2ctPioalke le Sl yemo sor
zaznaczono daeajzgana wc ir fe s ikaorgnk azervwomysn didenzymu EcoRl,

kolorem zielonym dla enzymu BamHI.

Amplifikowane Nazwa

Sekwencja nukleotydowa startera
DNA dI a startera

P1Fwd 5 0GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTE3 6

i P1Rvs 5 0GCGGGATCCCATGTTATAAAAGAGGTTTAGTC -3 6
P2Fwd 5 0GCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT-3 6
i PZ2Rvs 5 &CGGGATCCATCAAACAGGCCAAAGCCCATAT-3 6
P lecFwd 5 0GGAGAATTCGCATGGCCTCTGTCTCCGAGCTE3 6

Ploe PlxcRvs 5 &@CGGGATCCTTTCTTTGCTTCCACTTTG3 6
P P2«cFwd 5 OGCGGAATTCCGATGCGCTATGTGGCGAGCTAT-3 6

PZ«<Rvs 5 &GCGGGATCCTTTTTCATCTTTTTTTTCTTC-3 6
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(26) Clal HindIII (31)
BfuAl (33)
Pstl (44)
Sall (48)

BamHI (58)

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

Hindl111

Clal BfuAl Pstl  Sall BamHI | Smal EcoRI Ndel
TCATCGATAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCLCCGGGCGCGAATTC[TAGCCATATGT
+ . + } $ } + + ' n J +

t T t T + T + T + T t T t
AGTAGCTATTCGAACCCGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCGCGCTTAAGATCGGTATACA
‘ MCS

Ryc. 33. Wektor ekspresyjny pT7-7. Kolorem zielonymz aznaczono kasethn op
antybiotyk-a mp i c y | i rondz pbliknkep, Rigjsce klonowania (angulticloning site MCS),

kol orem U- gt miejsceziriciagji procesa replikacji DNgang. origin, ori), kolorem

ni ebi eskim miejsce Ribosbme Bindag SitdRBS) s opnoun i Uaj g.sche
wektora pT#7 pokazane e k wencj n MCS ze wskazanymi mi ej scami
restrykcyjnych Ra mk a mi Zaznaczono mi ej sca trawieni a
wykorzystanych do przygot owani,adpdwiednie:BamiHk t - w g ¢
(ramka zielona) oraz EcoRI (ramka czerwona)

2. Heterol ogiczna eks prbBschgriehiatoidz ki ch

HeterologicziNekspresir e k ombi nacyj ny c h priemajvadkona y b o s ¢
zwykorzystaniem szczep E. coli: BL21(DE3). Genom s z ¢ z eEp col posiada
zintegrowany gen polimerazy RNA faga Ep zapewniaekspresi gew - wUyt ych
konstrukach genet ycznych pod kontriol Ko npE.roefikot or a
zawieraj Ncych przygot owawagzookvo neh jriutkanfc i g elnGe
p o Uy wk ang LuBa-Bioth). Po Uy wzksiiczefino z wykorzystanienpojedynce;,
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wyselekcjonowaej kolonii bakt er i i posi adajwlapckbnatrgkt k om- r
genetyczny. Hodowla suplement owanaOdgkla. amy
Hodowl a st prowhdaom@rzeb gkieslh w temperaturze 37C . Nastnpni
z hodowli pobierano 10n| zawiesiny do zaszczepienia wg
prowadonej wo b j i 100@Bwli poUywki LB z dodatkiem amp
Og/ ml . Tak pr zympavadaonavntidinperamirdeo3@ O inkubatorze

zwytrzNsaniem (1l nnova 4 #rowadtenisnoddwliproveadzono k ) . W

pomi ary gyézsefhoddwdipr ppt dJugoScisnfwalciel &0 ® kmma S(

dynami ki i gfistoSciW modewlcii e bsaiatpedignyigiaBeji a O
indukowano ekspresjn doda]j 46-D-tiogadaktdpicadoayol i i nc
(I PTG), i do kotEtkse gPo 1i ndukcj i hodowl n kont

4h.Po tym czasi e zebmmwnadredzavitowabag&knine 8000xg, 4A §

anast npniedaktere y$oknamsad zawieszano w buforze PBS (18 NacCl,

2,7 mM KCI, 10 mM NaHPQs, 2 mM KHPQyw, pH 7,4) i poddawano ponownemu
wirowaniu, w tych samych warunkach, wcells uni fci a ppdywkt a hoSoiwl a
Otrzymany osad zawieszono w buforze dezintegracyjriyd (nMbufor fosforanowy pH

7.6, 150 mM NaCl, 5 mM -merkaptoetanol, 1 mM PMSF, a nastnpamoe prz
dezintegracjn kom-rek bakteryjnych za pomoc
w temperaturzet A COt r z y mavi N wimowaro (5 minut 8 000xg, 4U Cw celu
usunincia niezdezintegr.Pomiamekspresploemcrzel - bakt
bi agek rekobmddamava nwy &llminzuj Ne | eakntar of or et yczn
denaturuj NcAYGEh) , ( SSthAShake N  bi aBe®g wnhi |l 0&ci
poliakrylamidowymo s t fM&l®onAnalizaSDSPAGEwWy konywana byga zg
standar dowM3lprocedur N

3. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanegob i a gPR i formy

delecyjnejPlxc

Dare literaturowe [184,185] oraz badaia prowadzonew Katedrze Biologii
Mol ekul ar nej UMCS dostar czy @y kombméwanmgma c j i
ludzkiego b i a yBosomalngo P1 w nierozpuszczalndjakcji b i a @ evla n e j frakec
Aiagek i o-kBl(anglycjusiogBoties. W cel u oczysizZegmeni a
formy delecyjnejPlec pr zepr owadz ono d ehbaktenyjinyehy raa cpjofimokc dNm -
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ultradfwPrnewawdzono MBAWw lt0e mpernd atchhr,z& aUda tr
z zachowani em 1 mi nut owych przer w. Pr oce
dezintegracyjnym o skgadzi e: 100 mM bufor

2-merkaptoetanol, 1 mM PMSEa wi e aktariifpo dezintegracji wirowand minut

8000xg, 4UC, wu scuenlnigzderzirgegrowanyck o m- r e k b aQdrzymany j ny ¢ h
supernatanponownie poddano wirowaniu, 0xg 30 minut w temperaturze 4) C, co
pozwolsiepaafrmmaa k @) i c i ag®rieosadkot nozpysjcaalyej frakcii

bi aekd zawierajNcy ciagka inkluzyjne homoc
z dodatkiem 2% Triton XX00 oraz 0, Na Cl , a n a s(BOD@OrgLSMminu,i r o wan
AALTak przygotowana frakcj.i ciagek inkluzy]j

kompl eks2w R1 0Si Slbo md k aBedioddd, & zastosowaniem
komercyjnie dost npRadg)o. oWlkyztyynmi kina §kBiem r e
albumina surowicyp d | N c e | (standard firmy Sigma).

4. Oczyszczanie ludzkiego rekombinowanego b i a gPR i formy

delecyjnej P2

Rekombinacyjneb i a gk o P2 | otkvaftakcjzhuij eepzaskszczalpehe
wSrodowi sk [l85wPrdmyens oczyszczania biagka P2
prowadzonaw tzw. warunkach natywnych, wykorzyst Nak o mat er fag@ kwy fnSc
cytoplazmatyca NS3Q kt -raactzaeaytmad a na drodze wirow
wskr - ci e, knoemgr awanadezj ak o i sarsda N pmiwey Udjr
cyt opl azpodmawano dwudtapowemu wirowaniu: @00xg 15 minut, 4 A Graz
100000xg przez 2 godziny temperaturzé A QOtrzymandrakcjiirozpuszczapmc h bi a § e k
zwarNf r a BXOQ.NzyskanN frakcjfin S100 poddawano ek
frakcjfnin S100 mieszano w stodan&lkistobakidijoiSck\
bi agek (bubesk ga&8dPziC®k,:5)10 4mA mWrMg€h 3pmHM 7,
b-merkaptoetanol, 05 M NIl Ot r zymanN mieszaninut inkul
wt emper at Wr kel 8 ACm kroku do mieszaniny doc
etanolui nkubowano w temper at uczaseinkObach@nopniez e z 1 (
dodano o bj nt oSi Zzi mnego 96 % etanol u. Tak uzy

10000xg, 15 minut,4 AC. Otrzymany supernatant di al
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wtemperaturzd ACotwec buforu o skdadzie: 2BmMM TRI S
NaCl , erkapioetanol, 0,5 mM PMSF.

Uzyskany preparat poddano oczyszczaniu n
kolumniejonowymiennejResouceQo p o j elmm w §/sténe FPLC Akta Purifier,
Phar macia Biotech. P o d Bllpazioneoczysadzeniavuzyskamegop a d k u
preparatu oraz wczeSniej otrzymanych w toku

obrazu elektroforetycznego SEFAGE.

5. Formowaniek o mp|l ek sagw kb P

For mowani e kompleks-w biagkowych odbygo
met od, na drodze wsp- [1064(9,18|®O0 mdcasu derajuracji i rer
wykorzystano metodn dializy w buf edClzpel denat
7,5 oraz 6M chlorowodorek guanidyny (GdH C | ) z dodatkowN supl enmn
DTT. Dializa pzcontmadzona byga

W kol ejnym khbriokdk aj NR1zoino P2 o r,avzstosurkklh f or n

molowymodpowiednio3:lw nast ipuj Nce kompl eksy:

1 HeterodimeP1-P2

1 HeterodimeP lxc-P2

1 HeterodimelP1-P2«c

T HomodimerP2P2( k omp|l eks t wor zNcy rakin dpagtkan
W roztworze)

HeterodimeP lac-P2xc

HomodimerP2xc- P2«

=

Po pogNczeniu odpowiednich biagek poddawano
wobec buforu renatur uj-NCleHd5 K0 eMkKCaidmMe : 50
MgCl.. W trakcie dializy obserwowano powst awa
sin bi agek. Usuwano | e 00@xgplzenld miaut. Wak uzgswkeaen i a p
kompl eksy biagkowe poddRA@B,0 anabaszhipnimeto
met odN sita mol ekul ar nkRIO30NCEzZyzazdne, spaciyfiezneSu p e r
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kompleks y bi agkowe wykorzystywano bezpoSrednio
bNd¥ zamr aUano pwechowavingviempesaturae8Q(@ i

6. Heterologiczna ekspresja i oczyszczaniaktywnej katalitycznie

podjednostki rycyny (RTA)

