Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Autoreferat

Wysokorozdzielcze rentgenograficzne struktury peptydaz i ich
inhibitorow

W zwigzku z wnioskiem o przeprowadzenie przewodu habilitacyjnego

dr Szymon Krzywda
Wydziat Chemii
Uniwersytet im. A. Mickiewicza

w Poznaniu

Poznan, wrzesieri 2018 r.



Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

1. Imig i Nazwisko: Szymon Hubert Krzywda
Dane kontaktowe: Wydziat Chemii, UAM, ul. Umultowska 89b, 61-614 Poznan

e-mail: szymon@amu.edu.pl, tel. 783 503 851

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

Doktor nauk chemicznych 1998 r. Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Po-
znaniu
Rozprawa doktorska pt. ,Badania krystalograficzne mutantow
mioglobiny z Sus domesticus”
Promotor: prof. dr hab. Mariusz Jaskdlski

Magister biologii 1991 r. Wouydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu
Praca magisterska pt. ,Analiza organizacji loci kodujacych p-
amylazy u zyta metodg hybrydyzacji wg Southerna”
Promotor: prof. dr hab. Jan Sadowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1998 - 1999 adiunkt, Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

1999 - 2000 adiunkt, (urlop bezptatny) i staz podoktorski ufundowany przez Fundacje na Rzecz
Nauki Polskiej, Wydziat Chemii, Uniwersytet w Yorku, UK

2000 - 2003 pracownik naukowy (ang. postdoctoral research fellow), Wydziat Chemii, Uniwer-
sytet w Yorku, UK

2003 - adiunkt, Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

4. Wiskazanie osiggniecia stanowiacego podstawe postepowania habilitacyjnego

Osiggnieciem naukowym wynikajgcym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.) jest cykl powiazanych tematycznie publikacji naukowych pt.:

Woysokorozdzielcze rentgenograficzne struktury peptydaz i ich inhibitorow


mailto:szymon@amu.edu.pl

Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

4.1 Wykaz powigzanych tematycznie artykutéw naukowych H1-H8 stanowigcych podstawe po-
stepowania habilitacyjnego

Sumaryczny Czynnik Wptywu (Impact Factor, 1F): 43,8

Liczba cytowan: 404

Liczba prac: 8

H1. Czapinska, H., Otlewski, J., Krzywda, S., Sheldrick, G, M., & Jaskolski, M. (2000)
High-resolution structure of bovine pancreatic trypsin inhibitor with altered binding loop sequence
Journal of Molecular Biology, 295, 1237-1249

Md6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na udziale w znalezieniu warunkéw krystalizacji
BPTI; rejestracji rentgenowskich danych dyfrakcyjnych wraz z ich procesowaniem; udoktadnieniu
struktury; udziale w analizie wynikow i przygotowaniu publikacji

MGdj udziat procentowy szacuje na 35%

1F2000=5.4, 1Fs=4.2, liczba cytowan 34

H2. Addlagatta, A., Krzywda, S., Czapinska, H., Otlewski, J. & Jaskolski, M. (2001)
Ultrahigh-resolution structure of a BPTI mutant
Acta Crystallographica D, 57, 649-663

Modj wktad w powstanie tej publikacji polegat na otrzymaniu krysztatow BPTI rozpraszajacych
promieniowanie rentgenowskie z subatomowa rozdzielczoscig; zarejestrowaniu synchrotronowych
subatomowych danych dyfrakcyjnych i ich przeprocesowaniu; udoktadnieniu modelu struktury
BPTI-REF; udziale w analizie wynikow i przygotowaniu publikacji

MGdj udziat procentowy szacuje na 30%

[Fo01=2.1, 1Fs=3.4, liczba cytowan 50

H3. Krzywda, S., Brzozowski, A. M., Karata, K., Ogura, T. & Wilkinson, A. J. (2002)
Crystallization of the AAA domain of the ATP-dependent protease FtsH of Escherichia coli
Acta Crystallographica D, 58, 1066-1067

Md6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na nadekspresji i opracowaniu protokotu oczyszcze-
nia i przechowywania domeny AAA zaleznej od ATP peptydazy FtsH; znalezieniu warunkow kry-
stalizacji i witryfikacji krysztatow; rejestracji wraz z procesowaniem synchrotronowych, wysoko-
rozdzielczych danych dyfrakcyjnych; prébie rozwigzania struktury metoda podstawienia czastecz-
kowego; udziale w analizie wynikow i przygotowaniu publikacji

Mdj udziat procentowy szacuje na 50%

1F2002=1.8, 1Fs=3.4, liczba cytowan 5
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H4. Krzywda, S., Brzozowski, A. M., Verma, C., Karata, K., Ogura, T. & Wilkinson, A, J. (2002)

The crystal structure of the AAA domain of the ATP-dependent protease FtsH of Escherichia coli
at 1.5 A resolution

Structure, 10, 1073-1083

Md6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na nadekspresji i oczyszczeniu domeny AAA zalez-
nej od ATP peptydazy FtsH; otrzymaniu krysztatow w/w domeny; przygotowaniu pochodnych
krysztatéw z metalem ciezkim; rejestracji synchrotronowych danych dyfrakcyjnych dla pochodnej
krysztatu z MeHgCl i ich przeprocesowaniu; rozwigzaniu, udoktadnieniu i walidacji modelu struk-
tury domeny AAA zaleznej od ATP peptydazy FtsH wraz ze zdeponowaniem modelu w bazie
PDB; udziale w opracowaniu wynikdéw i przygotowaniu publikacji

MGdj udziat procentowy szacuje na 45%

1F(2002=6.0, 1Fs=5.0, liczba cytowan 93

H5. Khatib, F., DiMaio, F., Foldit Contenders Group, Foldit Void Crushers Group, Cooper, S., Ka-
zmierczyk, M., Gilski, M., Krzywda, S., Zabranska, H., Pichova, 1., Thompson, J., Popovi¢, Z., Ja-
skolski, M. & Baker D. (2011)

Crystal structure of a monomeric retroviral protease solved by protein folding game players
Nature Structural & Molecular Biology, 18, 1175-1177

Md6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na udziale w krystalizacji peptydazy M-PMYV, udo-
ktadnieniu jej struktury i udziale w przygotowaniu publikacji

Mdj udziat procentowy szacuje na 5%

[Fom=12.7, 1F5=12.8, liczba cytowan 203

H6. Gilski, M., Kazmierczyk, M., Krzywda, S., Zabranska, H., Cooper, S., Popovi¢, Z., Khatib, F.,
DiMaio, F., Thompson, J., Baker, D., Pichova, I. & Jaskolski M. (2011)

High-resolution structure of a retroviral protease folded as a monomer
Acta Crystallographica D., 67, 907-914

Md6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na udziale w krystalizacji peptydazy M-PMYV, udo-
ktadnieniu jej struktury i udziale w przygotowaniu publikacji

Mdj udziat procentowy szacuje na 10%
[F201)=12.6, 1Fs=3.4, liczba cytowan 9
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H7. Krzywda, S., Jaskolski, M., Rolka, K. & Stawikowski, M. J. (2014)

Structure of proteolytically resistant analogue of (NLys)’SFTI-1 in complex with trypsin: evidence
for the direct participation of the Ser214 carbonyl group In serine protease-mediated proteolysis

Acta Crystallographica D, 70, 668-675

M6j wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy; otrzymaniu krysz-
tatow kompleksu (NLys)’SFTI-1 z trypsyna i znalezieniu warunkow ich witryfikacji; rejestracji syn-
chrotronowych, wysokorozdzielczych danych dyfrakcyjnych z ich procesowaniem; rozwigzaniu,
udoktadnieniu i walidacji modelu struktury w/w kompleksu wraz z jego zdeponowaniem w bazie
PDB; opracowaniu wynikéw i przygotowaniu publikacji

Mdj udziat procentowy szacuje na 45%

1F2014=2.7, 1Fs= 3.4, liczba cytowan 6

H8. Kopera, E., Bal, W., Lenarci¢ Zivkovi¢, M., Dvornyk, A., Kludkiewicz, B., Grzelak, K., Zhukov,
1., Zagorski-Ostoja, W., Jaskolski, M., & Krzywda, S*. (2014)

Atomic resolution structure of a protein prepared by non-enzymatic His-tag removal. Crystallo-
graphic and NMR study of GmSPI-2 inhibitor

PLOS ONE, 9, 106936, * autor korespondencyjny

Modj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepgji pracy; znalezieniu wa-
runkow krystalizacji i witryfikacji krysztatow GmSPI-2; rejestracji synchrotronowych danych dy-
frakcyjnych z rozdzielczosciag 0.98 A i ich procesowaniu; rozwiazaniu struktury; opracowaniu stra-
tegii udoktadniania programem SHEL97; udoktadnieniu i walidacji modelu struktury wraz z jego

zdeponowaniem w bazie PDB; udziale w opracowaniu wynikéw i przygotowaniu publikacji
Mdj udziat procentowy szacuje na 45%

[F20149=3.2, [Fs=3.4, liczba cytowan 4

Suma dla prac H1-H8 IF = 43.8, IFs = 39, liczba cytowan 404

Wartosci parametru Impact Factor (IF) podano z roku publikacji
Symbol IF5 oznacza wartos¢ aktualnego, piecioletniego parametru Impact Factor

Cytowania podane s3 zgodnie z baza ISI Web of Science (18.09.2018 r.)
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Wouysokorozdzielcze rentgenograficzne struktury peptydaz i ich inhibitorow

Autoreferat zawiera opis osiggniecia naukowego udokumentowanego powiazanymi tematycznie
pracami (H1-H8) dotyczacymi wysokorozdzielczych krystalograficznych struktur peptydaz i ich
inhibitoréw. Obejmuja one wszystkie etapy okreslenia struktury — od nadekspresji biatka, jego
oczyszczenia i krystalizacji poprzez rejestracje i procesowanie danych dyfrakcyjnych, rozwigzanie
i udoktadnienie struktury po interpretacje wynikow.

Oprdcz nowatorskich aspektow metodologicznych niezwykle waznym poznawczo efektem tych
prac sa wyniki strukturalne, przedstawione w pracach (H1-H8). Wszystkie opisane ponizej struktu-
ry byty do tej pory nieznane, a ich szczegétowy opis i analiza stanowi, mam nadzieje, spora war-
tos¢ naukowa.

1. Wprowadzenie

Dzieki postepowi metodologicznemu zwigzanemu z etapem krystalizacji, zastosowaniem potez-
nych synchrotronowych zrédet promieniowania rentgenowskiego i coraz lepszych detektoréw licz-
ba struktur wysokorozdzielczych zwiekszyta sie. Struktury wysokorozdzielcze charakteryzujace sie
wysoka jakoscig i wiarygodnoscia pozwalajg na analize wielu aspektow strukturalnych makromo-
lekut. Umozliwiaja m.in. zrozumienie funkcjonowania konkretnego biatka czy tez poszerzenie ogdl-
nej wiedzy dotyczacej biatek. Strukturalnymi ,rarytasami” sa struktury posiadajace rozdzielczos¢
atomowa (dmin < 1,2 A). Mimo, ze ich liczba wzrosta dramatycznie od kilku, na poczatku lat 90,
do ponad 3500 obecnie, to nadal jest ich stosunkowo niewiele biorgc pod uwage liczbe wszystkich
struktur zdeponowanych w banku struktur biatkowych PDB (ang. Protein Data Bank) tj. ponad
140 000. W autoreferacie opisuje dwie takie struktury: inhibitora z nici jedwabiu Galleria mellonel-
la (ang. Silk Protease Inhibitor 2, GmSPI-2) i inhibitora trypsyny z trzustki wotu (ang. Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor, BPTI). Takie ,rarytasy” umozliwiaja np. rewizje bibliotek standardo-
wych parametrow stereochemicznych uzywanych w procesie udoktadniania struktur biatkowych
a opartych obecnie o struktury matych czasteczek zdeponowanych w bazie Cambridge Structural
Database (CSD).

1.1. Peptydazy

Peptydazy (nazewnictwo za Barrett & McDonald, 1986) sa enzymami proteolitycznymi katalizujg-
cymi hydrolize wigzania peptydowego. Ze wzgledu na miejsce hydrolizy dziela sie¢ na egzo- lub
endopeptydazy a mechanizm Kkatalizy na peptydazy serynowe (np. trypsyna z trzustki wotu), cy-
steinowe, aspartylowe (np. retropepsyna z wirusa M-PMYV), treoninowe, glutaminianowe i meta-
lopeptydazy (np. FtsH z Escherichia coli).