Do nadekspresji katalitycznej podjednostki RTA wykorzystano konstrukt
genetyczny pwezBraf.tNiigpniTuneen(Pepartment of Plant Biology, Rutgers
SEBS)Konstrukt =z katalitycz NwgktorekspesynppERk N r yc
(@) + (Novage), k t -jestyektorem dedyowanyrdo klonowania i ekspresji na wysokim
poziomie sekwencj.i peptydowych pogNagzonych
Miejsca klonowaniawykorzystanego wektors N a kdJeest ipne do produk
fuzyj nyc h hzekwdangerHidjad\iSyTag do wykrywania i oczyszczaniBo
wektora klonowano gen kodujdiNtyepmidp ldmegado kk
sekwencj N et ykiet k-Taghi skydyap weéspprpipsrzHg a
oczyszczania. Markerem selekepy y m wekt ok ad wjyNjsyegtein opor no S
kanamy c yfhoir a(zK adno d a t k1OxWiBd oed NckzOereNk ndion al nego k-

Het er ol ogi c z kaihlitycengj s podjedsoptki  rycyny prowadzono
wk om- r kac hE.celizBcLz2elp(uDE3 ) RI L anal ogicznie do
Uzyskany produki bi agko RTA, oczyszczano metodN chr
zgoUOu ni kNToAWy nQi(aNjien) . W tym celu kom:-rKki b
ni osNcy -I0eHis deRifierowano pz y pomocy ul trad¥wi nk
zawi er ajnMadrgiSn502ntM NaCl, 20mM imidazol, 10% glicerol, ImM PMSF
oraz5mM DTT (bufor A zestawu Qi agen). Tym s am)
N-NTA w stosunk-obijmtd$oiScwyoymp io:zX.oUKa lpiobwrt a

trzykrotnie.

W kolejnym et api e @08xg,ilsisu)n nogadiSa wiwamaj NS\
[ i

st

N

at kom-rek odrzucano. Supe«d108&taot kmiEe 9 wa
UOe¥,i aa lotrzymanN mi es z aaizen Ci mlau bwoyw ar nzoN sv
kogyskoweninuProzezy md @ zasi e r o0Daxgd5min/Gi Q)o waanSo |

¢

otrzymanN frakcjfin supernatantu nanoszono r

i poddawano inkubacji w temperaturz& @ , na wytrzNsar enewutP®m gy s ko
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del i kat nym z wi000Oxgwiesreicu) ,z gsoulpae r(n8at ant zbier an.
el ektroforetycznych, natomiast osad zawiera
RTA-10xHspoddawanoa®&ewiicepgukozbycia sin nies
bi agek. Do tego cel u wynkWTRIE)YS80ME NaCl, 20mM or o ¢
imidazol, 10% glicerol (bufor B zestawu Qiagen). Otrzymane frakcje kolekcjonowano do

ko @ owych an a-PAGE. Fimiymoetapem 8d2ySzczania RTAxHisb y § a
elucja biagka ze zgoUa wobec buforu o wys
elucyjnego (20nM TRIS, 500mM NacCl, 400mM imidazol, 10% glicerol; bufor C zestawu

Qi agen). Schemat naj wanhrzamieszenp RYyci84. et ap-w ocC z

i Dezintegracja komorek — uwolnienie biatek RTA-10xHis

Komorki bakteryjne
posiadajace

Inkubacja ze ztozem niklowym (Ni-NTA)

plazmid kodujacy gen
RTA-10xHis
Biatko RTA
Lizat komorek
g —  —
ﬁ Odplukanie : Elucja
niespecyficznie imidazolem<z_"_

zwigzanych biatek

¥

Ryc.34.Sc hemat przedstawi aj Ncy elOxHsy wyRorzgsiardaema t y Kk i
metody chromatografii powinowactwa.

Supernatant wuzyskany po ©60Dxg,40 sew)anmierzano pod o U a
k Nt emiiUenia biagka (Brmad2d%orUk) ui pahiabhkezywa
wwarunkach denaturuj Ncych razem z frakcj ami

oczyszczania.

Wprocesi e oczyszczania wykortwayzsuivaginna chr o
ob e c retyi@Ki histydynowejWy b-r zgoUa ni kl owe gatempody k't
selektywnego wiNzania sifi reszt hi stydyn g

N-ko EGcowej czhniSci sekwencji genetyczne,j kons
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7. Charakterystyka biochemicznai biofizycznaot r zy manych bi

rekombinowanych

71.Chromatografia sNczenia/sita molekul ar ne

Chromatografia cieczowa na Uel u Sephact
molekulartme chr omat ografia sita mol egekyleatnegao he
umo ®wi aj NcN analityczny bNd¥ preparatywny
czNsteBepbwtlex jest handl owN nazwN zgdoUa st
gaCEGcuchy.tdeksenama postal -3@r0ardum,ekkto r&r emd rzi
od usieciowe ni a, r-Uni N sin zdol noSci N wchgani
owgaSci woSciach SopidriFe uczeamkao &lkai ayfra zn
sifi przy duUejlotoiG®02e DPBZy(ecaday@® im wiifksz

usieciovienie.Cz Nst eczki winksze ni U pory naphfczni a
do i ch wnntrza, a winc przepgdgywaj N wraz z
Mni ejsze czNsteczki wnikajNce w r-Unym stop
swego ksztagtu i rozmiaru, el uowane sN w

czNsteczkowe |

Chromatografin sita molekularnego wykon:
Purifier firmy GE Healthcare LifS ci ence. Wy k o rSopermde &20H®R 1(30.1 u mn n
W cd u uzyskani a warunk . . w natywnych kol umi
onastfpuj Nc50mM Eif HCh pHZ B, 850 mM NaCl,10 mM MgG| natomiast
przy prowadzeniu doSwiadczenia w warunkach
pr-bkn supBMmemkendazrydkoSi przepdymimProfilby nos i ¢
el ucji biagka monitorowano przy 280 nm i a

v. 4.0 dostarczonegarzez systemem FPLC

72.Di chr oi zm kGrcularwichrofsm, €0)

W celu analizy strukturyd r u g o r zbfaddoaweyjc h bi agek wykor z
dichoi z mu k o gng.\Cecglar Di¢hroism CD). Jest to metoda spektroskopowa
sgulhNhcdao obser wacj i pr édefeldingui r pphalydegpywéaaigd
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si A Ipodav § k vwmeirmezynnika termicznegowyniki analizs § udlbN ok r e S1 eni
ent al pi i anedttopiil@df f ar § cesu r AdmlizawidnoOBy wani a
uzyskanych jako efekt czynni ka tpankimize.znego,
melting point bndNcego punktem poSrednim pomiind:z

zdenatur ow[d86ly m bi agek

Pomi ary dichroizmu kogowe gspekifofolajyyratmey k o ny v
Chirascan Plus Spectrometer (Applied Photophysics, UX0). d o Swi adcze E wy Kk c
buf or o 50smMgrasdpHi74e 150 mM NaCl, 10 mM MgGIBezpoSredni o p
pomiaremo zt wory bi agekr oyl wp nt5060kgmwaenid minutw cel
usunificia ewentaawygy c Nczugwermbaita glenkary CD
prowadzowtemperatujzg 2UC St nUeni e anadkrzeoSMaomnya hn
podstawi e absorbancji przy 280 nm, stosuj
kompleksu big k o wBogniary prowadzonpr zy nastfipuj Ncych param

T szybkoSci N dangch6® sm/mimwani a
1 szczelina1l nm, zakres200- 250 nm,

1 kuwet o drodze optycznej 0,2 cm.

KaUOde z widm trzeghpestvt owaraoi avchzysak amaes twigmti c
uSr edUzyskimaoyy gnag pmasltit@naro ptycznoSi2 mol ow
dmor),wedgdug zal eUnoSci

gl AO
prtl 1 A
gdzie
[ U obs] to eliptycznoSi wyraUona w mdeg,
c-s t i1 Ue nwe@molfire®), o
l-dgugoSi drogi optycznej w cm,
n-iloSi reszt aminokwasowych badanego biagk:

Zarejestrowane widma analizowano przy pomocy oprogramowania Grams/Al (Thermo

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

Analizy termostabilnoSci kompl eks: - w bi
z wykorzystaniem zaawansowanej techniki skaningowej fluorymetminer - Uni c owe j
Technika ta opiera siin n fauorescentji@ kn¢ jnio k wa $ mw i
ar omat y c z n ytrgptofan) ghecryshrwi eb i a Bddsdagaimi.fluorymetrycznej
analizy f agd owkemystaniazbn aacjzenki kbbewz s N wgdaSci woSc
tryptofanu.Tryptofan jest aminokwasem hydrofobowym, znglidle ysm i g tzwni e w
hydrofobowymr d zeni u bi agek, gdzie |est osgoni NI
rozpuszczalnikiem. Jednak pd enat ur a,cg k ut kiug dlk @ ip miok cji e g o
struktury t rypt of an zostaje odsgoni nt gfizyczne o Z mi
Wy krywaj Nc zmiany w intensywnoSci fluoresc
emi sjlii, wenwddyzgjreeo k r e S| e n iper znadpriberijtk la natysvnegot a n u
do stanur oz f a § d. oNylomystgeou r z Nd z emiriemet heus wiNT. 48,
zarejestrowaniz’e wnnt r znych z mi an iclhtérmiczmedub chemiazrjeji bi a
denaturacjiUr z Nd zenoiné t bopuj e przesunifncie wewnftr
bi agiele omgavi ni fpomiad | purozeezscencji przy dgugoSci
okreSlenia tempertastangyw kitoproyjrewa abi atdpig& aj es
natywnym a d¢ uga p o Jgw wtanie gdermturowanymvykorzystano stosurek
intensywnoSci 50FBuiorewgkcieocceni e3punktu topni

kompl eks - w.

Charakterystykn stabilnoSci termicznej wy
zmi an elciptpyeyne$ ag en( de uw o Sodiikdluy o dudovdy2 2
strukt ur a[l87p\ zakrdsia @repkrat® 200 A C, przy wzaoptdy gczyn
temperaturyna poziomie 0,5\ @nin. Pomiar wykonywano w kuwecie o drodze optycznej
1mm zwykorzystaniemb i agka wOsOfgUehiuPbd schdodzeniu
analizowano odwracal noSi procesu denatur ac

rejestracji widm w tych samych warunkach.