System Kklasyfikacji peptydaz MEROPS grupuje je w klany charakteryzujace si¢ homologia struk-
turalng i/lub identyczna kolejnoscia aminokwaséw triady katalitycznej (Rawlings et al., 2010).
Klan peptydaz serynowych PA posiadajacy zwoj trypsynowy jest najliczniejsza i prawdopodobnie
najlepiej przebadana grupa enzymdéw. Stanowi on 1/3 wszystkich znanych peptydaz (Di Cera,
2009).
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Peptydazy odgrywaja wazng role w procesach, takich jak: zaptodnienie, wzrost, trawienie, dojrze-
wanie, starzenie si¢ a nawet $mier¢ organizmu. Kontrolujac aktywacje (np. trypsyny) syntezy czy
tez degradacji biatek (np. FtsH z E. coli) reguluja procesy fizjologiczne organizmu. Oczywistym jest,
ze enzymy te wystepuja u zwierzat, roslin i bakterii. Wystepuja takze u wiruséw, gdzie pelnia
istotng role w ich replikacji.

Enzymy te posiadajg ogromne znaczenie lecznicze np. inhibicja peptydazy wirusa HIV-1 jest naj-
skuteczniejszym sposobem leczenia AIDS.

1.2. Inhibitory peptydaz

Inhibitorami peptydaz sa czasteczki, ktore hamujg ich aktywnos¢. Wiele naturalnie wystepujacych
inhibitoréw jest polipeptydami lub biatkami. Inhibitory mozna klasyfikowa¢ wedtug nazwy pep-
tydazy jaka inhibuja lub mechanizmu ich dziatania. Obecnie stosuje sie rowniez zwyczajowe na-
zwy rodzin inhibitorow oparte na ich sekwengji i strukturze np. Kunitza, Bowman-Birka etc. jak
i formalne nazewnictwo zaproponowane na podstawie podobieristwa sekwencyjnego (Rowlings
et al., 2004).

Poniewaz peptydazy stanowia istotny cel w przypadku leczenia wielu choréb, ich inhibitory sto-
sowane sg jako leki. Do wspomnianych wczesniej inhibitorow peptydazy HIV-1 nalezy dodac
m.in. inhibitory ludzkiej trombiny stosowane w leczeniu choroby wiericowej czy tez inhibitory
peptydazy ACE stosowane w leczeniu nadcisnienia tetniczego.

Wazna role w projektowaniu lekow odgrywaja mimetyki peptydow. Wsréd nich wyrézniajg sie
polipeptoidy tj. poli-N-podstawione glicyny (Simon et al., 1992). Monomery peptoidowe potaczo-
ne wigzaniem amidowym, z powodu braku atomu wodoru przy atomie azotu, nie mogq utworzyc
stabilnych struktur drugorzedowych. Poniewaz peptoidy posiadajg, jak i polipeptydy, strukture
modutowa mozna taczyc je w hybrydowe struktury peptydo-peptoidowe. W przeciwieristwie do
wigkszosci peptydow, peptoidy sa odporne na dziatanie peptydaz cysteinowych, aspartylowych,
serynowych czy tez metalopeptydaz (Miller et al., 1994).

2. Wysoko (1,4 A) i ultra (0,86 A) rozdzielcza struktura inhibitora trypsyny z trzustki wotu

2.1. BPTI

Inhibitor trypsyny z trzustki wotu jest niewielkim, nalezacym do rodziny Kunitz'a, globularnym
biatkiem zbudowanym z 58 aminokwaséw. Posiada Scisle okreslong strukture drugorzedowg, hy-
drofobowe wnetrze i stabilizujace strukture trzeciorzedowa trzy mostki dwusiarczkowe. BPTI
mozna uzna¢ jako biatko modelowe, gdyz wiele réznych aspektéw jego struktury, procesu fatdo-
wania, stabilnosci i dynamiki zostato szczegdtowo zbadane (Fritz & Wunderer, 1983; Deisenhofer
& Steigemann, 1975; Wlodawer et al., 1984, 1987; Hamiaux et al., 1999; Lubkowski & Wlodawer,
1999; Berndt et al., 1992; Huber et al., 1974; Scheidig et al., 1997; Chen & Bode, 1983; van deLocht
et al., 1997; Zhang et al., 1999).

BPTI, jak wiele innych biatkowych inhibitoréw peptydaz, wiaze sie z enzymami poprzez sekwen-
cyjny epitop zwany petla wiazaca (Bode & Huber, 1992; Apostoluk & Otlewski, 1998). U wielu
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inhibitoréw przyjmuje ona podobng, zwana kanoniczng, konformacje zdefiniowana poprzez katy
torsyjne P3-P3' (oznaczenie za Schechter & Berger, 1967).

2.2. 11,13Alal5Arg52Leu BPTI

Analizowana forma 11,13Ala15Arg52Leu BPTI pochodzi z serii mutantéw przygotowanych do ba-
dan, metoda skanowania alaning, nad wptywem aminokwaséw petli wiazacej na energie asocjacji
BPTI z peptydazami serynowymi. Posiada ona nastepujace mutacje: 1) Lys15Arg — wystepuje cze-
Sciej w inhibitorach rodziny Kunitz anizeli natywna lizyna oraz zapewnia silniejsze wigzanie z kil-
koma enzymami kaskady krzepniecia krwi, 2) Thrl1Ala — wystepuje jedynie w kilku inhibitorach
tej rodziny, 3) Prol3Ala - mutacja nie spotykana w domenach podobnych do BPTI, powinna
spowodowac znaczne uelastycznienie petli wiazacej, 4) Met52Leu — mutacja umozliwia odciecie
bromkiem cyjanu BPTI z biatka fuzyjnego. Pomimo tak drastycznych zmian badany mutant inhi-

buje trypsyne wotowa z K, = 4,1 x 10" M™ tj. jedynie 30 razy stabiej of formy natywnej.

1

Ilustracja 1. Otrzymany przeze mnie krysztat formy 11,13Alal5Arg52Leu BPTI.
2.3. Woysokorozdzielcza struktura 11,13Ala15Arg52Leu BPTI

2.3.1. Krystalizacja, rejestracja danych dyfrakcyjnych, rozwigzanie i udoktadnienie struktury

11,13Ala15Arg52Leu BPTI krystalizuje, w ciggu kilkunastu godzin, w nowej formie krystalicznej,
w warunkach opisanych w H1. Wiekszos¢ form krystalicznych tego zasadowego biatka otrzyma-
no w warunkach wysokiego pH. Krysztaty obecnej formy wzrastaja w pH neutralnym (pH = 7,5).
Przeciwjonami dla pozytywnie natadowanego BPTI s3 tu jony siarczanowe. Krysztaty nowej for-
my krystalicznej BPTI (Ilustracja 1) naleza do grupy przestrzennej P4s;2,2 i charakteryzuja si¢ para-
metrami komorki elementarnej a = 5271 A, ¢ = 43,41 A. Cze$¢ asymetryczna zawiera jedna ko-
pie BPTI i 48% (v/v) roztworu w krysztale.

Dane dyfrakcyjne dla krysztatu umieszczonego w kapilarze zarejestrowatem z maksymalna roz-
dzielczoscig 1,4 A w temperaturze 290 K wykorzystujac dyfraktometr i detektor w Centrum Ba-
dan Biokrystalograficznych (CBB) Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (H1). Pomi-
mo wielogodzinnego (3 dni) rejestrowania danych dyfrakcyjnych w temperaturze pokojowej prze-
procesowane dane nie wskazywaty na zniszczenie radiacyjne krysztatu i charakteryzowaty sie do-
skonatymi parametrami (Tabela 1, H1).
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Strukture rozwigzaliSmy metoda podstawienia czasteczkowego (ang. molecular replacement, MR)
modelem 1BPI (Parkin et at., 1996) a model udoktadniliémy za pomoca programu SHELX97 (Shel-
drick & Schneider, 1997) i O (Jones & Kjeldgaard, 1994). Udoktadnienie struktury opisalismy w H1
a dane statystyczne przedstawiliSmy w Tabeli 2, H1. Modelowi struktury, ktéry zdeponowalismy
w PDB przypisano kod 1QLQ (H1). Alternatywnie do w/w procedury, udoktadnitem strukture
11,13Ala15Arg52Leu BPTI programami dedykowanymi typowo dla biatek tj. z pakietu REFMAC
(Marshudov et al., 1999), manualnie modyfikujac model programami pakietu Quanta (Molecular
Simulations, San Diego, CA) — model oznaczytem jako BPTI-REF (H1).

2.3.2. Struktura 11,13Ala15Arg52Leu BPTI

W wuysokorozdzielczej, udoktadnionej anizotropowo strukturze 11,13Ala15Arg52Leu BPTI (okreslo-
nej w temperaturze pokojowej) wszystkie aminokwasy sa precyzyjnie okreslone, wtacznie ze zmu-
towanymi (Ilustracja 2) jak i dwoma aminokwasami C-terminalnymi. W dotychczas okreslonych

Ilustracja 2. Mapa gestosci elektronowej 2mF, — DF. (o konturze 1 ) fragmentu petli
wigzacej ze zmutowanymi aminokwasami Alall, Alal3 i Argl5. Model omawianej struktu-
ry oznaczono kolorami zgodnie z konwencja CPK (ang. Corey Pauling Koltun) a natozony
na te strukture model 5PTI kolorem pomarariczcowym. Dla przejrzystosci przedstawiono
jedynie faricuchy boczne zmutowanych aminokwasow.

natywnych czy tez zmutowanych formach BPTI, dwa C-terminalne aminokwasy czesto sa
w ogole lub niedoktadnie okreslone. Kompletny C-koniec jest widoczny np. w strukturach 1BPI
i 9PTI 1AAL lecz te konformacje C-korica s3 inne od konformacji w formie 11,13Alal5Arg52Leu
BPTI. Najbardziej podobna do omawianej jest konformacja C-korica w strukturze 1AAL (widoczna
jedynie w czasteczce A). Konformacja C-korica w obecnej strukturze jest ,logiczna” poniewaz bar-
dzo blisko zbliza sie do swojego N-korica (Ilustracja 3). To ,zblizenie” odzwierciedla silne wigzanie
wodorowe i oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy koricowymi grupami BPTI, ktore w pH
krystalizacji powinny wystepowa¢ w formie jonu amonowego i karboksylowego (Ilustracja 3).
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TIustracja 3. Model N- i C-korica 11,13Alal5Arg52Leu BPTI wraz z mapg 2mF, — DF..

Bezspornym jest, ze na konformacje N-korica, mniej problematycznego w strukturach BPTI,
wplywa konformacja C-korica. To dostosowanie konformacji N-korica jest szczegdlnie widoczne
w  tej strukturze. Oprdcz mostka solnego z uporzagdkowanym C-koricem, N-koniec tworzy jeszcze
jeden mostek solny z jonem siarczanowym (Ilustracja 3).

2.3.3. Mostki dwusiarczkowe

Trzy, stabilizujace strukture BPTI, mostki dwusiarczkowe maja $cisle okreslone formy enencjome-
ryczne. Mostki Cys5-Cys55 i Cys30-Cys51 sa lewoskretne a mostek Cys14-Cys38 przyjmuje rzadsza
forme prawoskretna. W omawianej strukturze wszystkie mostki posiadaja idealna gestos¢ elektro-
nowa. Jednakze mostek dwusiarczkowy Cysl14-Cys38 wystepuje w dwoch, wyraznie widocznych

Ilustracja 4. Gestos¢ elektronowa 2mF, - DF. wraz z wbudowanym modelem ukazujg-
cym mostek dwusiarczkowy Cys14-Cys38 i wewnetrzng czasteczke wody Watl z tetrae-
drycznymi wigzaniami wodorowymi (H1).

konformacjach. Czynniki obsadzenia obu form zostaty udoktadnione i wynosza 0,68(8) dla formy

prawoskretnej (CP-57-57-CP +95°) i 0,37(8) dla formy lewoskretnej (-90°). Sg one realizowane po-
przez podwojna konformacje Cys38, llustracja 4 (H1).

10



Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Wspétistnienie dwdch enancjomerow mostka dwusiarczkowego w strukturach biatek jest rzadkie.
Pierwszy przypadek opisano w biatku REI (Epp et al., 1975) i nastepnie potwierdzono w innych
biatkach nalezacych do klasy Bence-Jones'a. W strukturze BPTI podwdjna konformacje mostka
dwusiarczkowego opisaliSmy po raz pierwszy.

Oprdcz Cys38, jedynie trzem innym aminokwasom przypisalismy podwdjne konformacje: Argl?,
Lys46 i Asp50. Pod tym wzgledem opisywana struktura charakteryzuje sie wyjatkowym upo-
rzagdkowaniem.

2.3.4. Porownanie struktury 11,13Alal5Arg52Leu z innymi strukturami BPTI i BPTI-REF

Najistotniejsze wydaje sie, ze trzy drastyczne pod wzgledem strukturalnym mutacje (ThrllAla,
Pro13Ala, Lys15Arg) nie spowodowaly zadnego nieuporzadkowania czy nawet zmiany konforma-
i petli wigzacej. Jest to szczegdlnie interesujace zwtaszcza w porownaniu ze strukturg 8PTI,
w ktorej pojedyncza mutacja Tyr35Gly spowodowata drastyczne zmiany petli wigzacej jak i petli
wspomagdajacej (ang. secondary loop) (Housset et al, 1991). O znacznej rdéznicy obu struktur
Swiadczg réwniez nieudane proby rozwigzania obecnej struktury metoda MR za pomocg modelu
8PTI.