74. Spektrometria mas

Spektrometria masowa (anfylass SpectrometyyMS) to technika analityczna

pozwal aj Nca na dokJadny pomiar stosunku ma:
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znanym §a,dwrzkwaljaormow ! i czyl masfih z dokgdadnoS
Wy kor zyst uj Warunkigjenigaci n emoyl| b ywguzykanie informacji
struktural nych 0 k poplreleszacanabiizik oiwglt h st
wzaj emnych oddzi agywa CE. Met oda t a, poOzwae
oddzi agyweérniaa) kmaimid zywo r pdbcecy&miu ekoddnj dhbeddaie
ichst abil noSci88lstruktural nej

Wszystkie k o mpal |l eikzsoyw a In ie a gbeykg y a nz uUyci em
SYNAPT G2Si High Definition Mass Spectrometer (Waters, Manchester, U.K.)
Eksperymentyprowadzono przy zmianach w- ch podstawowych param
przygoUonego do k agdoild0¥)yosaz nafivc iza kw els ® momoze 800
(w zakresie od 20 do 160Vju U pw raeSla h & kbimpléksyb i a Jlpdve poddan e
dializie wobec 200 mM buforu octanu amora pH 7,5 z wykorzystaniem kolumn
chromatograficznych Micro Bi®pin (BioRad) Tak przygotowane roztwr y bi agek
wiloSti wprowadzano do spektrometru przy po

wnastfipuj Ncych warunkach:

T Napinfncie przyigl@kMone do kapil ar

T Napincie w koim@Vze Kkolizyjnej

1 Source offset 20V

 Temperatura 25lC
MaksymahmnNopi i (MaxEnt , i Weatbsewaso) do ddanikch n wo | 1
el ektrorozpyl ania w celu ponowneg.o obliczen

8. Analiza interakejPRzdkaeal wt pcaghikpo
rycyny (RTA)

W <celu zbadani azyi ntde mak ajmi p amhizkd c h bi ac
rekombinowanym RTAL O x Hi s wykorzystano nowat or s kN

mikroskalowej (ang. Microscale ThermophoresisMST) oraz me t oimtaiferometrii

bio-warstwowej(ang.bio-layer interferometryBLI).
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8.1 Termoforeza mikroskalowa (Microscale Thermophoresis, MST).

Ter mof oreza mikroskal owa | est szybkN i
i nterakcji zachodzNcych pomindzy biomol eku
czNstek pod wpgywem gryardiScnit3l et ezmeplee tartyum , o
mol ekul arnych czNsteczki takich jak wielko
met oda bardzo czudga na zmiany na pozi omie
obserwacji proces-w zakelnychad[dsdePomdtdk DSt k i
pozwala ona takUe na poznanie mechani zmu,
I nterakcji pomi ndzy biomol ekugami oraz okr
reakcji. Za indukcjn gradientu tempemnraturo
oddziagywuj Ncy na kapilary zzIWNadarymik p@Er -ob
wpgywu ploaserga ani ce jego oddziagywania | est
pomocN pomiaru fluorescencji kowal entni e d:
(Ryc.35).

$wiatlo wzbudzenia

35 !E
o o
e .‘ﬁk
o ®
° °

zwierciadlo dichroiczne

laser podezerwicni =

== wlgczenie lasera

obicktyw <,
kierunek skanowania

wylaczenic lascra

4

fluorescencja normalizowana

kapilary 0 10 20 30 40

Czas (s)

Ryc.35.Schemat pr zedstua wiNaijm'&l[\ig(a]oapTErg\Moﬁeza rejestrowana

j est w 16 kapilara®h. oFlpogremhodrdj akjogodt 4wz b uc
podczerwieni i rejestrowana przy pomocy tego sanmgektywu.b. Ty powy sygnagy po
termoforetycznegi® o c z Nt k owo cz Nst eczKki SN rozmieszczone
Af luorescencij.i poczNt kowej o. W pierwszych sek
( wg Nc pbseniowany jest skok tempgury, tzw. Fj u mp , kt -ry jest mi ar N
wgaSci woSci fluorofor-w zwi NzanN z gwagtownN z

termoforetyczne przemieszczanie sin wyznakowan
obszaru poddawanegazvestowi temperatury. Pomiar termoforetyczny prowadzony jest przez 30
sekund. Po tym czasi e, | aser j est wyuhyWczany
spowodowany dyfuzj N zwrotnN czNsteczek
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Pomi ary termoforetyczne MopdithoNTadl6Serigsr zy u |
(NanoTemper Technologist pr zeprowadzonym eksperymenci
bygo oczyszczone biagko RTA. Zostago ono pr
przy pomocy zesNamwaul iotRER NHFSENTEK 7daslykowanego do
urzNdiemno lai t [{NandTEfper TechnologiesWykorzystano do tego celu
barwnik NT-647 NHS. Jest to barwnik o budowidlHSestry kt - ry wydaj ni e |

zami nami pierwszorzndowy mi bi agek,-bt wgkaNc
Grupy aminowe znajdujN sifi m.in. w resztach
rozpuszczalnik-w, a co za tym idzie odpowi e
poziom ekscytacj.i i maksi ma emi sji przy dgu

Stosunek barwnika fluorescencyjnego do
pomi aru fotometrycznego przy dgugoSci fal.i
powi nowactwa barwni ka do pierwszorzndowych
zwi Nzk: - jwakaKRtB, glicyna, etanolamina czy g
byg takUe imidazol. Z tego wzglndu przed
niezbndnym bygo przeprowadzenie reakcji wym
zostaga Kaprkizedz dAna protokogu producenta (-

Nastfipnie dostosowano stinlUenie tak przyg
RTAdopozi omu 20 nM wykorzystujNc do serii ro
finalnie Ot rwgrmaibilad®ka. Mol arnoSi pr-bki w:

¢ (Protein) [Mol/[] T

Przygotowany roztw-r biagka gNczono nastinpt
ostnUeniu 40 nM, w st adseunnkiueslz:a2ni nadit roz yonbujj N c
przygotowanN pr-bkfmnithb&znbdwowabhdpir BhewndB§aza
przygotowywano serin 16 dwukrotnych rozci
eksperymentu, dP2mbBa takvprzygotavgngdhorzR Wwor - w  di mer
dodawano po 10 Ol wyzn®dkowamadoehi apkat RBAI
o stnUeniu bi afpek ozEcezsydh anjaNcl 0c0d 50

Pomiay wykonano w temperaturze 26€¢ pr zy par ametrach wygN
ponown e gzenia Vagein Mapowiednio 5/30/5 sekuRdar amet ry ur zNdzen

ustawione na 90% mocy diody LED oraz@(mocytermoforezy mikroskalowej (MST).
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Analizn termoforezy oraz wywagagnNjnsdgdg)
skokiem temperatury €f u mp ) wykonano za pomocN oprogr :é
ur zNdNaemiodefmper 6s NT ; vemienl 1)5.41) Zniars defnioferazy e
zostaga wyraUona |jako zmi ana znor matl i zowa
zdefiniowana jakostosunek fluorescencji w faziehotFcold ( war t o Sc i F odpo
Srednim wartoSciom fluor escen ojnaczonymiiad zy 2z ¢

Ryc. 36, odpowiednio czerwonymi i niebieskimi kursorami)

“Foold” Fhot” 5
2,
- e
900 Z1s
£ 800+ £ 10
o =
=
= 2 5
= 700- <4,
T T T T mmmmﬂr
0 L %0 40 10* 10° o001 01 1 10

Czas (s) Stezenie liganda (uM)

Rys 36. Typowy eksperyment temoforezy. Ter mof or et yczny ruch c¢czNste
wstani e Ani enbound®zzaarzynmaéc zony kol orem czarnym, zZr
z niefluorescencyjnym ligandenb@undedl co pokazuje krzywa zaznaczona kolorem czerwonym

(panel lewy) Na potrzeby analizy zmiann termoforezy
fluorescencjign or m) , kt -ra jest zdefiniowana stosunek
Srednim wartoSciom fl uor esc e nazpaczonymi ddgaviednia d e f i n
czerwonymi i niebieskimi kursorami). Miareczkowanie niefluorescencyjnego ligandu powoduje
stopni owN zmianin termoforezy, kt -ra | est wy kr e
(@Fnorm) w celu wuzyskandinae jk rdzoy woekjr ewS | Neznai nai as t nai jeezj
(Kp), (panel prawy]190].

Serie kol ej nnyicenf Iruoozrcei sec@cnzceydE nggbophigawh u

~

zmi ann termoforezy, k tgFnmoan wzcels uzpskpaia kweywejr e S1 o
dnej sdepdysoyjdcjive Ne @&i) 8Ryc. B, panel prawy.

¢

ni ezb

8.2 Interferometria bio -warstwowa BLI

Interferometria biewarstwowa (angbio-layer interferometry, BLI) to technologia
pozwal aj Nca n amipiodnziyacrz N st seecr zékioowjyicchz no Sci i ¢ h

Jest t o optyczna t epohwala kha zarajes@owanie ywc zasie , k t
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rzeczywistym zmian interferendwi at ga bdbgeego od dw-ch pow
uni eruchomionego biagka na ko@&:-wce biosen
Immolhlizowany na powierzchni biosensofgand jest inkubowany w roztworze analitu.

Wz aj emne oddziagywani ejelzimjamdu gir ulmmBdii t wa
powierzchnisensor& 0 s kut kuj e przesuninciem wWNaorca I
podstawie przesunifncia dgugoSci fali w czas

umoUl i wiajN analizn kinetyRyc.3) nterakcji mii

1.0
Proces przetwarzania Al
sygnatu BLI : :
Padajace :§ 0.8
biate $wiatto s
2
w
g 06
Powierzchnia E
. . o
biokompatybilna ig 0.4
2
Zwigzane czasteczki
0.2
@) o =~ Niezwigzane czgsteczki
o @) o Dtugosé fali [nm]
Ryc.37.Schemat przetwarzania syghna-dvarstwowen®1llodzi e i n

Pomi ar kinetyki r eakc]j fwkilke etapacly. RBidrwszymNs t e ¢
etapemby §o wnowaUeni e biosensora poprzez i nku
stabilizacjn pocANtskdweage jawpwagw a.et @i pow
sensor a pbryiagdNW kodejnyn kroku sensomgrzenoszono do studzienek
zbuforemw celuodp ukiams mecyfi czne zwi Nzanych c¢zNs
zachodzl avg a Sci wa interakcj a | i g eeylidoatatnizetam nal it

obejro wadgjdag Nczeni e analitu od czNst@&8pzek i mmot
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3.0

Wysycanie 4 Asocjacja Dysocjacja

20

1.5

Wiazanie [nm]

1.0

05

< i Linia

Czas [s]

Ryc.38.Sensogram przedstawiaj Ncy poszczeg-lne et a
z zastosowaniem techniki BLI[191].