Natozenie struktury 11,13Alal5Arg52Leu na strukture referencyjna 5PTI (Wlodawer et al., 1984)
metoda najmniejszych kwadratow (programem ALIGN; Satow et al., 1984) wykazato duze podo-
bieristwo obu struktur wyrazone w wartosci sredniego kwadratowego odchylenia (r.m.s.d) pomie-
dzy 55 (poza koricowymi) parami atoméw C, wynoszacej 0,28 A.

Powyzsze dane wskazujg na niezwykta sztywnos¢ petli wigzacej, na ktorg nie wptywa ani rady-
kalna (w odniesieniu do taricucha gtéwnego) mutacja Prol3Ala ani (w odniesieniu do taricucha
bocznego) mutacja Thrl1Ala ani tez oddzialywania miedzyczgsteczkowe zmutowanych aminokwa-
SOW.

Poréwnanie modelu 11,13Ala15Arg52Leu BPTI z modelem BPTI-REF wskazuje, ze (w granicach
btedu statystycznego) sa one praktycznie identyczne (Tabela 3, H1). Wyjatkiem sa niewielkie rozni-
ce w posiadajacych niewielkie czynniki obsadzenia konformerach taricuchéw bocznych o podwdj-
nych konformacjach oraz czasteczkach wéd posiadajacych wysokie czynniki temperaturowe. Oba
modele charakteryzuja sie niewielka wartoscig sredniego kwadratowego odchylenia (ang. r.m.s.d.)
0,04 A dla 55 uporzadkowanych atoméw C,. Warto podkresli¢, ze podobieristwo tych struktur
udoktadnionych z rozdzielczoscig 1,4 A jest o 1zad wielkosci lepsze anizeli w testowym udoktad-
nianiu réwnolegtym dwéch struktur z rozdzielczoscia 2,6 A (Mowbray et al., 1999).

2.3.5. Upakowanie 11,13Alal5Arg52Leu BPTI w krysztale

BPTI jest biatkiem monomerycznym jednakze w dwdéch strukturach wystepuje w krysztale jako
dekamer (Hamiaux et al., 1999; Lubkowski & Wlodawer, 1999). Obecna forma nie tworzy wyraz-
nej struktury czwartorzedowej lecz mozna zauwazyc ciekawe oddziatlywania wzdtuz osi dwukrot-
nych. Przede wszystkim dwie czasteczki 11,13Alal15Arg52Leu BPTI tworzg strukture ksztattu ,klat-
ki" (Ilustracja 6, H1). Zaangazowane sa w nia czasteczki argininy 15 i 39.

11
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Ilustracja 5. Powiazany osia 2-krotng miedzyczasteczkowy arkusz PB. Dla przejrzystosci
faricuchy boczne nie zaangazowane w wigzania wodorowe przedstawiono jedynie za po-
mocg atomow Cg.

Inna 08 dwukrotna (prostopadta do poprzedniej) tworzy oddzialywanie czwartorzedowe poprzez
utworzenie antyréwnolegtego arkusza B pomiedzy aminokwasami 17-19. Ten miedzyczasteczkowy
arkusz B taczy wewnatrzczasteczkowe arkusze B, w ramach struktury spinki, tworzac czterotaricu-
chowy antyréwnolegty arkusz f, Ilustracja 5 (H1).

2.4. Ultra-rozdzielcza struktura 11,13Alal15Arg52Leu BPTI

Rejestrujgc dane dyfrakcyjne dla krysztatu 11,13Ala15Arg52Leu BPTI w temperaturze pokojowej
zdawalismy sobie sprawe, ze jego potencjat dyfrakcyjny jest o wiele wigkszy. Uzyskatem grant na
pomiary wysokorozdzielcze w osrodku synchrotronowym DESY w Hamburgu. Nie posiadalismy
w CBB niskotemperaturowej przystawki i nie mogtem okresli¢ warunkow witryfikacji dla kryszta-
tow 11,13Ala15Arg52Leu BPTI. Transport krysztatdéw uzyskanych metoda dyfuzji par byt bardzo
ktopotliwy i ryzykowny. Zdajac sobie sprawe z szybkiego wzrostu tych krysztalow postanowitem
wykona¢ eksperyment krystalizacyjny opisany w H1 w osrodku synchrotronowym, przed dniem
pomiaréw. Nastepnego dnia, krysztaty byly gotowe do pomiarow.

2.4.1. Rejestracja ultra-rozdzielczych danych dyfrakcyjnych i ich procesowanie

Jeden z takich krysztatéw o wielkosci 0,3 x 0,2 x 0,2 mm witryfikowatem w roztworze macierzy-
stym uzupetnionym 30% glikolem etylenowym i umiescitem w wigzce rentgenowskiej stacji po-
miarowej X11. Krysztal rozpraszat promieniowanie rentgenowskie z maksymalng rozdzielczoscig
0,86 A. Szczeg6ty rejestracji danych opisatem w H2.

Rejestracja danych z tak wysoka rozdzielczoscia wymaga idealnych parametréow oprzyrzadowania
stacji pomiarowej. Niestety pewien obszar detektora ultra-rozdzielczych danych musiatem pomingc¢
z interpretacji z powodu cienia jakie rzucata na detektor dysza schtadzajaca krysztat parami azotu
do temperatury 100 K. Okazato sie takze, ze kubek wigzki pierwotnej rzucat asymetryczny cieri na
detektor, co negatywnie wplyneto na rejestracje danych niskorozdzielczych (H2).

Krysztat nalezat do tej samej formy krystalicznej, tj. P432,2 o parametrach komorki elementarnej
a = 51,891, ¢ = 43,035 A. Wartosci te zmierzone przy 100 K sa odpowiednio 1,56 i 0,87%
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mniejsze od zmierzonych w 290 K (H1). Przeprocesowane dane charakteryzuja si¢ znakomitymi
parametrami (Tabela 1, H2), przede wszystkim duza, wynoszaca 17,3 krotnoscia i niskim wskazni-
kiem Ri,: = 0,036.

2.4.2. Udoktadnienie ultra-rozdzielczej struktury 11,13Alal5Arg52Leu BPTI

Udoktadnienie struktury programem SHELX97 (Sheldrick, 1997) opisaliSmy w H2 a jego przebieg
przedstawiliSmy w Tabeli 2, H2. Udoktadnienie zaczeliSmy od wspotrzednych atomoéw i izotropo-
wych atomowych czynnikow przesuniecia (ang. atomic displacement parameter, ADP) pochodza-
cych z modelu 1QLQ. Pierwsze mapy gestosci elektronowej wskazaty, ze zbedny jest etap dopa-
sowania ciata sztywnego (ang. rigid-body fit).

Na etapie udoktadniania anizotropowego zastosowalisSmy model anizotropowy dla wszystkich
atomdéw, wiacznie z atomami czasteczek roztworu i alternatywnych konformacji. Z perspektywy
czasu mogtoby sie wyda¢, ze rozsadniej (cho¢ mniej dogodniej) bytoby zastosowac izotropowe
ADP dla grup posiadajacych niewielkie czynniki obsadzenia. Jednakze ustawienia domyslne pro-
gramu SHELX97 zaktadajg ograniczenie anizotropowych ADP, zaréwno aby unikng¢ nadmiernych
réznic pomiedzy potaczonymi atomami (DELU, SIMU) jak i utrzymywac¢ atomy tlenu nalezace do
czasteczek wody niemal izotropowo (ISOR). Nalezy nadmieni¢, ze do ostatecznego zbudowania
modelu stosowaliSmy domyslne wiezy geometryczne programu SHELX97, uzywajacego wartosci
docelowe okreslone przez Engha & Hubera (Engh & Huber, 1991) dla wartosci taricucha polipepty-
dowego oraz srednie wartosci otrzymane z CSD (Allen & Kennard, 1991) dla jonéw siarczanowych
i czasteczek glikolu etylenowego.

Potozenia geometryczne atoméw wodoru w grupach C=H i N—H wygenerowalismy automatycz-
nie w programie SHELX97. Atomy wodoru siedmiu grup hydroksylowych réwniez wygenerowa-
liSmy automatycznie lecz ich lokalizacje zweryfikowaliSmy manualnie aby byta zgodna z mapa
réznicowa gestosci elektronowej i oddziatlywaniami wodorowymi. We wszystkich przypadkach
osiagnelismy zadowalajacy efekt.

Budowanie modelu 11,13Alal5Arg52Leu BPTI i weryfikacje jego poprawnosci prowadzilismy za
pomoca programu O (Jones et al., 1991).

Nie powiodta si¢ proba udoktadnienia obsadzen czasteczek wody w przeciwieristwie do doswiad-
czenia Walsha i wspétpracownikéw (Walsh et al., 1998) podczas udoktadnienia struktury makro-
czasteczkowej z podobna rozdzielczoscia.

Udoktadnianie przy uzyciu domyslnych wiezéw programu SHELX97 zbiegto si¢ przy wartosci
wskaznika rozbieznosci R = 0.1040 i Rgpee = 0.1368. Poniewaz stosunek reflekséw do parame-
trow wynosit okoto 7, sprébowalismy usung¢ lub poluzni¢ wiezy. Udato sie to w pemi dla wie-
z6w geometrycznych obsadzonego w petni taricucha gtéwnego. PoluzniliSmy réwniez wiezy nato-
zone na oddziatywania niewiazace poprzez zwiekszenie (z 0.02 do 0.05) odchylenia standardowe-
go parametru BUMP.

Nastepnie wtaczylismy refleksy ze zbioru testowego do ostatniego etapu udoktadniania. Zbiegto si¢
ono przy wartosci R = 0.1039 i 7,23 refleksu na udoktadniany parametr. Parametry charaktery-
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zujace proces udokladniania przedstawiliSmy w Tabeli 3, H2. Zdeponowanej strukturze w PDB
przypisano kod 1G6X.

Wszystkie etapy udoktadnienia przeprowadziliSmy stosujgc algorytm sprzezonych gradientow. Na
koniec, wykonalisSmy jeden cykl udoktadniania pelnomacierzowego bez jakichkolwiek wiezéw.
Potgczenie L.S. 1/BLOC 1 w programie SHELX97 umozliwito oszacowanie niepewnosci parame-
trow pozycyjnych.

2.4.3. Jakos¢ ultra-rozdzielczej struktury 1G6X

Ultra-rozdzielczy model struktury 1G6X zawiera wszystkie atomy 11,13Alal5Arg52Leu BPTI i cha-
rakteryzuje sie bardzo wysoka jakoscig. Caty taricuch gtéwny widoczny jest w mapie gestosci elek-
tronowej 3F,—2F, konturowanej powyzej 1,5 ¢ (a nawet 4 o).

Atomy wodoru w strukturze 1G6X widoczne s3 w réznicowej mapie gestosci elektronowej powy-
zej 2,5 . W tej samej mapie widoczne sa atomy H (nie ujete w modelu) najlepiej uporzadkowa-
nych czasteczek wody.

Jedynie dwa aminokwasy (omoéwione ponizej) znajduja si¢ poza najbardziej uprzywilejowanym
obszarem wykresu Ramachandrana. Z 95,7% aminokwaséw znajdujacych sie w tym obszarze,
struktura ta moze rownac¢ si¢ (pod tym wzgledem) jedynie z wysokorozdzielczga strukturg
11,13Ala15Arg52Leu BPTI tj. 1QLQ oraz strukturg 1BPI (Parkin et al., 1996).

Ostateczny cykl udoktadnienia algorytmem petnomaciezowym stanowi najlepsze okreslenie jakosci
modelu. Oszacowane odchylenia standardowe (ang. estimated standard deviations, e.s.d.s) charak-
teryzujace dhugosci wiazania C—C (czesto stosowane jako globalny wskaznik jakosci matoczastecz-
kowych struktur organicznych) sa tak mate jak 0,006 A i posiadaja srednig wartos¢ 0,010 A.
Ostatnia wartos¢ zostata obliczona dla wszystkich wigzart C—C atoméw z pelnym obsadzeniem,
wliczajac w to wigzania C—C tanicuchéw bocznych. taricuchy te, ze wzgledu na m.in. znaczng
swobode s3 gorzej uporzadkowane i tym samym obarczone wigkszymi wartosciami odchylenri
standardowych. Przyktadem btedow dtugosci wiazan we fragmentach dobrze uporzadkowanych sa
wartosci e.s.d.s. wigzania karbonylowego — wynosza one od 0,005 do 0,020 A ze $rednig warto-
$cig 0,008 A.

2.4.4. Udoktladnianie ultra-rozdzielczej struktury 11,13Alal5Arg52Leu BPTI bez i z rozluznio-
nymi wiezami

Liczba refleksow przypadajaca na parametr w koricowym cyklu udoktadniania 11,13Ala15Arg52Leu
BPTI (7,23) nie odbiega od sytuacji udoktadniania matoczasteczkowych struktur niecentrosyme-
trycznych. Sugeruje to, mozliwos¢ udoktadniania tej struktury bez jakichkolwiek wiezéw. Jednakze
tak drastyczne podejscie bytoby niewtasciwe przy udoktadnianiu fragmentoéw struktury charakte-
ryzujacych sie sporg mobilnoscia czy tez nieporzadkiem z powodu braku wystarczajacej informacji
o ich potozeniu w danych dyfrakcyjnych.

Udoktadniajac ultra-rozdzielcza strukture 1G6X zastosowalisSmy posrednie i bardziej praktyczne
rozwigzanie. ZachowaliSmy wiezy dla taricuchéw bocznych a usunelismy je dla taricucha gtéwnego
z wyjatkiem trzech aminokwaséw (Leu29, Gly56 i Gly57) posiadajacych jego podwdjna konforma-
cje. Pomimo tak znacznego zredukowania wiezow udoktadnianie przebiegato w sposéb stabilny
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i dos¢ szybko zbiegto sie do minimum, ktore byto bliskie minimum modelu udoktadnionego
z zachowaniem wiezéw (Tabela 2, H2). Jest to wynik w dwdjnaséb pozytywny. Po pierwsze
wskazuje, ze poluznienie czy tez catkowite usuniecie wiezdw jest w pelni uzasadnione w przypad-
ku udoktadniania wysokorozdzielczych struktur makromolekut. Po wtore, wskazuje na olbrzymi
potencjal wysokorozdzielczych danych dyfrakcyjnych w  kierowaniu” udoktadniania uporzadko-
wanych modeli makroczasteczek. Do pewnego stopnia oznacza to, ze konsekwencje niewtasciwych
wartosci docelowych bibliotek wartosci stereochemicznych moga by¢ nie az tak powazne jak mo-
gtoby sie wydawac.

Stabilnos¢ udoktadniania z i bez wiezow zilustrowaliSmy w Tabeli 4, H2. Wartosci r.m.s.d. nato-
zonych na siebie atomdéw C, modeli z (RES) i bez (UNRES) wiezow sa minimalne i wynosza
0,004 A w pierwszym i 0,003 A w drugim przypadku (H2). Wartosci te sa okoto 30 razy wiek-
sze, cho¢ nadal bardzo mate, jedli poréwnamy w/w modele z modelem 1QLQ (Tabela 4, H2). Po-
mimo tego, ze réznice pomigdzy modelami UNRES i RES sg niewielkie, nalezy podkresli¢, ze usu-
niecie wiezow stereochemicznych jest metodologicznie wazne, poniewaz potozenia atoméw udo-
ktadnionych bez wiezéw ujawniajg obraz, ktéry w przeciwnym razie moze by¢ zamazany poprzez
efekt ,zakladanego modelu”.

2.4.5. Stereochemia ultra-rozdzielczego modelu 1G6X

Wysoka jakos¢ modelu wraz z czeSciowym udokltadnianiem bez wiezdw i oszacowaniem btedow
parametrow, umozliwia analize stereochemicznych parametréw struktur biatek. Niektore z tych
parametrow tj. rozktad wartosci katéw N—C,—C, odchylenia wigzania peptydowego od planarno-
Sci i konformacja asparagin wykazujg niezwykte cechy w pordwnaniu z wartosciami akceptowa-
nymi jako standardowe i stosowane w bibliotekach stereochemicznych.

Wartosci kata N—C,—C w wysokorozdzieczych strukturach biatek charakteryzujg si¢ sporym roz-
rzutem (Esposito et al., 2000). Rozpietos¢ tych wartosci w 1G6X jest znaczna, bioragc pod uwage
r.m.s.d tej wartosci wynoszace jedynie 0,6°. Jak wynika z Ilustracji 1 w H2 wartosci tego kata
moga wahac sie 5° od wartosci docelowej 111,2°. W gornej granicy tego rozkltadu wystepuje war-
tos¢ 118° odpowiadajaca tandemowi dwdch glicyn, 36 i 37, nalezacych do petli wspomagajacej.
Nie ulega watpliwosci, ze ten fragment struktury zinterpretowalismy wtasciwie w dobrze zdefi-
niowanej mapie gestosci elektronowej (Ilustracja 2a, H2). Piersciert aromatyczny Tyr35 jest akcep-
torem krotkiego oddziatywania N—H---w z grupa amidowa taricucha gtéwnego Gly37. Moze to
wyjasnia¢ wyjatkowa geometrie i chemiczng nature tandemu reszt 36-37, jak i olbrzymie zmiany
struktury pojedynczego mutanta Tyr35Gly BPTI (8PTI; Housset et al., 1991).

Rozklad wartosci kata torsyjnego o, ktory charakteryzuje konformacje wokot wigzania peptydo-
wego, jest bardzo szeroki (Ilustracja 3, H2). Charakteryzuje sie on s$rednig wielkoscig 179,5° i od-
chyleniem standardowym 9,1°, podczas gdy niepewnos¢ poszczegdlnych wartosci kata o, oszaco-
wana na podstawie odwrdcenia macierzy najmniejszych kwadratéw, wynosi 0,6°. Jak wynika
z llustracji 3 w H2 dopuszczalne sg odchylenia od planarnosci kata @ wynoszace £20°. Tak duze
wartosci odchylenrt sugeruja konieczno$¢ weryfikacji rygorystycznosci wiezow narzucanych na pla-
narnos$¢ wigzania peptydowego. Wiezy te wplywaja takze na wartosci innych katéow torsyjnych
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taricucha peptydowego, na ktore zazwyczaj nie narzuca sie wiezéw. Prowadzic¢ to moze do sztucz-
nie wysokich znieksztatcert na wykresie Ramachandrana.

Schemat wartosci ADP wzdtuz taricucha polipeptydowego 1G6X jest bardzo podobny do schematu
struktury 1QLQ z tym, ze odpowiadajace wartosci ADP s3 mniej wiecej dwukrotnie mniejsze.
Srednie wartosci parametréw ADP atoméw taricucha gtéwnego, taricuchéw bocznych i roztworu
struktury 1G6X wynosza odpowiednio 12, 16 i 29 A%

Model 1G6X zawiera 12 aminokwaséw posiadajacych podwojng konformacje (wliczajac 3 amino-
kwasy taricucha gtéwnego) czyli 21% wszystkich aminokwaséw. W modelu 1QLQ jedynie 4 ami-
nokwasy posiadaja podwdjna konformacje. Podwdjna konformacja mostka dwusiarczkowego
Cys14-Cys38 jest identyczna w obu strukturach, a oba konformery posiadaja takie same czynniki
obsadzenia (w granicach btedu eksperymentalnego) (H2). Potwierdza to, ze oba konformery znaj-
duja sie nieporzadku statycznym. W obu strukturach N- i C-koniec jest uporzadkowany. Rézni sig
natomiast struktura tandemu glicyn poprzedzajacych C-koniec tj. Gly56-Gly57. Wystgpuja one
w podwdjnej konformacji z niemal identycznym obsadzeniem.

Doktadny opis podwdjnych konformagji i préby ich racjonalnego wuyjasnienia w oparciu o struktu-
re zawarliSmy w H2.

Podobnie wysoka liczbe aminokwaséw w podwojnej konformacji zawierajg struktury udoktad-
nione z atomowa rozdzielczoscig (np. Walsh et al., 1998). Wydaje sig, ze nieporzadek w strukturach
biatkowych (rozumiany jako widoczne, alternatywne konformacje) wystepuje czesciej niz dotych-
czas zakladano. Jego skuteczng detekcje umozliwiaja wysokorozdzielcze struktury udoktadnione
z wysoka precyzja (Esposito et al., 2000).

2.4.6. Atomy wodoru i wigzania wodorowe w 1G6X

Generowanie atomow wodoru C=H i N—H przy wykorzystaniu standardowej geometrii jest pro-
ste. Wyjatkiem sa atomy grupy metylowej i ~NHs" ktére w procesie udoktadniania wymagaja
optymalizacji osi obrotu wokét C—(C/M)Hs. Nieco inaczej wyglada sytuacja z grupami hydroksy-
lowymi poniewaz obrot wokot osi C—OH jest stosunkowo swobodny. Dlatego tez potozenia ato-
mow H ustalalisSmy biorac pod uwage otaczajace je grupy akceptorowe wigzania wodorowego
i/lub ich gestos¢ elektronowa. Okazato sie, ze wszystkie atomy H, wygenerowane przez program
SHELX97, spetniaty te kryteria i zostaty wtaczone do modelu. Atomy H wnosity wktad do warto-

Sci F. lecz byly udokladniane modelem sztywnego unoszenia. Nie wygenerowalismy atoméw H
dla czasteczek wody jak i czasteczek glikolu etylenowego. Atomy H analizowaliSmy za pomoca

mapy gestosci elektronowej H-omit typu mF, — DF,, rekomendowanej przez Read'a (Read, 1997).

2.4.6.1. Atomy wodoru czgsteczek wody

Mapy gestosci elektronowej dla czasteczek wody posiadajacych niewielkie wartosci ADP ukazujg
potozenie atoméw wodoru. Najlepszym przyktadem s3 cztery czasteczki wody ukryte w we-
wnetrznej szczelinie BPTI przedstawione na Ilustracji 6. Wszystkie atomy H, z wyjatkiem jednego,
sa dobrze okreslone w mapie gestosci elektronowej konturowanej przy 0,12 e A (2,9 o).
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Ilustracja 6. Gestos¢ elektronowa i wigzania wodorowe wokdt czterech wewnetrznych

czgsteczek wody w strukturze 1G6X. ZaznaczylisSmy lokalizacje atoméw H, aby wskaza¢
srodki ciezkosci gestosci elektronowej. Nie zostaly one bowiem wtgczone do modelu.

Zaobserwowalismy ciekawa cechg w kierunkowosci wigzarn wodorowych wspoéttworzonych przez
te atomy. Oprdcz oddziatywan tych czasteczek wody z BPTI tworza one system homodromicz-
nych wigzan wodorowych H,O---H,0. W2 jest donorem wigzania wodorowego do W3, W3 do
W4, W4 do W5. Czasteczka wody W5 potaczona jest z roztworem poprzez wigzanie wodorowe

z czasteczka jonu siarczanowego Sull, ktdrego to wigzania jest donorem.

2.3.6.2 Wigzania wodorowe C—H--O

Od wielu lat w biologii strukturalnej zwraca si¢ uwage na wigzania wodorowe typu C—H--X
(Jeffrey & Sanger, 1991). W ultra-rozdzielczej strukturze BPTI gestos¢ elektronowa atoméw wodo-
ru widoczna jest w wielu miejscach struktury. Wiele atoméw wodoru C,H jest wyraznie widocz-
nych, szczegoélnie wtedy, gdy zaangazowane sa one w wigzania wodorowe typu C—H--O np.
w arkuszu f.

Dobrym przyktadem jest antyréwnolegly, miedzyczasteczkowy arkusz B przedstawiony na Ilustra-
qji 7a. Atomy wodoru znajdujgce si¢ przy atomach C, sa wyraznie widoczne juz przy konturze 3 ¢
mapy roznicowej typu H-omit. Z ich potozen oczywistym jest, ze wnosza wktad C—H--O do
uktadu miedzytaricuchowych wigzann wodorowych. Wktad w/w wigzari wodorowych w spdjnos¢
arkusza 3 zostal zauwazony przez wielu badaczy (Derewenda et al., 1995; Fabiola et al., 1997; Rid-
der et al., 1999; Esposito et al., 2000). W przypadku antyrownolegtego arkusza § grupa donorowa
Cq—H poprzedzajacego aminokwasu wzmacnia wigzanie wodorowe typu N—H:-O, ktdérego ak-
ceptorem jest wspdlna grupa karbonylowa przeciwnego taricucha, Ilustracja 7a. Bardziej intryguja-
cy jest obraz takiego arkusza B wzdtuz kierunku taricuchéw budujacych ten arkusz (Ilustracja 7b).
Widoczne jest wyrazne przesuniecie maksimow rdéznicowej mapy gestosci elektronowej typu H-
omit wzgledem potozenia atoméw wodoru wygenerowanych na podstawie zatozeri geometrycz-

nych (Ilustracja 7a, lewa strona). Zjawisko to jest wyrazniejsze gdy w obliczeniu wartosci F. nie
pominie sie atoméw wodoru w modelu sztywnego unoszenia (Ilustracja 7b, prawa strona).