Kluczowymi parametramik i net yczny mi , kt-rych Banlal $ ®n

s z y b ksocktji kon) orazs z y b KysdSjhicji kor). Szy blas®icj acji okreS
kompl| eksdamaligamowstaj Ncych -molkamségo 1stsi(
roztworu analituSzy bkgShbcj acji okowesStkad s leeposzemo, S |
dostarczeniénformacj oi | okScnip | euk se-guehySocjacji w czasie & War t o Si
stage|] powhb)n ojweasctt wial rkazem st agej Usasnoyenj acj

wmolachDo | e obliczenia wykorzystywany jest
E
+ -
E

Pomiay oddzi a kywgprieks -w | udzkich biagek rybosol
wykonano wykor zyst @6RER (Pal FortdBid).z W mpiereszyr® etapiet
ustabn o optymalne stnUenie RTA .niWzbjithnketla w
%BdogkowN uzupeghipupNwegjugdghkamat wnikszdzevodo 1C
bufor do BLI(20 mM TrisHCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 10 mM Mgg), natomiasd o g ki od 2 A
do 2C uvuzspegegioam dwukr ot mwpuolze do®lA(w zalkedecod e E R T £
0,06mg/mldo0,015mg / ml ) . ‘434 do8& wmesrczono bufor do BLIdodatkiem
0,01% Tween20,zaSw do gkach od 4 A peparadinieruBIRRee ssztcizbenmi u
1OM w buforze do BLI z 0,01 % Tween2 O . K o Ec o wraieszaninj reakcyinydh
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wkaUdym doglku 28fpzed gomiarami ersory poddano hydratacji, poprzez

10mi nut o wNMw bufkreebda Bljlprzy jednoczesnymvy t r z Ns al@00 upm.pr z y
Adekwatnie do powyUszej procedury wykonano Kk
Optymalizacjss t 11 (beznNisatReTcAz kpir zebi eggda w 5 etapach

1.r-wnowaUeni e, seoafhir alfp60

2. gadowani s, RIAZK10 2 A
3.r-wnowaUeni g336€nsora (50

4. asocj acja kompleeska-4C)bi agkowego
5. dysocjacja (606, 3A-3C).

B az ujudyskamym sensogramieo dal szych bada@EngmRTAano st

kt -re zapewniago optymalny poziom wysyceni a

Wg a SainaN i z i RTAztkemplekkamp i a R Pt zeprowadzono

%dogkowej, przy -MNOAci weHfogenaetapNj Ncego
7 do p#liAdolHu z u p e dpufarem KlmBLI,
T do § k2AdoRdroztworemRTA o st fimgenhi u O, 06
7 d o g k3A doBld buforem do BLI zlodatkiem0,01% Tween,
1 do gk AA do dH szeregiem siedmiu-Rr ot nych rozci eE&zeE

kompleksi bi a gk owe go 0201 % dwkentr koizepm ¢ oy nita Heni a
900nM k o Ec z buiforzedosBLI zdodatkiem0,01% Tween,

W andizie wykorzystanod wa r zfidy ,Iprzyocsymatiisogi- wr z Nd mi ag

referencyjny t j . etap Qgadowania sensor-w J|i.ganden
Podobnie jak wprzypadkupt ymal i zacji stptdredaanaNbzBNcwe
hydratach s ensor a. Eksperyment skgadag sifn z na

1.r -wnowaUeni gdoc@kiHpra (60
2. Jadowani es,dRoTgak-2H)1 0 O
3.r-wnowaUeni gdec@kaHpra (50
4. asocjacjk o mp | e k s u (b6Dsadjokgbkwitel)g o
5. dysocjacja (608,d o BK-8H),
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Otrzymane krzywe anali zowano prvz90. DoUyci u
otrzymanych krzywych kinetycznych dopasowano @atematyczny modelwi Nz ani a
odpowi adaj Nw stosunkul:leAnalikiec joddano etap asocjacji i dysocjacj,

stosuN ¢ tgipbal.fitting. Podczas analizy zastosowano |
odjficia sygnagu pochodzNcego z buforu (stu
analitu niespecyficznie wiNUNcych sif® na po
obliczeniapar ametr - w kinetycznych wybranaylikrzywe

onaj wyUszym?2wska¥ni ku R
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V. WYNIKI

Przedmiotem badaE& w nini ejszej rozpr awi
heterodi mer-w bi a®P2ik atyabos ymainmy pRIAEdno st
aprzede wszystkim okr eS| enkoeEczonvaecgzoe ne lae nkeomts
P1-P2 w interakcji z RTA. W tym celu, wykorzystano przygotowane w Katedrze Biologii
Molekularnejk onst r ukty genetayclzentee rpool zowgail cazjnN\& ee kns
rybosomal n y184h w takresi§ prédwadRonych prac badawczych przygotowano
t a kdddatkowek onstrukty genetyczne pozwal aj Nce
del ecyjnych form biagek Ri& Gtermiral@ychwysocekt - r y c
hydrofobowychresztaminokwaswych, ~uwah@an f unkcj onal ny el emer
zaangaUowany w rekrutacjn cZ9mBhiaka Dewmai iz«
odpowiednio: Pic-d |l a del ecyj nej fqg-dhy Wied@lkyjPEjorfa
P2 (Ryc.39).

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

Ryc.39. Sc hemat
fragmentu ludzkich b i a

p gebtmwieniesekwgndy anginokwasowych C-terminalnego

g
ami nokwas-w b

e

b

z
k BfiriagklN wskazano nrkioeGcsocvey cche | ¢
agka P1 oraz P2 (dodatkowo zazna
etyczne pozwal agy na heterol ogi c:
28 Brepkami oznaczono N er mi nal ny fr agment b
sunifnty z zestawienia

[(e]¢

konstrukty g
odpowi e dknPilyeora
kt-ry zostag

l. Het er ol ogi czna ekspresja | u®zkich
ich from delecyjnych Plc i P2, oraz katalitycznej podjednostki
rycyny - RTA

W celu otrzymania i melb i- ang-LXd P 1lp - Fni ejinnzejr akmecaqalii zy b
RTA, w pierwszym kr ok urekprabihpwaryda i par Jaecke Polc,z yPs2z
ich form delecyjnychPr z e pr owad z ono h e tkeornosltorguikctz- N geeknsept |
z wykorzyst aEschesichiagolh mwy Bkr zystuj Nc szczep Bl
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E.colit ransf or mowano konstrukt ami genetycznymi
pedgnych bi aykeX iRlybblaishdomedelecyjnychRtiP2c, a nast npn
przeprowadzono heterol ogi cznMystenkekgpressjg j 1w
opi er ad bazei operonu laktozowegmdukowanego chemicznie przy pomocy
niehydrolizowanego analoguki@zy (ang.l s o p r -d-pthidgalabtopyranosidelPTG).
Wszystkiekonstruky genetycze by gy pr zy g wekiompdhi/e k- bpziawi
t z vgilnyd@romotorp o ¢ h o d kakterigfagaz T7p 0 z w a Inag fNeckyt ekspresiN

genu, a tym samym wydajN synt ezfn bi a§.MMapierwszjo mibo In®jwmm 8
przeprowadzonve r yf i kacj i wy d a jekomi@nowanysip/rmz eez yk dom-argke
E. coliz wykorzystaniem analizy SBBAGE Ryc. 40).

(kDa) M K P1 PIAC P2 P2AC

116,0 5 _ e
66,2 . L_{ | ]
45,0 - P
"—i_dﬁ—
35,0 . — —
r .
250 = 2 e
e e —
18,4
14,4
— . -
Ryc. 40. Analiza SDSPAGE f r ak cj i bi agkowych cdeteralogicoren y ch  w
ekspresiji gen-w dla pegnych oraz delecyjnych f
E.coiM-mar kery ,bimaglkowe | ek ul arKip e gepkysat oankat wk oknb ar, k
E. coliz wektoem katrolnym niep o s i gyrdgep Mtcl a bi agek P1, P2 i i ch
PliPkcoraz P2iPiekstrakty kom-r koweE. @hp rzoywsadzeN czy ckc
ekspresjn biagek P1 i P2 oraz form delecyjnych.
Przeprowadzona analiza SIPSAGE ws kazaga, Ue we wszyst

ukgadach ekspresyjnychsynezaymiod @evia nroe kvymimikn o wa

P2 oraz ich form delecyjnyciRgc. 400 z domi nuj Ncy mi bi agkami 0
odpowi abapBkepm P1 i P2 or aapratowanéreterologicena e cy j n
ekspresja pozwoliga na podjncie kolejnych

poszczeg- |l nych -B2 ame pochednyeh ppZbamMonydhtéminalnego

elementu.
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W zakrege pracw e s # G kpkzggotowaniekatalitycznej podjednostki rycyny
(RTA), cCo zpozeptowaglzZne anal ogi czni e do ekspresj
rybosomalnychna drodze heterologicznejk s pr e s j i genw Hbm- bk adglk:
szczepu E. coli BL21(DE3)RIL K o m- rbékieryjne transformowanokonstruktem
genetycznymopartym nawe kt or ze ekspresyjny pET32 (a)+
bi agka RTA 2z et yotkeymatykdz ihfiksit yudpyrnzoewjNmo Sci  Pr o

(Department of Plant Biology anBathology, School of Environmental and Biological

Sciences, Rutgers University, New Brunswick, NJ, QYSAAnal i zn pozi o
syntetyzowanego b i a gr&kembinowanego wy k o nan o na podst awi €
elektroforetycznegb r a k c j i bi agkowych SDSRAGE@RycA4l).st ani el

(kDa) M K E

116,0
66,2

45,0

35,0

25,0
18,4
14,4

Ryc. 41. Analiza SDSPAGE f r ak cj i b i zymgakyehwyacdrodzeoheterologicznej
ekspresji genu dla katalitycznej podjednostki rycyny-RT A w Kk o nf. aolik M -artarkery
bi agkomesa mol ekul arknre kwyr albo npoocwn: okdkzaNcyyE. z k o m-

coli,kt -re nie zostagy poddane i nH-ekkesjtir akk s kroars jrik
E.coipozyskany z kom:- r ek RTAo ondakdwaiychylRTIE &Sk s zrad kjNr
wskazano pr'Oek2baagd«bpj\/cywmadnaaijeskINIaByeJRmAszedochzor
etykietkN histydynowN.