Powyisze obserwacje wskazuja, ze wyidealizowana geometria atomu C, stosowana do generowa-
nia atoméw wodoru moze nie by¢ poprawna.
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Ilustracja 7. Antyréwnolegly, miedzyczasteczkowy arkusz B w ultrarozdzielczej strukturze
1G6X. (a) gestos¢ elektronowa 3F,-2F: (kolor niebieski) i mapa réznicowa typu H-omit
konturowana na dwdch poziomach. Atomy wodoru zwigzane z atomem Cy widoczne s3
nawet przy bardzo wysokim poziomie konturu mapy (0,12 A’ lub 3,0 o, kolor czerwony)
i najwidoczniej biora udzial w miedzytaricuchowych wigzaniach wodorowych. Na ilustra-
qi (a) arkusz B przedstawiony jest wzdtuz osi dwukrotnej. Na ilustracji (b) arkusz B zostat
obrdocony o 90° i oS dwukrotna biegnie w poprzek strony pomiedzy dwoma oddziatuja-
cymi taricuchami. Przedstawiono je w dwdch sytuacjach. Lewa strona przedstawia je wraz
z mapa roznicowa (kontur 0,15 A” lub 3,80) obliczong bez atomow wodoru CyH; prawa
strona wraz z mapa réznicowa (kontur 0,10 A 1ub 2,56) obliczona z wygenerowanymi
w ich geometrycznych potozeniach atomami wodoru CyH wnoszacymi swoj wktad do

wartosci F.
3. FtsH - jedyna istotna dla Escherichia coli peptydaza

3.1. Rola FtsH w komoérce E. coli

Wewnatrzkomdrkowa proteoliza stuzy m.in. pozbyciu sie szkodliwych, nieprawidtowych biatek
powstajacych w wyniku mutacji, niezbalansowanej syntezy podjednostek biatek oligomerycznych
czy tez niewtasciwego pofatdowania czy tez rozfatdowania biatek w wyniku np. szoku termiczne-
go. Wazna jest takze w modulacji aktywnosci biatek jak np. czynnikow regulatorowych (Schmidt
et al., 1999).

W komorkach Escherichia coli wewnatrzkomorkowa proteoliza odbywa sie za posrednictwem
pieciu, zaleznych od ATP peptydaz: Lon, ClpXP, ClpAP, HslUV i FtsH. Posiadaja one odrebne jak
i pokrywajace sie specyficznosci substratowe. FtsH posiada dwie wyjatkowe wthasciwosci: jest
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jedyna zalezna od ATP peptydaz zwigzang z btong komdrkowg i jedyna, ktdra jest istotna dla
wzrostu i przezycia E. coli.

FtsH degraduje biatka niewtasciwie wbudowane w kompleksy membranowe (SecY, F, a, YccA
etc.). Szybka degradacja tych biatek, jak i ich wysoka toksycznos¢ w przypadku akumulacji w ko-
morce wskazuje, ze FtsH zapewnia integralnos¢ biatek btonowych. Gtéwna funkcjg FtsH wydaje
sie jednak byc kontrola jakosci btony komdrkowej poprzez specyficzne trawienie biatka LpxC (de-
cydujacego wyznacznika poziomu biosyntezy lipopolisacharydéw) — pozwala to na zachowanie
rownowagi w biosyntezie lipopolisacharydu i fosfolipidow (H4) (Ogura et al., 1999).

FtsH posiada takze bogata palete substratow cytoplazmatycznych: ¢ (Tomayasu et al., 1995),
biatka ze znacznikiem SsrA (Herman at al., 1998), biatka CII, CIII i Xis bakteriofaga A; dlatego tez
mutacje w biatku FtsH prowadza do fenotypu lizogennego (Shotland et al., 1997; Herman et al.,
1998; Leffers et al., 1998).

Tak wiec FtsH pelni ciekawa, podwdjna role: (1) kontroluje jakos¢ btony komodrkowej poprzez
wiasciwe sktadanie biatek btonowych i zachowanie réwnowagi fosfolipidowej oraz (2) wptywa na
stabilnos¢ wewnatrzkomorkowych czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych odpowiedzi adapta-
cyjne.

3.2. FtsH

Gen ftsH E. coli koduje polipeptyd zbudowany z 647 aminokwaséw o masie 71 kDa. W poblizu
N-korica znajduja sie dwa, kotwiczace biatko w btonie komdrkowej, segmenty transmembranowe,
ktdre prowadza do powstania 70 aminokwasowej domeny periplazmatycznej i 520 aminokwaso-
wej domeny cytoplazmatycznej. Sekwencja FtsH zawiera kilka motywéw sekwencyjnych, w tym
motyw Walker A (petla P) i B wskazujacych na funkcje FtsH jako ATPazy (Walker et al., 1982).
Motyw SRH (ang. Second Region of Homology) razem z motywami Walker przypisuje FtsH do
grupy biatek o bardzo niewiele mowiacej nazwie AAA (ATPases associated with diverse cellular
activities). Ta nazwa odzwierciedla niepewnos¢, czy poza wigzaniem i (najczesciej) hydroliza ATP
biatka te posiadaja wspolne cechy funkcjonalne. Biatka AAA wykazujga podobieristwo sekwencji w
segmentach okoto 240 aminokwasowych jednakze biora udziat w procesach tak réznych jak fuzja
membranowa, biogeneza organelli, regulacja transkrypcji czy tez kontrola cyklu komodrkowego
(Ogura & Wilkinson, 2001).

Aminokwasy 417-421 FtsH, HEAGH, stanowig motyw wiazacy jon cynku, charakterystyczny dla
zaleznych od Zn®" metalopeptydaz.

Co ciekawe, FtsH wuykazuje znaczne podobieristwo sekwencyjne (41% identycznosci w 500 ami-
nokwasach) do parapleginy, ludzkiego biatka z mitochondrium - jego mutacja czy tez delecja zwig-
zana jest z choroba Striimplla (tj. dziedziczng paraplegig spastycznag) (Casari et al., 1998).

Zalezne od ATP peptydazy sg ztozonymi, sktadajacymi sie¢ z wielu podjednostek molekularnymi
maszynami. Specyficznie rozpoznaja substraty, ktore dzieki hydrolizie ATP rozwijaja i transportuja
do wnetrza komory gdzie nastepuje ich hydroliza. Spektakularne wyobrazenie ich struktury i me-
chanizmu przyniosty badania proteosomu, HsIUV i CplA(X)P (Schmids et al., 1999; Bochtler et al.,
2000; Ishikawa et al., 2000; Ishikawa et al., 2001; Ortega et al, 2000); Sousa at al., 2000;
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Wang et al., 2001). HslU, ClpA i ClpX naleza do wiekszej od AAA rodziny — AAA”. Jej przedsta-
wiciele nie posiadaja motywu SHR (Ogura at al., 2001; Neuwald et al., 1999). Chociaz peptydazy
zalezne od ATP moga posiada¢ wspdlny mechanizm dziatania, to w przypadku FtsH wystepuje
dodatkowa ztozonos¢ — btonowe substraty musza zosta¢ wyekstrahowane z btony lipidowej.
Okreslona przez nas struktura domeny AAA biatka FtsH z E. coli jest krokiem naprzéd w zrozu-
mieniu tego procesu. Strukture przedstawiliSmy wraz z poréwnaniami do podobnych struktur do-
men biatek AAA".

Moim zamierzeniem byto okreslenie struktury catego biatka FtsH z E. coli. Posiadatem odpowiedni
system nadekspresji w E. coli i protokdt oczyszczania tego biatka btonowego. W trakcie ekspery-
mentéw zmodyfikowatem system nadekspresji — z hodowli w 2-litrowych zZtobkowanych kolbach
na hodowle w bioreaktorze. Kluczowe okazato si¢ lepsze napowietrzenie hodowli i utrzymywanie
pH na stalym poziomie. Dezintegracje komdrek E. coli prowadzitem standardowo, uzywajgc soni-
katora ultradzwiekowego i preparatu bakterii w rozkruszonym lodzie. Mimo stosowania krétkich
impulséw ultradzwiekow temperatura preparatu bakteryjnego znacznie si¢ podnosita, co negatyw-
nie wptywato na wydajnos¢ oczyszczania FtsH. Wydajnos¢ znacznie sie poprawita gdy zamiast
lizy ultradzwiekami zastosowatem prase French'a. Jej komore schtadzatem przed liza w chtodni, co
chronito preparat przed wzrostem temperatury. Z 5-litrowej hodowli bakteryjnej oczyszczatem do 2
mg FtsH. Niestety proby krystalizacji catego biatka nie przyniosty rezultatu. Dlatego tez postano-
witem okreslac¢ jego poszczegdlne domeny, zaczynajac od domeny AAA.

3.3. Oczyszczanie i krystalizacja AAA FtsH

Opracowang przeze mnie procedure ekspresji i oczyszczania domeny AAA FtsH z E. coli opisatem
w H3 i H4. Jej koricowy produkt powinien zawiera¢ aminokwasy 126-398 FtsH plus 3 (GSH) i 2
(LE) dodatkowe aminokwasy po aminowej i karboksylowej stronie biatka (pochodzace z etapu
klonowania).

Ilustracja 8. Otrzymany przeze mnie krysztat AAA FtsH z E. coli. (H3).
Krystalizacje przeprowadzitem metoda dyfuzji par, technika wiszacej kropli stosujac proby przesie-

wowe z roznorodnymi zestawami odczynnikdw (Jancarik et al., 1991, Brzozowski & Walton,
2001). Krysztaly o wygladzie bipiramidy tetragonalnej i wymiarach 0.2 x 0.1 x 0.1 mm wyrosty
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z warunku nr 1 zestawu Clear Strategy Screen 11 (Brzozowski et al., 2001) zawierajacego jako
czynnik stracajacy 1.5 M (NH4)2SOs, Ilustracja 8.

Analiza probek AAA FtsH uzytych w krystalizacji za pomoca elektroforezy SDS ujawnita dwa
prazki o zblizonej mobilnosci. Dlatego tez probke biatka pochodzaca z rozpuszczonego krysztatu
wystatem do sekwencjonowania. Pie¢ cykli degradacji Edmana pozwolito odczytac¢ sekwencje ML-
TED odpowiadajaca aminokwasom 144-148 FtsH. Tak wigc biatko zostato dodatkowo przyciete po
Argl43 generujac domene AAA FtsH zawierajaca aminokwasy 144-398 z dodatkowa leucyna
i kwasem glutaminowym na C-koricu. Oczyszczanie AAA FtsH obejmowato wiele etapdw a kor-
cowy produkt byt bardzo jednorodny. Dodatkowe ciecie nalezy wiec przypisac niespecyficznej ak-
tywnosci trombiny. Oprocz oryginalnego miejsca cigcia w sekwengji trombina odcigta dodatkowe
21 aminokwasy (3 pochodzace z pET15b i 19 z sekwencji FtsH) GSHMQGGGGKGAMSFGKS-
KARVMLTED. Takie niespecyficzne ciecie nie jest zjawiskiem rzadkim. Nie wystepuje ono przy
chemicznym odcinaniu znacznikéw powinowactwa. Przyktad takiego podejscia omowitem przy
okazji wysokorozdzielczej struktury inhibitora z nici jedwabiu GmSPI-2 w HS.

3.4 Rejestracja, procesowanie danych, rozwigzanie i udoktadnienie struktury

Jeden witryfikowany krysztat (roztwdr macierzysty uzupeliony 25 % glicerolem) umozliwit mi
zarejestrowanie wysokorozdzielczych, 1,5 A, synchrotronowych (ID14-2, ESRF, Grenoble, Francja)
danych dyfrakcyjnych, charakteryzujacych sie Swietnymi parametrami opisanymi w H3. Dane
przeprocesowatem programami DENZO, SCALEPACK (Otwinowski et al., 1997) i z pakietu CCP4
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). Posiadajg one symetrie P4;3)2:2. Parametry
komorki elementarnej, wspotczynnik Matthews'a i zawartos¢ rozpuszczalnika wskazuja, ze w cze-
$ci asymetrycznej komarki elementarnej znajduje sie jeden monomer AAA FtsH (H3).

W czasie gdy przeprocesowatem dane, znane byty struktury kilku domen AAA w formie monome-
réw czy tez heksametrow (Ogura & Wilkinson, 2001). Funkcjonalnymi formami biatek zawierajg-
cych domeny AAA sa koliste mono- lub hetero-oligomery. Mikroskopia elektronowa FtsH wyka-
zala, ze biatko to tworzy struktury koliste, cho¢ nie udato sie zidentyfikowac liczby podjednostek
w takiej strukturze (Shotland et al., 1997). Symetria 422 krysztatu AAA FtsH oraz zakladany mo-
nomer w czesci asymetrycznej wykluczaty istnienie heksameru. Nie udato mi sie rozwigza¢ struk-
tury AAA FtsH metoda podstawienia czasteczkowego stosujac jako modele rézne struktury do-
men AAA" m.in. domeny D1 biatka p97 posiadajacego najwyzsze podobieristwo sekwendji do
AAA FtsH (Zhang et al., 2000).

Strukture rozwigzatem metoda pojedynczego podstawienia izomorficznego z anomalng dyfrakeja
monochromatyczna (ang. single-wavelength anomalous diffraction, SAD) wykorzystujac dane na-
tywne i SAD dla pochodnej AAA FtsH z chlorkiem metylorteci oraz programy SOLVE (Terwillin-
ger et al., 1999), MLPHARE (Otwinowski, 1991) i DM (Cowtan, 1994) (H4).