AnalizaSDSPAGE wykazaga wysoki poziom eEKkw®lipresj i
czego wyrazem jest widoczsyy g na g pvr MOk ani o rmagidddk®akgto- r e g o
masa molekularna koresponduje do masy teoretycznej RTA kodowanego przez gen
wobr nbi epEWR @)Xt Otrzyanany prepardi i a § kK wovagy na zanieczyszczenia
pochodzNce z or Beoiprzaaz goacspordardca dal szych

z wykorzystaniem technik chromatograficznych.
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2 . Oczyszczani e l udz ki ch bi agek ry
delecyjnych PL,d P2pcoraz katalitycznej podjednostki rycyny

Z uvagina odmi enne par ametr yq bP20PRI mogesyz n e bi
oczyszca ni a bi agek rekombi nowanych przebi egai
odmiennych technik oraz metod chromatograficznji®v,187] Grupa bg,agek F
wykazuje tendencjn do oligomeryzacji, a tyi
niska w Srodowi skuawemnjyest cbekgal reawani e s
bi agek nierozpuszczal nych. Z tego powodu
denaturuj Ncych w oparciu o procedury ustal o
I Metody) [187]. Biagko P2 posiada odmi paste pakamet
wystnpuje jako tzw. ni erozpuszczalne ol i gt
rozpuszczal nych w Srodowi sku wodnym, a t
prowadzony w tzw. warunkach natywny¢h87]. Podobnie biagko RTA
etykietkN histydyensotwNDbi(algOkxiHeins TRg)re ef ekt
w kom- E. koliicht akUe naleUy do tzw. grupy biag:é

jest lokalizacja we frakcji cytoplazmatycznej r ozpuszczalnej .w Srod

UmoUl i wi go to jego oczyszczenie w warunkac
chromatografii powinowact-MBA). stosuj Nc kol un
210czyszczanie ludzkich &ybosomal nych

Po przeprowadzeni u het Rl @ gs kcazlnie jp rekparr.
podjnto sin oczyszczenia poszczegE. lcaiych b i
poddano dezintegracji, a nastnpnie przepr o\
r-Unicowego. W wyniku wykonangecé fHleakgpe& bi
S30- tzw. frakcja cytoplazmatyczna oraz frakcja IB (ahwlusion Bodiep , kt-ra skg
sin z biagek nierozpuszczalnych w Srodowi s
bi agkowe podda APAGE awn aelui poiwierdzeBid #oal i zacj i b i
rekombi nowanego. Analiza wskazaga, Ue biagk
| B; podobny wyni k PpbdRy@®Rx)owano dl a biadgka
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(kDa) M E S30 IB (kDa) M E S30 IB

116,0 ﬁj - 1 116,0 ——% !

66,2 - ' 66,2 g fm—

450 Ao 45,0 —————

35,0 ‘el p—— | [P T—=" —

25,0 S 250

184 a— 18,4

14,4 S S5 ST 144 - Pl

Ekspresja bialka P1 Ekspresja bialka P1,¢

Ryc. 42. Analiza SDSPAGE f r akecj i bi agkowych otrzymanych
r-Unicowego pa@inéi ajpkojyerdlo tietecyjmNi Panel lewy:analiza
frakcij.i bi agk owiyeaikPanal prawsarnaajl Nczyac f r ak c j i bi agkow

bi aBlcM-mar kery ,binaajskao weo | e k u | a r B akstnaktkr oan or nkao wy Kk D
otrzymany po de E.icdlS20gfrakaja gytoplakmatytzne, éBkierozpuszczalna
frakcja tzw. ci anglasionBodids| i By j nye  z @ glkkgi mib i wvasgkkaozwee
o masach odpownRld@jPcych bi agk

Nal eOy podkreSlii, Ue uzyskane frakcje biag
Plpci charakteryzowagy sifn wysokim poziomem
uzyskanym w wyniku wiroani a r - Uni cowego. Otrzymane fra

j ako materiag wyijhS ck roavky- wd o wd ad eslzu przygot
bi agkowych 2z g o dstalogmiw Kapedrze BielagiuMokekularnej procedury

[184]. | tak,otrzymanypr e par at <ci agek inkluzyjnych zawi
6 M GdnHCI ) w celu denaturacj i chemicznej
uzyskanego preparatu wyzSDSRAGE (Rye.8y uUyciu e
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(kDa) M P1 (kDa) M  Pl,.

116,0 ~— 116,0 —

J—

45,0 — . 45,0 s

35,0 —_— 3570 S

250 e 25,0 ==

18,4 [ «  P1 18,4 w——— ___ o P1,.
14,4 —— 14,4

Ryc. 43. Analiza SDSPAGE preparat-w uzyskanych w wyniku o
PlUPlyc Panellewy:oczyszczony prPenplaravyto clziyaglca oPRYy. prepar
Plopc M-mar kery , masa fdtekulama wytho n a WS tkrxaa.§ k a mi wskazan
bi agkowe o masach onRilpraaPgcadaj Ncych biagk

Uzyskane preparaty bi agkowe charakteryzowe
jednakOe z wi doczny mi wysokoczNsteczkowym
z organizmuE. coli. Przygotowanepreparatyb i a § e kc pRdzrna€zdno do dalszych

proceduformowaniap o s zczeg-l nych di mer -w biagkowych.

2.2 0Oczyszczanie ludzkicgh rybosomal ny

W celu oczyszczenia bi agegs pragpeowarddzoboi nowar
heterologicznN ekspresji na sEaoblifpodgamoepar at
dezintegracj. z wykorzystaniem ultrad¥wi nk-
frakcjonowano na drodze wirowania metrfni cow
biofizyczne, zachowuj e sin odmi enni e w S
nierozpuszczalnych ol igomer - w, a tym sar
cytoplazmatycznycjl87. W wy ni ku wykonanych dziaga®& otr
S30, =zawierajNcN rozpuseczda&lrm&kcpiiadka wgyktoa
dal szych etap-w oczyszczani a. W kol ejnym Kk
zwi Nzkiem powi er zc haAdOpwceluoebicia ewentuainydhrstruktur n X

zawi er ameilray clipidowe. Tak przygotag&oMNf palkdiaif
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ultrawirowani u, w wyni ku Kkt - r-stgkiur (takich aky ma n o
na przykgad rybosom- w), tzw. frakcjn postr
znaczneijzw. bi a$ak ast owych w rybiosomainybe w telua g e k

usprawni eni a pr oc e d uaekgmbinowaregosW korejpymi lkaokub i a g k
otrzymanN frakcjfi S100 poddano procedurze
krokiem oczyszczania, poni ewadlatymsaniyljest P2 po
ni ewraUliwe na wysoki exzpsszcialheawet w 5086bzenvorpel u i p
etanoly z a$S epd adaktergjieu ! egaj N wytr Nceniu z fral
wwyni ku poszczeg:-Ilnych etap-w oczyszczani a
poliakryl ami dBANGEmwt od NuSDBD8eny efzgskctagiavn o Sc i
(Ryc. 4).

(kDa) M E S$30S100 D (kDa) M E S30S100 D
1160 — — 116,0 -~
66,2 66,2 .
450 o B S S 45,0 —
35,0 an 35,0 TSRS
250 gl = e 25,0
18,4 --_-‘ « P2 18,4 s .
= e ——
14,4y B B0 14,4 P2,c
Ekspresja bialka P2 Ekspresja bialka P2,
Ryc.44. Analiza SDSPAGEf r ak cj i bi a§ k o wyeadhnbz aawdepre fjaN d yoa mii
delecyinN.Poszczeg- | miea §fkaotaviezcyi ma n o na drodze wi r owa
ultrawirowania oraz ekstrakcji etanolowéjanel lewy analizaf r a k c j i bi agkowych z
bi afxPanel prawyanal i za frakcji bibd ®dlg2w W c markerg wi er aj

bi ag,komesa mol ekul arEnekstrakkomanUo k@ wy lobDa zymany po
k o m- E.eddi, S30- frakcja cytoplazmatyczna, S100frakcja cytoplazmatyczngpozbawiona
rybosom-w, tzw. fr afkakcjaaa pioesl & pfiplkessivakci dtanaowej D
Strzagkami wbsikaajzkaonwoe por Nnthksia & h a gRRpraaiPRea d aj Ncy ¢ h

Przeprowadzone poszczeg:-lne kroki oczyszcza
delecyjnaPgpr zede wszystkim znajduj N sRofadtowe fr a
proces wi rcoomeengiou jra-kUOnii ekstrakcja etanol owa
i1l oSci bi agek bda kt eTraykj ny ez s k(aRyys . prdepar at

wysokinst opni em o0oczyszczeni a bi agek rekombin
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zanieczyszczeni aamanizrpuogodpadarzaNcoliy miWw z wi Nz ku z
frakcja ta zostaga poddana dal szym etapom o

Otrzymane pr epoddanaprocedirde acgykzozanga w warunkach natywnych,
wykorzystujNc do tego celu chronpResaug®af i i j
w systemie FPLC. Wpykorzystana kolumna Resof@ce posi adaga zgoUe

monodyspersyjnymn o S n i golisgynenu/diwinylobenzem z g r u prihowN jako

ligandem. Kolumna ResourceQ, j ako anawnst anibg gwi Nz al biag
uemnym W oparciu o wgaSciwoSci biwtakesipczne
ni skiego pH, przy zastosowaniu Srodowi ska

bi agewy P2dloowy m gadunku wungzastosowanie chomatografiz wo | i
jonowymi enne | opartej 0 W kdnsekwentji, pvepgratygan i o n N
wykonana z wykorzystaniekolumnyResourceQ umo Ul i wi a ef ektywne
P2 do zgoUa chZemdsogbafabikaodm®e® zgobBuago uw
z kolumny chromatograficzneg wy kor zyst ani em gradbemt u st
Zzapewni go s el ek tszaenegu d i augwedidblumizye rzijexinoczesnym
odseparowaniem bi agkRr erpeakroantbyi ntoiwa @ lekgjpe p o s
poddano anal i PAGE (Rye Bp dNBiS®Hko rekombi nowat

uwol nione ze zJgo®® w zakresie frakcji #
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Ryc. 45. Oczyszczaré bi agk a P2 z wykorzystaniem chr oma
z zastoowaniem kolumny chromatograficznej Resource Q Pa n e | @€hromatggram

otrzymany w wyni ku r ozd i agpkKolbrenazielonym zainacaogoe k z a v
gradiens t firozeM@E u c hl or ku sodu ( NBa@d dolny:analizg SDSRAGE | ak o e
uzyskanychfrakcji. M - mar kery masgkomweé ekul ar naOiwyepasatlona w
bi agkowy nanoszomlmy fnakchkel ulmhagkowe ni e zwi N
chromatograficznym; frakcje #8971 f r akcj e bi agkowe uzyskane wW proc
gradientu stnUe@& NaCl 8t k&vasjkkanzya ncoh rporm\al keig rbaif a ek

odpowiepbipk &l cP

Analogicznie f or mii d el e c y PAdboddana drkyszczaRidyodnie
zprot okogdem Qtlraz yomaanghkk an aP2dr odze ekstrakcij i €
bi agk®ocPz2y szczano w warunkach natywnych,
chromatografin jonowymi enQubysemiaFPyQ Podabniek o | u m

jak w przypadku oczyszczani ahoi algtkar yPz2o,wajg
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podobnymi wdlkiofzgcznyno,Scd aimi k i a Kdileergyarija ef ekt yw
wi Nzsiini udo zgJoUa c by gwlaionapy pariocyg za@ig@ni u st i
NaCl,L, wypgywaj Nc z kol @f@imBo dw bznaiker ejsai ke W rparkzy |
P2preparaty poakcpgPydpiloaglaim of anal iPAGEQRymet od N
46).

3000 -

2000 —

Absorbancja 280nm

1000 —

- —\-/
Kf 1 1
1 1
0 T T T T T T T T T ) : T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 4250 1275 300 325 350
S
Obijetos¢ wyptywy.fril]
®Da) M O F - Frakcje #1 - #7 Frakcje #8 - #17
66*2 I s — —— —
45,0 - — — -
= =_ —
o St —_— ——
25,0 . — [N
184 o : : =
14,4 .
¥ - - - m--- g “ P2,c

Ryc. 46. Oczyszczani g z lwykargy&amiemPchromatografii jonowymiennej

z zastosowaniemkolumny chromatograficznej Resource Q.Pa n e | @€hromatggram
otrzymany w wyni ku rozdzi bOa®Ncrkalarenj zielongm a § e k
zaznaczono gradiestt fir0ezB wor u chl or ku s od uPafeNalyladaliza u Uy t e g
SDSPAGE uzyskanychfrakcji. M - mar kery ftnias@k oowoel,ekul arna wyr al
Oipreparat bi agkowy ;mRidmakzxzqgrey bnagkowemmi e 2z wi
chromatograficznym; frakcjel#17if r akcj e bi agkowe wuzyskane w proc
gradientu st nUer@natdgradidznejt k Mvasgkkanzya ncon pr NUkeé bi a g k

odpowiepbdiag %cu P
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Na podstawie chromatogram-w uzekB2aPadgwoyaz h 2z ¢
analiz SDSPAGEposzczeg:-Il nych frakeg¢enichmo mao mgg e
frakgibi aggdhowkt - re zawieragyOtrekymédnaoiwankcjpa:
zawi eragho bRy soki m st opn(Ry. & Bana gang)rz aSc i
wprzypadkub i aB%c, ot r zymano szecéagr akb&cyz gy es
poziomemz a n i e c z(Rys. Z¢ Parelddolny)W konsekwencjina podstawi@nalizy

SDSP AGE, wy brano frakcj e o] naj wyUszym pozi
preparatu biagka P2 uzyskano9I2romaz#13OrNapar at vy
pr epar &Ppcsbki gaajdkaag y  s-160U zfyrsakkacnjee p#leOp arPdcy bi a
poddano analizie SDS PAGE celu weryfikacjis k gadu bi agk owrakgjo otr z
(Ryc.47).

(kDa) M 48  #9-12  #13-19 (kDa) M  #10-16
116,0 ~ 116,0
00,2 ‘md S— 66,2 | w—
45,0 SR

45,0 —
35,0 —

35,0
250 o

25,0
184 «

18,4 L
144 o e < P2

> < P2,
144

Ryc. 47. Analiza SDSPA GE p r e pbairaagt k- cotkzynecahych w wyniku procedury
oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennejPanel lewy frakcieb i a g k o we
uzyskane w wyniku pogNcze 8 #31Xir#axe 7 & wicehrr aoj mict eo
rekombinowand i a § kPanelprawy. frakca bi agkowa wuzyskana w wynik
chromatograficznyc#1016 z a wi e pcayszZdzomb i aB2e. M-mar kery ,masa gk owe
mol ekul arna wyrSda WaemaykwmkDavskazano pr NOki biagk
bi agku B2 oraz P2

Otrzymane pr egsarialoky ingimlaz gkwvd veedpgwiddnieb i agk o P2
iP2c,zo0stagy zabezpieczone poprzez zamroUeni e
a nastnpnie przechowySWAHReparagb iva gk ® we e rpaotsujru
wdal szych krokach do otrzyman-+Paorad ichiferm:- w r vy
delecyjnych.
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2.3 Oczyszczanie katalitycznej podjednostki rycyny RTA

W celu otrzymaniar e k ombi nowanego bi agka RTA wy
genetyczny uzysany od prof. Nilgun Tumer Bepartmen{Department of Plant Biology
and Pathology, School of Environmental and Biological Sciences, Rutgers University, New
Brunswick, USA. Konstruktg e net yc z ny wegkiooeksprgsg|ripl 82 (§)+,
bridNcy wwykorzygstyveanym do heterologicznejekspresji b i a gueylych
zawi er agkweacjecHisb Nd fTag Eksprespbi agek odbkwat rsaliN p
promotoafaga T7.Z uwagi ndo®Kezrwmor&jibive g esekwengil a RT,
DNA koduj Ncej istylbkirotckidud@xlczyszczania p
chromatografi.i powi nowact wa W at yzmj ocleul uz akwo ne-
ekspresyjneE. coli prow a d z NetemlogicziN ekspresibi agka RTA dezi nt «
zwykorzystaniemu | t r adFfwanhkhawt npni e poddawawvmcelu wi r ow

usunifncia fragment-w kom-rek bakUzyskaN nych

frakcjn bawigdoaiNNpEr y mowane bi agko nanosz
chromatogr af i ¢z nAwiez aayiNecrea | ZNageNy sixddr (RKEDEWA. n e
Wprocesie chromatografi.i powi nowa eestanal wy Kk o1

10r es zt histydynowkgdchU-bdToN ijionnk-uwb orwiaknlou .z f r ak
w celu adsorpcp i a § k doz @D n aieu Sipmm ifedsopecy f i ebzkaije z wi
na drodze p. Oy kKkaomizayls fgorN @ z a wimidaza juibmieny o

zk ol umny specyficzne z aVd dvgniku d piwa & niba aig kiad
otrzymanos zer eg frakcji bi ag.lPreparatypit zy swicemnajeNoy d
RTAweryfi kowano na Uet wykomystaniem lelekyrdfosenyi S®S wy m
PAGE (Ryc.48). W procesie oczyszczania otrzyneeok. 2mg bi a g k a .
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kDa) M E F W El1-E4
116,0

66,2
45,0

o “—-.-—-’ < RTA
250 -

18,4

14,4

Ryc. 48. Oczyszczanierekombinowanego RTA na drodze chromatografii powinowactwa

zwy kor zyst ani eNfA. Anplizd) sSSDSPAGE frakcji bi agk owy c h podda
chromatografii powinowactwaM - mar ker y maagkanwd ,ekul arna wyr ad
ET ekstrakt biagkowy otrzynmamrolinpmomsdenyntneagrkaalj!
zawi er aj NN®A, FZigalhek cNia bi agek, kt-re nirakcazwi Nza
bi agkowa otrzymana w procesi e pgukan-NB;, kol umr
EIE4ATi frakcje biagkowe uzys kiany ehromatograficereephaiforem p g u k ¢
zawi erajNcym imidazol, w celu uws$i niveskka bi agk
pr NUOKi bi ®#§#p weiepbdi aapgiiécu

W wyniku przeprowadzenia procedury oczyszczémnia a g k aa divdzé chromatografii

powi nowactwa wuzyskano preparaty bi agkowe |
Otrzymanefrakcje (EI-E4) po §Nczon o, a nastnpnie poddano
imidazolu zbuf or u; t ak przygotowany prepar at RT

i przechowywano wemperaturze80 AC do dalszych analiz.

3. Otrzymywanie dimer -w ludzkich biac

Rybosomalneba gk awpP4t nPAj N w formie di mer-w na |
a zatem ich natywnN formN jest forma di mer
wykonane w Katedrze Biologii Molekularngj06]. 1 ndy wi dual ne rekombin
Pl/P2oraz ich formy delecyjne, wystiapjuN Nc w
niepoprawe mu procesowi jfakgdwwlkazano we wczeSn
przyj muj Nc sibltenuglotiulé j109,192,298]Bi &bz lgrupyP1, przy braku
natural nego partneroaehidagk pwenkmzpuseeypakiyrie n wa g

ol igomer - w, a gr upa fdinoavtapacyfiezRe rogpuszazdlnea ni ¢ z n
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wSr odowi sk bomadindry{M0h Jak wykazano, wecelu otrzymaniad i me r - w

bi aJ-®Xkorfetzngestzd enat urowani e i obywbidajake b&dwngk

bfindNc w ifeopronpirea wn ij es domejdd otwoszena heterodimdds].

Wzwi Nzku z tym wykorzystanbi pjbowkhanhzy $ oujmN

proces i ch w§ pzegb efekienjestpopt awatce sfagdowany,

k omp | e k s Wbproeedukze wykorzystano zjawisdoe nat ur acj i bi agka

czynnika chemiczneg(chlorowodorek guanidynyNa s t n p na peddam renafuiacji

po zmiani e buBmowmwiticlkzeay nni ka denatuocwgNx ego

spont ani cz nmbn eddp mpyvenesauktuyeF or mowani e didmer - w

P2 przeprowadzono na zasadzie pogNczeni a

zawi eraj Ncych i nidPgomi adzu ail mte e lagjkyaj lPylc h  war i

Plgc/P2c. FOr mowani e heterodimer -w przeprowadzc
1 PlpeP2, w Kkt - -rjyenstbi m@gkmawilone ost-no@&cah 16
1 PLP2Zc w Kkt - r yjestpbzbaavipieostaR P ch 16 a nrkiondackawa s - \
T PlpeP2 W Kkt -rym oba biagka -ammokwasowégs u s N

odcinka domen CTD,

T PLP2, hetero dimer zawierajNcy pegne bi ai
Ponadto do analiz wykorzystano spontaniczne

T P2P2 di mer ut worzony w oparciu o tende]

t worzenia ukgadukth-ormpo dji enetr yctzankeiglony stru

wodnym,
1 PZpecP2pc analogicznie jak w przypadku H22 , t wor zNcy spon
w roztworzewodnymu k ghaodmo di meryczny, w Kkt -rym oba

pozbawione l&minokwasowego odcinka domen CTD.