Mapy gestosci elektronowej uzyskane programem DM byty tak dobrej jakosci, zZe umozliwity au-
tomatyczne zbudowanie czesciowego modelu procedurami warpNtrace programu ARP (Perrakis et
al., (1997).
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Ilustracja 9. Interpretacja ostatecznej mapy gestosci elektronowej 2F, — F; o konturze 1 ©
przedstawiajaca fragment petli P z jonem S0 w miejscu zajmowanym przez grupe B-
fosforanowa domniemanej czasteczki ATP (ilustracja stereograficzna).

Zalgcznik 2a

Dalsze etapy udoktadnienia struktury przeprowadzitem w miare standardowy sposéb i opisatem

w H4.

Doskonatej jakosci mapy gestosci elektronowej (Ilustracja 9) umozliwity mi zbudowanie modelu
struktury AAA FtsH rozciagajacego sie od metioniny 144 do dodatkowej leucyny na C-koricu. Je-
dyna przerwa w tfaiicuchu wystepuje pomigdzy aminokwasami 180 a 185 — brak jest dla nich ge-
stosci elektronowej i przyjatem, ze sg one nieuporzadkowane. Dodatkowo model zawiera 384 cz3-
steczki wody i pig¢ jonow siarczanowych. Model AAA FtsH charakteryzuje si¢ dobrymi parame-
trami geometrycznymi (na wykresie Ramachandrana jedynie 6,7 % aminokwaséw wuystepuje

w regionie dodatkowo uprzywilejowanym) i statystycznymi: R = 15.4 %, Ryee = 17,8 %.

Walker B

Tustracja 10. Struktura AAA FtsH (H4).
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3.5. Struktura AAA FtsH

AAA FtsH z E. coli posiada strukture dwudomenowa: aminokwasy 144-323 tworza domene ao/f
(. podklase otwartego arkusza f) zawierajaca klasyczny motyw wiazacy nukleotyd, a aminokwa-
sy 327-398 tworza wiazke czterech helis (Ilustracja 10).

Rdzeri motywu wigzacego nukleotyd stanowi 6-taricuchowy, mieszany arkusz B otoczony z kazdej
ze stron dwiema helisami a. Schemat wigzann wodorowych taricucha gtéwnego helisy a-1 jest za-
burzony w zwigzku z czym jest ona znaczaco zgieta. Moze to by¢ spowodowane oddziatywaniami
odpychajacymi pomiedzy 6 resztami kwasu glutaminowego, zgrupowanymi po jej zewnetrznej
stronie.

Zachowawcze motywy modutu AAA zgrupowane sa w poblizu C-korica taricuchéw p. Petla P
taczy taricuch P2 z helisa a2 (Ilustracja 10) podczas gdy motyw Walker B tworzy taricuch B4
i czes¢ petli taczacej go z helisa a4. Motyw SRH zaczyna si¢ pod koniec taricucha B5 i obejmuje
meandrujaca petle zawierajaca dwa quasi-helikalne segmenty, ktére tacza tanicuchy B5 z $6, Ilu-
stracja 10.

AAA FtsH z E. coli, jak i inne domeny AAA" zdeponowane w bazie PDB s3 odmianami na
wspolny strukturalny temat podobnego do RecA zwoju wigzacego nukleotydy, potaczonego przy
C-koricu ze strukturalnie mniej zachowawcza, réznej wielkosci domena heliakalng. Najbardziej
oczywista réznica pomiedzy AAA FtsH a innymi domenami AAA™ jest powiekszenie wspdlnego
im, réwnolegtego, 5-taricuchowego arkusza B do 6-taricuchowego w wyniku upakowania si¢ ami-
nokwasow 145-149 w sposob antyréwnolegly wzdtuz krawedzi arkusza .

Sekwencja domeny AAA FtsH wuykazuje najwieksze podobieristwo do domen ATP-azowych bia-
tek p97 i NSF. Natozenie atoméw C, petli P tych biatek daje ciekawy rezultat — pomimo, ze biatka
te wystepuja w trzech réznych formach tj. bez liganda (AAA FtsH), ze zwigzanymi ADP (jedynie
tu — adenozyno-5'-difosforan, p97-D1) i ATP (NSF-D2) struktury te wykazuja spore podobieristwo
strukturalne, ktore rozposciera sie nawet poprzez facznik do domeny heliakalnej (Ilustracja 4, H4).
Struktury sa rozbiezne w dwdch miejscach: N-koricach, ktére wioda do réznych domen tych wie-
lodomenowych biatek i petlach odpowiadajacych petli taczacej taricuch B4 z helisa 04 w AAA
FtsH. Konformacje wszystkich trzech petli sa rozne. W przypadku AAA FtsH obecnos¢ 5 glicyn w
szeregu 7 aminokwasow sugeruje, ze petla ta jest z natury rzeczy elastyczna. W krysztale, na kon-
formacje tej petli wplywaja oddziatywania miedzyczasteczkowe. C-terminalna domena helikalna
okazata sie réwniez podobna strukturalnie do domen helikalnych biatek nalezacych do rodziny
AAA’. Co ciekawe, najwieksze podobieristwo wykazuje ona do struktury domeny biatka p97.

Kieszent wigzaca ligand w strukturze AAA FtsH nie zawiera nukleotydu. Jest to zgodne z obserwa-
cja, ze te sama forme krystaliczng otrzymywatem krystalizujac AAA FtsH z czy tez bez ATP lub
niehydrolizowalnego jego analogu AMP-PNP. Oczywiscie poszukujac warunkow krystalizacji
AAA FtsH dodawatem do roztworu biatka ATP czy tez AMP-PNP. Nie otrzymatem jednak in-
nych form krystalicznych AAA FtsH. W kieszeni rybozowo-adeninowej znajduje sie za to jon siar-
czanowy. Co ciekawe, jego oddzialywanie z biatkiem przypomina oddziatywanie atomoéw tlenu -
fosforanu czasteczki ATP. (Ilustracja 5A, H4). Kluczowa role w wigzaniu przez ATP Lys201 FtsH
potwierdzita mutageneza punktowa tego aminokwasu - mutacja czynita enzym nieaktywnym
(Karata et al., 1999). Jon siarczanowy tworzy oddzialywania polarne z atomami petli P za posred-
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nictwem czasteczek wody. Co ciekawe, jedna z nich tworzy wigzanie wodorowe z grupg hydrok-
sylowa Thr202 identycznie jak jon magnezowy koordynujacy atomy tlenu B- i y-fosforanow
w strukturze NSF-D2, zawierajagcego AMP-PNP. Struktury innych domen AAA" przewaznie za-
wieraja nukleotydy adeniny. Jednym z nielicznych wyjatkéw jest heksamer HslU w ktérym dwie,
sposrdd szesciu podjednostek, nie zawieraja nukleotydu a jon siarczanowy (Bochtler, et al., 2000)
i to w miejscu odpowiadajacym jonowi siarczanowemu w omawianej strukturze AAA FtsH (Ilu-
stracja 5B, H4)

Badania poréwnawcze sekwencji ATPaz zidentyfikowaly zawierajacy okoto 19 aminokwaséw
zachowawczy motyw SRH. Motyw ten odréznia rodzine AAA od nadrodziny ATPaz typu Wal-
ker'a. Sekwencyjno-strukturalne badania poréwnawcze doprowadzity do zdefiniowania rodziny
AAA". Obejmuje ona podrodzine AAA i dodatkowo zawiera biatka posiadajace zwéj AAA lecz bez
motywu SRH.

Przeszukiwawcze badania mutacyjne alaning motywu SRH FtsH, obejmujace aminokwasy 299-
317 wykazaly znaczenie tego motywu dla funkci FtsH. Aminokwasy Asn301, Asp307, Arg312
i Arg315 s3 istotne dla degradadji in vivo > (Karata et al., 1999, Karata et at., 2001). Préba wy-
jasnienia powyzszych wynikéw do struktury FtsH byto zbudowanie przez nas modelu AAA FtsH
w oparciu o strukture domeny NsF-D2 (Karata at al., 2001). Wymodelowany motyw SRH zawie-
ra krotki odcinek o-helikalny otoczony przez fragmenty w konformacji rozciagnietej. Laricuchy
boczne Asn301 i Arg315 znajduja sie w odlegtosci wigzania wodorowego od y-fosforanu czasteczki
ATP (w przypadku Arg315 z y-fosforanem czasteczki ATP sasiedniej podjednostki). Dlatego tez
w/w aminokwasom przypisano role sensora grupy fosforanowe;j.

Ilustracja 11. Krystalograficzny dimer domeny AAA FtsH(144-398). Przedstawilismy dwa
protomery zwigzane osig dwukrotng. Jeden protomer zaznaczyliémy odcieniami koloru
niebieskiego a drugi odcieniami koloru zielonego. Widoczny jest 12-taricuchowy arkusz B
biegnacy przez srodek dimeru z lewej do prawej. Zwigzany jon siarczanowy zaznaczylismy
z0toczerwonymi sferami van der Waals'a. Aminokwasy niewidoczne w mapach gestosci
elektronowej (181-185) zaznaczyliSmy linig kropkowang. llustracja stereograficzna.

3.5.1. Oddzialywania mig¢dzyczasteczkowe

Analizujac upakowanie AAA FtsH w sieci krysztatu stwierdzitem, ze tworzy on Scisty dimer (ukry-
ta powierzchnia po jego utworzeniu wynosi 1502 A?). Jak przedstawitem na Ilustracji 11, dwa pro-

tomery, potaczone poprzez dwukrotng os$ krystalograficzna, taczac sie tworzac spora liczbe oddzia-
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lywan miedzyczasteczkowych. Przede wszystkim aminokwasy 145-149 kazdego protomeru uktada-
ja sie w sposéb antyréwnolegly w centrum dimeru, tworzac oddzialywania typu arkusza .
W konsekwencji 6-taricuchowy arkusz B kazdego monomeru jest powiekszony do 12-taricucho-
wego arkusza f w dimerze. Dodatkowo siédma helisa o kazdej podjednostki tworzy rozlegte od-
dzialywania z petlami B3-a3 i B4-a4 swojego sasiada. Aminokwasy Asp223 i Phe224 zamykaja
natomiast kieszeri rybozowo-adeninowa sgsiedniej czgsteczki dimeru wyjasniajac nieudane préby
nasgczania krysztatdw AAA FtsH ligandami nukleotydowymi.

Struktury domen AAA" krystalizowane jako odrebne fragmenty, czy tez cate biatka wystepowaty
jako pierscienie homoheksameryczne, heteropentamery lub monomery. Dimer domeny AAA”
w  strukturze pojawit si¢ po raz pierwszy.

Brak formy heksametrycznej struktury AAA FtsH(144-398) nie jest niespodzianka, gdyz badania
Akiyamy i Ito (Akiyama et at., 2000) wskazaty, ze najwazniejsze czynniki oligomeryzacji FtsH
znajduja sie w jego czesci transmembranowej i periplazmatyczne;j.

Usunigcie z FtsH 123 N-terminalnych aminokwaséw prowadzace do otrzymania FtsH(ATM) po-
woduje utrate 1) aktywnosci zarowno wobec substratéw membranowych jak i cytoplazmatycz-
nych oraz 2) zdolnosci tworzenia homooligomeréw; FtsH(ATM) jest monomerem (Akiyama et al.,
2000). Co ciekawe, fuzja FtsH(ATM) z zamkiem leucynowym biatka GCN4, generujaca dimer
in vivo, przywraca aktywnos¢ FtsH wobec substratéw cytoplazmatycznych lecz nie membrano-
wych. Fuzja FtsH(ATM) z pierwszym i drugim elementem trans-membranowym biatka LacY
przywraca aktywnos¢ FtsH wobec dwdch w/w grup substratow.

Trudno mi dowie$¢ znaczenia obserwowanego tu dimeru FtsH(144-398). Jego prekursor tj.
FstH(126-398) w eksperymentach jakie przeprowadzitem tj. filtracji zelowej i DLS zachowuje sie
jak monomer. Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze powstanie dimeru spowodowane jest dalszym
skréceniem AAA FtsH o 18 aminokwasow co umozliwia aminokwasom 145-149 utworzenie arku-
sza B i wplywa na utworzenie dimeru. Powyzsze rozwazania oraz fakt zamkniecia miejsca wiaza-
cego nukleotyd przez aminokwasy z sasiedniej czasteczki dimeru przemawia za tym, ze dimer nie
ma znaczenia fizjologicznego.