Jak opi samanpp ek Ye jpPRfaihdvanane oPplar ci u o pr o
denaturacji i renaturacii p r a ¢ ov\ateurke Biologii MolekularndjL06,109] Jednym
z kluczowych el ement - W ydgpowiedni stosurekn i iul odSicrerw-
poszczeg:- | nyc h takkabympapobiecrstp-om,t ani ¢cznemu [ j €
ni ep o UNodvestaveanithomad i me r -P®i PBP2%c. Wtymecelubi agka P1 i
gNczono w stosunku mBalkawyzm | ecdnoviie drisd 3z:wii
zwi fkszeni e il oS dormowmapidgkormpy etkasnevg didcadgka P1 b

w celu zagwarantowaniwy st ar czaj Nc e | il oSi biagka P1
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otrzymaniemh o mogenne|j mieszankPay peprzeoedi cnag k ovw iP
b ika §2do P1 Zastosowany nadmi ar biagka P1 zwi

biofizycznymii bi agko Pl wykazuj e t eakdoemmpcljeink sgo t el

nierozpuszczalne w Srodowi sku wodnym i g al
s Nczeni anegondMkenkekwercjip cy k!l u denaturacijadh i ren
di alfiraMcj i fol io a gbkuofwoyrcuh r enat ur acyj nego, uzy
poddawano oczyszczaniu me t o d Nsizes &kclusienn i a n

chromatography S EC) wy kysokargzdzielczysystem FPLCChr omat ogr af |
SEC przeprowadzono Wgrzysu j Kalummic hr o mat o §uperdse R 10RO0.

W celu monitorowania procesu oczyszczapia s zc z e g - | nzyac hp oS rmeed n iwc t
SEC, uzyskane w wyniku chromao gr af i i S E C , 'wybranke og podstawiea g k o w
obrazu chromatograma,n a|l i z o wa n ocPARE (R dN54).SD S
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Ryc.49.0czyszczani e ko naPk eykszystariemahjoenatogrifils Nczeni a
molekularnego. Panel Chr@matogrgmpokayuml\iiooces frakdii adu agk
z awi e hetgrobimeP]-P2 Przedstawmnhrzywaoplsuleg n sl opiy8zi\frakcjib i a §dho w
podczashromatografimo ni t o p o wg n N § u g onSRanel dolayl analizd SDEPAGE
wybranychfrakcji b i a § k azwskamyth w wynikw o zdzi agu chr komgeksagr af i c
bi ad®knaBradze SEGI-mar kery masgkmwleekul ar n &rakejey r a Uo n ¢
#13-21 - frakcje uzyskane w proces@c zyszczani a di mer wP2 zSatwizeargakj NN
wskazano prNUKi biagkowe o masie odpowi adaj Ncej
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(kDa) M 7 Frakcje #15 - 23

116,0  ——

66,2 it S g Gm— —

450 4— e

350 M

—— —
250 e —
184«
«—P1

14,4 — «— P2,

A R —

Ryc.50.0czyszczani e ko fptzewlomaystdnieradrenkatog?afiis Nczeni a
molekularnego. PanelChrgnatogragmo k azuj Ncy proces PER2zxdzi agdu
Przedstawina krzywa opisuje g i1 sit optsiczrN frakcji b i a §dh qedczas chromatografii
monitompowagn N § u g onthcPanelfdaly:ianalZzs8 ®DFPAGE wybranych frakcii

bi agk azwskanyith w wynikwr o zdzi agu chriloomaplogk sRfi-P2hcinaa § g k
drodze SECM-mar kery masd kmowleek ul ar n &raksdeyi5a30frakce w k Da
uzyskane w procesiec zyszczani a di mePlP2e z8WirengkNceskhnagl
bi agkowe o masie oHipPRwi adaj Ncej biagkom P
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Ryc.51.0czyszczani e ko@m{lzewkomystinieradprenkatod?afi s Nc zeni a
molekularnego. PanelChrgnatogragmo k azuj Ncy proces PigeP2dzi agdu
Przedstawionakrzywa opisuje g i1 si t optsiczrN frakcji b i a §dh qedczas chromatografii
monitorowatNp r zy d § u g onficFanelfdalry:ianalzs ®DSPAGE wybranych frakcji

bi agk azwskanyith w wynikwr o zdzi agu chriloomaplogk sRij-R2na § g k
drodze SECM -mar ker y Inasanipllae na wy r afthkcje 47-24 - frakbja ;
uzyskane w procesiec zyszczani a di meRPlgeP2 z8WwirengkNceskhnagl
bi agkowe o masie od@bBWwi adaj Ncej biagkom P1
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Ryc.52.0czyszczani e

molekularnego.

monitorowamNp r z y

bi agkowe

k o {2 2wylomystamiera ofirerkatodrafii s Nczeni a

PanelChrgmatogramp ok azuj Ncy proces Rlgzdzi ag
P2pc Przedstawion&rzywa oplsu1eg i sl topty8zriNfrakcji b i a §dh podczaschromatografii

dgu @OanﬁlcﬁanelfdamylanaIIZa SDSPAGE wybranychfrakcji

bi agk ozyskaoych wwyniku o zdzi agu chrloonmap logk sPd,¢REizmm@E @ lo
drodze SECM-mar kery masd kmwleek ul ar n &rakseyd7-as0fvakce w k Da
uzyskane wprocesec zyszczani a di mePlgdeRP2cz aSmi rez aaf KN ew sbki aazja|

(0]

masi e

o0dpiBWsd adaj Ncej biagkom P1

93



400 -

300 -

200 -

Absorbancja 280nm

100 —

pbjetoéé wyplywu \[irl[]

&Da) N /S Frakcje #14 - 23
116,0
66,2

450
35,0

25,0
18,4 -

144 «—P2-P2
—— A —

Ryc.53.0czyszczanie koxP2bk eykaszystarbemahjom&togrefi s Nc zeni a
molekularnego. PanelChrgmatogtspo k azuj Ncy proces Pe-B2zdzi agu
Przedstawionakrzywa opisuje g i1 si t optsiczrN frakcji b i a §dh qedczas chromatografii
monitorowatNp r zy d § u g onficFanelfdalry:ianalzs SDSPAGE wybranych frakcji

bi agk oayskanych w wynikw ozdzi agu chr bompbgk safiPbarg @ &
drodze SECM-mar kery masd kmwleek ul ar n &rakseydd-a3divakce w k Da
uzyskane w procesie c zyszczania di meP2P2 SzaavjlN awdkaz dnay]
bi agkowe o mashemodiproevi @diaj Nicaeg e k
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(kDa) M / Frakcje #17 - 25

S 2,

Ryc.54.0czyszczani e KkRgpPe wykarzyshaniengreomatografis Nc zeni a
molekularnego. PanelChrgmatogtampok azuj Ncy proces Rgezdzi ag!
P2pc Przedstawion&rzywa opisujeg fi sl topty8zrNfrakcji b i a §dh podczaschromatografii

monitorowan Nhb r zy d § u g onghcPanelfdalry:ianalzs8 SDPAGE wybranych frakcii

bi a g k ozyskaayich w wyniku o z d zhromdatagraficznegh o mp | e k sPBpcRZicreag e k

drodze SECM-mar kery masd kmwleek ul ar n &rakseyd7-asdfvakce w k Da
uzyskane wprocesiec zyszczani a di mePRdeRP2cz aSimirez s KN ew sbki aazja|
bi agkowed mowiast embde mer 83 bi agek
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Oczyszczani e kompl eks-w biagkowych z w
st andkwidEcoe Wy ment w procesi e pP2zoag ch mmani a
delecyjnychFr akcj a bi agkowa wypdgyivkelymNlyc(\a=7aml}y zw. p
obr azstategll aws pomni acdNt yNzastyshivaii na etapie formowania
di mer - wubiad @k ar Mnu,jWNaztevgrze wodnym, przy braku naturalnego
partnera jakim | e-swFrakcjaatd@pkoj aW2 a®pd i go merw
chromatograficznych wszystkich kompl eks: - w
uf or mowanych di mer -w byga frakcj a hi agkov
Sy met r y c ztnkyzywdy shrotatagraficznejwskazug na tzw. monodyspersyjny
cha akter pij-bkiomi nuj NcN f or. Nepodstawveerialz D5 | e st
-PAGE frakciji bi agkowych uzyskanych w  wyni Kk
poszcze konplakg swvhwy br an o frakcj e bi agkowe o]
h o mo g e nMaosStieli fakn @zyszczone dimery poddanweryfikacji przy pomocy
analizy SDSPAGE w celu ocenyh o mo g e nnoSRyc 3).rwW prypadku
heterodimeru PP2 (Ryc. 3 A)f rakcja #16 <charakteryzowaga

oczyszczenia dimeru j ednak Ue z wind ecziyymiczeni ami

wysokoczNsteczowymi. Kol €j9neor arrza Iw lzaowlayned yf
stopniu pozbawi one zanieczyszczeE& widoczn)
mol ekul arne ( O) [ we frakcji-P21R§c. 5By akcj e
wpor -wnaniu do frakcji nNanechkzTowajy nai $ibar d
pozi omem oczyszczeni a, z wi docznymi ni ew

owi N ks z e molekakarsej ¥ przypadku dimeru Rt-P2 (Ryc. B C) stopi e@E
oczyszczenia kompl eksu bagngjepepoczgsacdoonwa |farjalkceyj
byga fr-20kcPar #@Buj Nc do fr akceg-Pac@®ycad® o we j h
nanoszonej na sito molekular(®), z oczyszczanych frakcj.i ud
bi agek wysokoczNsteczkowych sWaympmypadkuy ch z .
naj wy Us zy moczyszcaemiacieecnn o wa § a s i20. Difner alélecyjnp = # 1 9
P2xc-PZc (Ryc. 3 E) charakteryzowag sin najni Usz)
Por - wnuj Nc oczyszczone frakcj e bi agkowe d
chromatoga f i c zn N a(d@)w a WstopnNicugumiiwvg s ok oczNst eczkowe
zanieczyszczipmMNpleekmsrenbkd. naj wyUszym stopn
homodimer P22 (Ryc. 5 F). DimerP2P2t o r - wni ettt k o mp loeks s z ¢ z
znaj wyUsz N wydajainoaSciizNo.waWsez yibinekginkea k vl if Do wma &

s i v Ue Ipaliakrylamidowymna pozi omi e odpowi adaj Ncym n
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indywidualnychb i a g e k wc hsokdgpads ¥ © Iz e kpmpleksy w\Wy d aj no Si
oczyszczawagawygatlfp ango mice y s z cTak pizggptowariei a § k a
preparaty, przeznaczonodoanaiz cel u oceny parametr - -w biofi

komp!| ek sa-gwk.owy c h
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(kDa) M o #16 #1719 #20 (kDa) M (o) #18-19  #20-21
116,0 116,0
66,2
66,2 [ o —
450 s—
45,0 -
— — 35,0
35,0 —