3.5.2. Modelowanie

Na podstawie posiadajacego symetrie osi szesciokrotnej kompleksu NSF-D2 zbudowalismy model
heksameru FtsH(144-398). Wybér podyktowany byt podobieristwem sekwencji jak i wysoka roz-
dzielczoscia tego kompleksu. Aby otrzymac zadowalajace upakowanie musieliSmy zmienic jedynie
konformacje petli B4-a4, ktora jak wyzej wspomniatem posredniczy w tworzeniu dimeru FtsH (144-
398). Koniec C-terminalny znajduje sie po stronie dystalnej (tj. zwrdcony jest ku domenie peptyda-
zowej) a koniec N-terminalny po proksymalnej stronie (tj. zwrdcony jest ku btonie komorkowej)
heksameru wzgledem btony komodrkowej. Umieszczenie kompleksu Mg-ATP w miedzyczastecz-
kowych kieszeniach rybozowo-adeninowych heksameru FtsH(144-398) wymagato jedynie niewiel-
kich zmian konformacyjnych taricuchéw bocznych. Mg-ATP tworzy z FtsH(144-398) typowe dla
modutéw AAA oddzialywania opisane w H4. Centralny otwdr kompleksu ma wybitnie kwasny

charakter po jego stronie proksymalnej. Biorac pod uwage, ze proteoliza substratéw FtsH tj. YccA
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i SecY zachodzi od ich N-korica (Kihara at al., 1999) w/w tadunek moze utatwic¢ poczatkowy etap
proteolizy.

4. Wysokorozdzielcza, 1,6 A, struktura monomeru peptydazy retrowirusa M-PMV

4.1. Peptydaza wirusa M-PMV

Matpi wirus Masona-Pfizera (ang. Mason-Pfizer Money Virus, M-PMV) jest retrowirusem wywo-
tujgcym zespét nabytego niedoboru odpornosci (ang. Simian Acquired Immunodeficiency Syn-
drome, SAIDS) u matpy, makaka krélewskiego (Fine et al., 1975; Fine & Schochetman, 1978). M-
PMV wywotuje u tej matpy objawy podobne do tych wywotywanych przez wirusa HIV-1 u lu-
dzi tj. AIDS. Ze wzgledu na podobieristwo do cztowieka makak krolewski jest wykorzystywany
jako zwierze doswiadczalne, np. w badaniach nad infekcjami wirusowymi, w tym HIV-1. Kluczo-
wa role w cyklu wirusa pelni kodowana przez M-PMV peptydaza (ang. Protease, PR) (Bauerova-
Zabranska et al., 2005; Svec et al., 2004). PR jest niewielkim biatkiem o masie 13 KDa. Forma
aktywna PR jest homodimerem o typie struktury pepsyny (tj. retropepsynag). Centrum aktywne
zawiera dwie petle DTG (po jednej z kazdego protomeru) z ktérych kazda wnosi po czasteczce
asparaginianu wiazacej nukleofil jakim jest czasteczka wody (Wlodawer et al., 1989). Integralnos¢
retropepsynowego homodimeru zapewnia przede wszystkim utkany z naprzemiennych N- i C-
konicow kazdego z protomeru arkusz .

Od czasu okreslenia struktury PR z wirusa HIV-1 biatko to stato sie przedmiotem intensywnych
badart w celu racjonalnego projektowania lekéw. Kilkanascie inhibitorow PR HIV-1 stosuje sig
w leczeniu AIDS. Pojawianie sie lekoopornych form HIV-1 wymaga zastosowania alternatyw-
nych strategii. Zniszczenie lub niedopuszczenie do utworzenia homodimeru jest jedng z takich moz-
liwosci (Koh et al., 2007) tym ciekawsza, ze nie zaktdcataby dziatania natywnych peptydaz sery-
nowych, ktére s3 monomerami.

Badania biofizyczne PR M-PMV wskazywaly, ze monomer PR wystepuje w stanie rownowagi
z dimerem. Forma monomeryczna przewaza a dodanie substratu lub inhibitora przesuwa réwno-
wage w strone dimeru. W/w badania byly spojne z monomeryczng struktura formy 12 KDa PR
(ulegajacej in vitro dodatkowemu procesowaniu) okreslong za pomoca rezonansu magnetycznego
NMR (Veverka et al., 2003).

W eksperymencie uzylismy formy 13PR (wlasciwie przeprocesowanej tj. Trpl-Alall4) z trzema
mutacjami Cys7Ala/Cys106Ala/Asp26Asn. Mutacje cystein uniemozliwiaja niekontrolowang agre-
gacdje S-S i nasladuja aktywowang Cys PR in vivo. Mutacja Asp26Asn zmienia miejsce aktywne
PR tripletu DTG aby uniemozliwi¢ samotrawienie.

Powyzsze biatko krystalizowato stosunkowo tatwo w wielu formach krystalicznych z lub bez in-
hibitora zastosowanego jako "wabika" dimeryzacji. Krysztaty rozpraszaty promieniowanie rentge-
nowskie dajac wiele, wysokiej jakosci zestawdw danych. Sam wraz z kolegami bytem zaangazo-
wany w krystalizacje, rejestracje i procesowanie danych dyfrakcyjnych. Jednakze wiele podjetych
prob rozwigzania struktury metoda MR na przestrzeni ponad dziesieciu lat nie przyniosto zadnego
efektu. Byto to zastanawiajace, gdyz teoretycznie byt to niemalze idealny przypadek zastosowania
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MR: niewielkie biatko, wiele znanych struktur retropepsyn, znany nawet model monomeryczny
(NMR) oraz wysokorozdzielcze i dobrej jakosci dane dyfrakcyjne (H5, H6).

W rozwigzaniu problemu pomogli gracze komputerowi (przypuszczalnie nie posiadajacy zwiazkéw
z nauka) grajacy w gre internetowa Foldit (Cooper et al., 2010), ktora oparta jest na funkcji sza-
cowania energii konformacyjnej pakietu Rosetta (Rohl et al., 2004). Wiele tysiecy graczy probuje
rozwikta¢ problemy zwigzane z przewidywaniem struktur biatek. Do zadan dostepnych dla graczy
w 2011 roku dodaliSmy nowe - stworzenie modelu peptydazy M-PMYV, ktory pozwolitby rozwig-
za¢ strukture krystaliczng metoda MR (H5, H6). Jako model startowy uzyliSmy jednego z modeli
NMR'owskich INSO (Veverka et al., 2003). W ciggu trzech tygodni gracze wygenerowali ponad
milion réznych modeli PR. Jeden z nich, pozwolit rozwigza¢ strukture krystaliczng metoda MR
przy uzyciu modutu mr-rosetta pakietu Rosetta (DiMaio et al., 2011) (H5).

Do rozwigzania struktury uzyliSmy danych otrzymanych dla formy krystalicznej P2, (H6). Krysz-
taty tej formy rozpraszaty z maksymalna rozdzielczoscig 1,6 A. Parametry zarejestrowanych danych
dyfrakcyjnych, jak i ich procesowania, zamiescilismy w Tabeli 1, H6. Szczegdty rozwigzania i udo-
ktadnienia struktury znajduja si¢ w H6 a parametry charakteryzujace ten proces w Tabeli 1, H6.
Udoktadniony, wysokorozdzielczy model peptydazy M-PMV charakteryzuje sie wysoka jakoscia
i wiarygodnoscig, co pozwala na analize aspektow strukturalnych tej struktury.

Asymetryczna cze$¢ komorki elementarnej zawiera dwie monomeryczne czasteczki PR. Obie sa
praktycznie identyczne (C, r.m.s.d 0,18 A) i posiadaja topologie taricucha polipeptydowego charak-
terystyczna dla retropepsyn (Miller et al., 1989; Wlodawer et al., 1989). Model zawiera takze 154
czasteczki wody. W' strukturze brak jest inhibitora. taricuch polipeptydowy posiada znakomitg
gestosc elektronowa dla wszystkich elementéw strukturalnych z wyjatkiem aminokwaséw na N-
(1-8) i C-konicu (104-114). Aminokwasy tworzace lotki (ang. flaps) tj. jedna z najwazniejszych czesci
struktury wykazuja zwiekszona mobilnos¢ wyrazona w wiekszych wartosciach ADP (zwlaszcza
ich wierzchotkdw tj. GIn57-Ser58), lecz ich interpretacja w mapie gestosci elektronowej jest jedno-
znaczna (Ilustracja 12).

Ilustracja 12. llustracja stereograficzna taicucha gtéwnego petli lotek i otaczajacych ja
aminokwasow (Trp43-Tyr67) czasteczki A peptydazy M-PMV. Mapa destosci elektrono-

wej 2F, - F. o konturze 1 c. tancuchy boczne zostaty pominiete dla przejrzystosci ilustra-
qji. Ilustracja stereograficzna.
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4.2. Lotki

Lotka PR M-PMV (aminokwasy [le45-Ser64, Ilustracja 12) posiada osobliwy ksztatt. Nie jest re-
gularng spinka B, jak w innych strukturach retropepsyn, lecz posiada szersza strukture z krotka
helisa 310 (GIn57-Asn59). Lotka upakowuje sie w inny sposob nad miejscem aktywnym biatka
anizeli jej ,obnizona” konformacja w strukturach PR zawierajacych inhibitor lub substrat (Ilustracja
2a, H6). Ramie lotki jest krotsze z powodu obecnosci helisy 310 1 jej ,tepego” zakoriczenia. Pierw-
szy tancuch lotki przyjmuje konformacje ,obnizona”, natomiast drugi taricuch konformacje ,otwar-
t3" (tj. taka jak bez substratu czy inhibitora).

4.3. Centrum aktywne

Petla centrum aktywnego zawierajaca triade DTG (tutaj NTG) posiada konformacje spotykana
u innych retropepsyn. Jednakze z powodu braku pary asparaginianéw (pochodzacych z homodi-
meru) brak jest kluczowych oddzialywan tj. 0°%...Wat-..0% i Juchwytu strazaka”. Scislejsze po-
rownanie ujawnia, ze petla PR M-PMV znacznie odbiega od petli w PR HIV-1 (Ilustracja 3, H6).
Wskazuje to, ze dopasowanie geometrii centrum aktywnego retropepsyn jest mozliwe jedynie po
utworzeniu dimeru.

4.4. Porownanie M-PMV PR z innymi strukturami retropepsyn

Natozenie atomow C, struktury PR M-PMV na struktury innych retropepsyn wskazuje na znacz-
ne odstepstwa PR M-PMV od zwoju podjednostek w homodimerach innych retropepsyn (Tabela
2 w H6). Najwieksze réznice dotycza lotek. Rdzenie struktur posiadaja odstepstwa ~2A lecz gdy
wzig¢ pod uwage wszystkie atomy C, siegaja one wartosci > 3,5A. Co ciekawe dwa modele struk-
tury NMR'owskiej (INSO) wykazuja najwieksze odchylenia sposrdd wszystkich struktur retropep-
syn. Powyzsze wyjasnia nieudane proby rozwigzania struktury PR M-PMV za pomoca podsta-
wienia czasteczkowego (H5, H6).

4.5. Znaczenie monomerycznej struktury M-PMV PR

Nie ulega watpliwosci, ze struktura M-PMV PR nie tworzy dimeru o znaczeniu biologicznym po-
niewaz N- i C-korice sa kompletnie nieuporzadkowane. Sa one wymagane do jego utworzenia
a w utworzonym juz dimerze, tworzac naprzemienny arkusz B (N(A)-C(B)-C(A)-N(B), wykazuja
duzy stopien uporzadkowania.

Powierzchnia monomeru, ktéra normalnie tworzytaby powierzchnie styku z druga czasteczka ho-
modimeru, wykazuje rownomiernie rozmieszczone tadunki pozytywne. Jest ona zupelnie rézna od
powierzchni styku protomeru PR HIV-1 - wystepuja na niej zarowno tadunki pozytywne jak
i negatywne, a przede wszystkim fragmenty hydrofobowe (Ilustracja 4, H6). Moze to, cho¢ cze-
Sciowo, wyjasniac¢ dlaczego bez inhibitora lub substratu PR M-PMV moze wystepowac jak mo-
nomer, przynajmniej w formie D26N. Powyzsza ilustracja przedstawia takze, ze poskrecana lotka
w strukturze PR M-PMV zakrywa szczeling w jakiej znajduje si¢ miejsce aktywne, podczas gdy

w ,wyekstrahowanej” monomerycznej ,strukturze” PR HIV-1 szczelina ta bytaby odkryta.
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5. Projektowanie inhibitorow peptydaz serynowych opartych na strukturze SFTI-1 zawierajg-
cych reszty peptoidowe w pozycji P1 - wysokorozdzielcza, 1,29 A, struktura kompleksu
trypsyny z Nlys

5.1. Trypsyna i NLys

Struktura trypsyny z trzustki wotowej zostata okreslona juz w 1974 roku i od tego czasu stuzy
jako model serynowych endopeptydaz rodziny S1. Enzym specyficznie tnie substraty po karboksy-
lowej stronie lizyny lub argininy (za wyjatkiem gdy wystepuje po nich prolina). Na uwage zastu-
guje fakt, ze trypsyna zostata wykrystalizowana juz w roku 1931, wtedy jako sposob jej oczysz-
czania. Dostepna jest komercyjnie w formie liofilizowane;j.