18,4

«——P1

18,4 e 14.4

«-P1 » .
T==mase== ——
14,4 e

(kDa) M o #17 #18-20 #21 (kDa) M o) H18 #1020 #21
116,0 — 116,0 e
66,2 N S 66,2 [— m—
45,0 45,0  —

5
350 I —

—_—

250 — 25,0 w— —
18,4 S 184 —

4

144 \‘“ JRrT———— P1AC

PIAC
— T2 S—emsampe. .

(kDa) M O #1920 #2122 (kDa) M #14-17 #18-20
16,0 g 116,0
66,2 66,2
450 R 0
350 350
R i
25,0
25,0
18,4
18,4

14,4 - P2P2
SR < P21C-P20C " L ——

Ryc.55. Analiza SDSPAGEposzczeg:-l nych frakciji bi agkowych
P1-P2 uzyskanychna drodze oczyszczania z wykorzystaniem sita molekularnegé. frakcje
or - Unej skal. czyst oSeP2 (#16a#A#% #2@)B. Nakeje zdwe t ey Nd e me |

heterodimer PPZc (#18, #1920, #21)C.f r akcj e z awi er qd-F?QQ#é?,#i@(l, erodi m
#1)D.frakcje zawi er ag Wage #1849, #202)dE. mea k dPjle zawi er ;
homodimer P@c-P2c (#1920, #2122)F.f r ak ¢ j e homedimerPZ2? (Kld41g, #1820).
Oipreparat zawierajNcy dimery biagkdwmakemanoszo
bi agkowasa mol ekul ar 8ar wy§ kedminawswk &kzDaano pr NUK i
odpowi apadjsdcyely- -1 nym biagkom P
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4. Charakterystyka bi ochemi czna i bi ofi zyc:
rekombinowanychb i a B1&PR

Kompleksy uzyskanev procesie oczyszczania meémdi chromatografiznymi
zostwygkyrzystane do oceny par amedtirmewNalwi of i z
podstawie analizyykonanych na bazie SBIBAGEwy br ano frakcj e char a
naj wyUszym poziomem homogennoSci . Il  tak,

w przypadku kompleksB1-P2 frakcje #7-19 (Ryc. 3 A), dla kompleksu PP 2, frakcje

#1819 (Ryc. 5 B), dla kompleksu RE-P2 frakcje #8-20 (Ryc. 5 C), dla kompleksu

P lqc-P24c frakcja #1920 (Ryc. 5 D), w przypadku homodimeru B2P2cr - wni e U f r a k
#192 0, z a Plekdu PaP2 kakaja #1417. Wszystkie wykonane analizy biofizyczne,

kt - ppmdano poszczeg-PA2nemidaignye rnya bciea gue kwePrly f i
struktural nej uf ormowanych kompl eks - w, ocer

charakteru, a w zwiNzku z tym funkcjonal no&

4.1 Analiza z wkorzystaniem analitycznego sita molekularnege SEC

Pierwszynetajemw c har akt erystyceéydiamdrn zva ISIELC] k &
pozwol i Jga npozipomwdhe b ee pod w8 t eligpmeryzacii
Wtym celu wykorzystanafamakitwacmoNe&kht amate
wysokN precyzjn rozdziagu frakcj.i bi agkowy
analizy wykorzyst ano-PhB¥W2dRkeP2NPEeP2ic@2PR, 1 ek Sy :
P2pcPZpc(Ryc. %-61).
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Ryc. %6. Chromatografia SEC dimeru P:P2.Na kol umnn Superose 12 HR 1
mdimeruPiP2, o s@/mUe ndhu olmat ogr afi i prowadzono z w)
kta Purifier

Analiza SEC wykazPa2g awy pljey wkao nzp | kegkhstryeBnbgp w f o r
pojedynczego piku chromatograficznegm razem zk s zemakigywe)] wskazuje na
monodysper syj ny c htadineekPiRr2 vbyasdtampeyj e rt-yolkk o w
strukturalnej N a uwaghn zasguguj e fakt, i Ui obl i c
aminokwasowej masa molekularna kompleksu-PR1to 24 kDa.Dimer wy p gy wa ¢

w objnAtoSci 13,44 ml , co wskazywago na mas.|
(masa zostaga obliczona na podstawie krzy
wykorzystanek ol umny Superose 12 HR 10/30). Zj awi S
[106]i wyni ka to z faktPR, nle komspladks ttziwva § &k z|

a jego struktura jest wydguUona, co zabur za
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Ryc. 57. Chromatografia SEC dimeru P1:-P2,c Na kol umnn Superose 12 HR
100m dimeru P¥P2,c o st@MdeniQhrlomat ografin prowadzono z
FPLC kta Purifier

W dal szej kol ejnoSci pr z e p rPeREZa dPadobmie jaka nal i z
w przypadku dimer PEP2 ot r zy mamlor oknrazt yovgNsyanketiyazrym, N
jednakUe ni ekesoz tzaagvogdpe,® lnggany wal na obecnoSi 1
ni epoprawnie sfagdoedmychaz bkrnjeke] Jedgpak Wjee
przewadze wysawniepmmwangne kgmpleksyl-P2pc Analogicznie do

analizy SECkompleksu P4P2 masa molekularna dimeRd-P2pcobliczona na podstawie
sekwencj i aminokwasowej to 22 kDa, ale i w
13,73 ml, kt-ra w oparciu o krzywN kalibra

kolumny wskazywaga na makbaiTakjakpoprkednlowy Nz & o mp

masa mol ekul arna anali zowanego klkomgekseak su w
zabur ad jgN taicjpadik asi ci e mol ekul arnym. Masa t a
heterodimeru PP 2 z uwag.i na fakt, i U déldcyngjkto P2 v

pozbawionej jednego€ 0 (EcoZz,mi eni a strukturn kompl eksu
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zmi anfin ksztadtaukoleiadsit eicekij estzegmi eni ona mi

molekularnym.
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Ryc. 58. Chromatografia SEC dimeru PlzcP2 Nak ol umnnin Superose 12 10/ 3
100m dimeruPLecP 2, o s@miUe ndhur olmat ografi i prowadzono z
FPLC kta PRPurifier

Kol ej n NwykomaaN ziwykorzystaniensita molekularnegd y §ralizakompleksu
PlpcP2 Badany kompleke'y p gy waj Nc z sita molekul arnego
krzywej chromatograficznej céwi adczy o monodyspersyjnym ¢

pr - bki. Obl i czona mBRlgaP2 tand2l5ekPay bla podabnie dak me r u
wprzypadku ppr zedni ch kompl eks - w, ze wzglndu na
kompl eksu wypgywag on w objnintoSci 13,8 ml,

mol ekul arnych dla wykorzystanej kol umny ( Si
molekularnej 58 kDaAnal ogi czni e do poprzednio analiz
przypadku wyUsza mas ®lpeRawyerkiukarnawkaodinpl @kej

kompleksuz a b u rtgmaspnyomi gr acj i cz Nst eczki na sicie
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podobnie do kompleks®il-P2pg
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masa ta jest niUsza z wuwagi n:
w formie delecyjnej, tj. pozbawionej sekwencjkCo (Ec a .
0 T | | | |
0 5 10 15 20 25
Objetos¢ wyplywu [ml]
Na kol umnn Superose 12 1

Ryc. 59. Chromatografia SEC dimeru Bd-P2yc

100 M dimeru PLcP2pg 0

st figlleni €Chdomatografi i

prowadzon

Puri fier.

systemu FPLC k t a

Ostatnim z

chromatograficzna t a k

anali zowanych

j ak w

h epeR2$c0 Hrzymee r - w |

przypadku- woipekiaezdmiacja |

symetrycznyk s z tpatvijerda j Mo n o d y s p ebadanejpm o $bbliczona na

podstawie sekwencji aminokwasowej masalekularna dimeru RdeP2pcwynosi 20,6

kDa. Z kolei frakcja biaPhowp jyawaigaij ajt NSa i
1414mico zgodnie z krzywN kalibracyjnN mas mo
odpowi adago .rRaomiocevn# &, kpak w przypaywku poz

di meraswa m est

formuj Nce

ni Usza

kompl eks,

ni U-P2 pz zwwaagdik un ah eftaekrto,

P1 i P2 wystipuj N w f
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C-koE&c: w. Brak mobil nych, n dteeminalrtych wdranigzrga | i z o
ksztagdgt czNsteczki zbliUajNc go do ukgadu g

Ryc. 0. Chromatografia SEC dimeru f22 . Na kol umnn Superosel 12 10/
dimeru P2P 2 , o s@mUenChir dmatografii prowadzono z wy
kta Purifier.

Pr-bka zawi er ajPRicak e padshdnaedlize B2C daj Nc podol
wyniki jak heterodimery. Kzywa chromatograficzna wy kazag:
SwiadczNcy o monodys pe roawojzewvejdnymDbliszona masa k o mp |
molekularna kompleksuPR2 wynosi 24,5 kDa, z kolei di me
ml, cow p or - wnlazgwejukalilwraryjnej mas molekularnych dla wykorzystanej

kolumn vy Swi adczygo o] masi e mol ek ul ar¥rPge| kor
podobnie jak  heterodimeru HA2 ni e posi ada ksztagt
anieustrukturalizowane ® o Ece obu bi agek P2 nadaj N c¢zN

z mi e nmiag rNipoejuv sicie nolekularnym.
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