Inhibitor trypsyny z nasion stonecznika 1 (ang. sunflower trypsin inhibitor, SFTI-1) jest jednym
z najmniejszych inhibitoréw rodziny Bowman-Birka. Zawiera jedynie 14 aminokwasoéw tworza-
cych cykliczny peptyd, ktéry dodatkowo stabilizowany jest mostkiem dwusiarczkowym pomiedzy
Cys3 i Cysll. Jego trwata, przypominajaca B-spinke do wltosdw, struktura wynika ze stabilizacji
mostkami dwusiarczkowymi, siecia wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych oraz wiaza-
niem cis-peptydowym pomiedzy Ile7 a Pro8.

(NLys)’SFTI-1 (NLys) jest syntetycznym, monocyklicznym, peptydo-peptoidowym hybrydowym
analogiem inhibitora trypsyny SFTI-1. W pozycje P1, zajmowang w SFTI-1 przez lizyng, wprowa-
dzono peptoid - N-(4-aminobutylo)glicyne. W konsekwengji taricuch gtéwny jest w tym miejscu
achiralny, atom N nie moze tworzy¢ wigzania wodorowego, a NLys jest odporny na proteolize. Ta
ostatnia cecha jest o tyle ciekawa, ze ciete wigzanie pozostaje wigzaniem peptydowym podczas
gdy wigzanie pomiedzy pozycja P1-P2 jest wigzaniem imidowym. Tak wiec ciecie powinno nastg-
pi¢ po karboksylowej stronie peptoidu ale najwyrazniej nie nastepuije.

5.2. Krystalizacja i rejestracja danych dyfrakcyjnych kompleksu trypsyna-NLys

Préby otrzymania krysztatéw kompleksu trypsyna-NLys metoda wspotkrystalizacji nie powiodty
sie. Trypsyna ulega autolizie. Podczas liofilizacji, a taka forme biatka uzytem w eksperymencie, 10%
trypsyny ulega w ten sposob degradacji, uwalniajac peptydy, ktére moga kompetencyjnie inhibo-
wac enzym (Vestling et al., 1990). Jednym z takich peptydow jest S”GIQVR®®, ktory wiaze sie
z kieszenig enzymatyczna reszta argininy. Aminokwas ten ma wigksze powinowactwo do kieszeni
wiazacej anizeli lizyna wystepujaca w NLys. Blokowanie miejsca wigzania enzymu przez fragment
autokatalityczny byt prawdopodobnie przyczyna niepowodzenia metody wspotkrystalizacji.

Jedna z metod otrzymania kompleksow biatko-inhibitor jest nasgczanie krysztatéw biatka w roz-
tworze zawierajagcym inhibitor. Warunkiem podstawowym jest otrzymanie odpowiedniej formy
krystalicznej biatka, ktéra umozliwi wnikniecie i zwigzanie sie inhibitora z biatkiem. Tak wiec,
krysztat powinien zawiera¢ odpowiednio duze kanaty roztworu i odpowiednio zorientowane cz3-
steczki biatka. Zaleta tej metody w przypadku autolitycznego enzymu jest ,unieruchomienie” jego
czgsteczek w sieci krystalicznej co uniemozliwia autolize, odmycie inhibitora zapobiegajgcego auto-
lizie w czasie krystalizacji (w tym przypadku matoczasteczkowej benzamidyny) i nasaczenie krysz-
tatlu odpowiednim inhibitorem.
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Odpowiednie do metody nasaczania krysztaty formy ,otwartej” (P22:2;, a ~ 60, b ~ 64, ¢ ~ 70 A)
mozna otrzymac metoda dyfuzji par, technika wiszacej kropli z roztworu 2,3 M siarczanu amonu
jako zwigzku wuytracajgcego. Niestety w identycznych warunkach powstajg, i to o wiele czesciej,
krysztaly formy ,zamknietej” (P22, a ~ 55, b ~ 58, ¢ ~ 66 A) nie nadajace sie do nasaczenia
NLys (Bartunik et al., 1989). Krysztaty obu form cho¢ podobne morfologicznie, réznity sie wielko-
$cig. Na tej podstawie udato mi sie wyselekcjonowac krysztaty odpowiedniej do nasgczania inhibi-
torem formy. Nasaczanie prowadzitem przez kilka godzin uzywajac liofilizowanego NLys, dodajac
go do momentu gdy liofilizat przestat sie rozpuszczac.

Krysztaty witryfikowatem w temperaturze 100 K stosujgc jako krioprotektant roztwoér do nasg-
czania z dodatkiem 25% glicerolu. Zarejestrowatem synchrotronowe dane dyfrakcyjne (EMBL c/o
DESY, Hamburg) charakteryzujace sie wysoka rozdzielczoscia 1.29 A, kompletnosciag 99,4%, krot-
noscig 7.2 i niskim wskaznikiem Rine = 5.7%.

5.3. Wysokorozdzielcza struktura kompleksu trypsyna-NLys

Strukture kompleksu rozwigzatem metoda podstawienia czasteczkowego (modelem 1SFI, Luckett
et al., 1999). Niskie wskazniki R = 12,6% i Rge = 15.7% oraz pozostate kryteria udoktadnionej
struktury kompleksu $wiadcza o wysokiej jakosci udoktadnionej i zdeponowanej w PDB (4HGC)
struktury kompleksu.

Struktura kompleksu (NLgs)SSFTI-l-trgpsgna jest, jak mozna sie byto spodziewac, bardzo podobna
do struktury kompleksu trypsyny z SFT1-1. Réznice strukturalne wyrazone jako r.m.s.d od natozo-

nych na siebie atoméw C, obu komplekséw wynosza jedynie 0.155 A.

NLys wigze sie z trypsyna w identyczny sposob jak natywny SFTI-1 czy tez inne inhibitory rodzi-
ny Bowman-Birka. Mapa gestosci elektronowej NLys wyraznie wskazuje, ze wigzanie P1-P1' nie
nosi nawet sladow czesciowej hydrolizy (Ilustracja 13). Koricowe grupy e-aminowe grup P1 nato-
zonych kompleksow znajduja sie jedynie 0,2 A od siebie a dwie czasteczki wody wiazace sie
z w/w grupa w Kkieszeni wigzgcej idealnie si¢ naktadaja.

Asp189
Ser190 (OD)
(C=0) . "

Ilustracja 13. Mapa gestosci elektronowej 2F, — F, o konturze 1 ¢, wokét modelu inhibi-
tora (N Lgs)SSFTI-l. ZaznaczyliSmy (linig przerywana) miedzy- jak i wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe.
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5.4. Rola trypsynowej GIn192

Struktura centrum katalitycznego trypsyny w obu kompleksach jest niemalze identyczna. Jedynym
wuyjatkiem jest GIn192. W kompleksie trypsyna-NLys posiada zupelnie inna konformacje a jej czte-
ry terminalne atomy charakteryzuja sie czesciowym obsadzeniem (0,65). W takiej konformacji,
taricuch boczny GIn192 nie tworzy wigzann wodorowych. W' strukturze 1SFI taricuch boczny
GIn192 tworzy wigzanie wodorowe z grupa karbonylowa Thr4, znajdujaca sie¢ w pozycji P2. Nie-
mozliwa jest weryfikacja konformacji GIn192 poprzez inspekcje mapy gestosci elektronowej, po-
niewaz czynniki struktury dla 1SFI nie zostaly zdeponowane w PDB. Niemniej jednak wartosci
ADP atomow tancucha bocznego i ich catkowite obsadzenie wskazujg, ze jest on uporzadkowany.
Przyjmuje sie, ze jednoczesne wigzania wodorowe pomigdzy taricuchem bocznym GIn192 a grupg
karbonylowa reszty P2 i Ser214 a grupa amidowa -NH grupy P1 ,unieruchamiaja” aminokwas P1
w pozydi umozliwiajacej nukleofilowy atak atomu O Ser195 na grupe karbonylowa reszty P1
(Ilustracja 6, H7). W przeanalizowanych strukturach wielu komplekséw trypsyny z inhibitorami
rodziny Bowman-Birka, Squash, Kunitza, Antistasin i Kazala w/w wigzanie pomiedzy GIn192
a P2 istnieje (Ilustracja 6, H?).

5.5 Znaczenie trypsynowej Ser214 w Kkatalizie

Sposréd okoto 200 ssaczych i bakteryjnych peptydaz serynowych typu trypsyny wszystkie, z wy-
jatkiem trzech, w pozycji 214 posiadaja seryne (Graf et al, 2012). Mimo, ze aminokwas ten nie
nalezy do triady Katalitycznej enzymu, jego wptyw na aktywnos¢ katalityczna jest znaczny (Mc-
Grath et al., 1992). Ser214 znajduje sie wewnatrz czasteczki enzymu a jej atom taricucha bocznego
O" tworzy wiazanie wodorowe z Asp102 triady katalitycznej. Znaczenie taricucha bocznego Ser214
w Kkatalizie zostato solidnie ugruntowane (McGrath et al., 1992). Zwrdcono réwniez uwage na
grupe karbonylowg tego aminokwasu. Derewenda i wspotpracownicy zaproponowali na przyktad,

udziat grupy Cg—H reszty His57 w wiazaniu wodorowym typu C-H---O=C z Ser214 i wskazali jak
takie wigzanie mogtoby wplywac na obrot pierscienia imidazolowego o 180°, utatwiajac katalize
(Derewenda et al., 1994). Sporzadzili liste odlegtosci (His57)Cgi—H:-O=C(Ser214) wsrod 22 podob-
nych do trypsyny natywnych struktur i stwierdzili, ze znajduja si¢ one w zakresie 2,04—2.59 A, ze
Srednig 2,3 A. Zaproponowali takze sposéb w jaki takie wigzanie wodorowe stabilizuje strukture
rezonansowa pierscienia imidazolowego (Derewenda et al., 1994). Badania NMR jak i obliczenia
kwantowo mechaniczne potwierdzity, ze rotacja pierscienia His57 najprawdopodobniej jest waz-
nym etapem procesu katalitycznego (Ash et al., 2000; Schneider, 2008).

Punktowa mutageneza nie umozliwia badania roli grupy karbonylowej Ser214 w wigzaniu substra-
tu tak jak umozliwita np. poznanie roli jej taricucha bocznego (McGrath et al., 1992). Struktura
kompleksu enzymu z NLys ilustruje sposob w jaki peptoidowa reszta NLys selektywnie ,wytacza”
oddzialywanie Ser214 z taricuchem gtéwnym reszty P1; oddzialywanie, ktore normalnie obecne jest
w strukturze kompleksu trypsyny z natywnym SFTI-1. Struktura enzymu z NLys dostarcza po-
nadto dowodéw na wazng role grupy karbonylowej Ser214 w wigzaniu substratu/inhibitora i ka-
talizie.
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6. Atomowa struktura GmSPI-2

6.1. Chemiczne odcinanie znacznikéw powinowactwa

Pomimo metodologicznych postepoéw, badania strukturalne biatek nadal wymagaja sporych ilosci
ich czystych preparatow. Trudno jest oszacowa¢ doktadng ilos¢ i czystos¢ potrzebng do tego typu
badari cho¢ przyja¢ mozna, ze rozpoczecie eksperymentow krystalizacyjnych wymaga kilku mili-
gramow biatka o czystosci co najmniej 95%. Ogromna wiekszos¢ badan strukturalnych dotyczy
biatek nadeksprymowanych w innych organizmach np. bakteriach czy tez drozdzach. Sporym uta-
twieniem ich oczyszczania jest zastosowanie znacznikow powinowactwa (np. znacznika histydy-
nowego, ang. His-tag) umozliwiajacych selektywne oczyszczenie biatek je posiadajacych metoda
chromatografii powinowactwa. Nieodciete znaczniki powinowactwa moga jednak wplywaé na
aktywnos¢, czy tez krystalizacje biatek fuzyjnych. Enzymatyczne ich usuwanie moze prowadzi¢
jednak do niespecyficznego trawienia oczyszczanego biatka, jest dos¢ kosztowne oraz niesie ko-
niecznos¢ inaktywacji i usunigcia peptydazy odcinajacej znacznik w dodatkowym etapie oczysz-
czania. Metody chemicznego odcinania znacznikéw powinowactwa sa tarsza alternatywa ich pro-
teolitycznego usuwania. Niestety wykazuja one mata specyficznos¢ i wymagaja surowych warun-
kow reakcji (np. wysokiej temperatury), co zazwyczaj uniemozliwia ich powszechne stosowanie
w  oczyszczaniu biatek. W 2012 r. wykazano, ze jony Ni(II) hydrolizuja wigzanie peptydowe po-
przedzajace reszte seryny lub treoniny w sekwencji (S/T)THZ (Krezel et al. 2010). Potwierdzono
rowniez specyficznos¢ cigcia dla szeregu peptydéw i zaproponowano mechanizm tej reakcji (Kopera
et al. 2010). Co wiecej, ciecia mozna dokonac¢ gdy oczyszczane biatko imobilizowane jest w ko-
lumnie chromatografii powinowactwa co eliminuje dodatkowy etap oczyszczania. Najwazniejszy
jednak jest fakt, ze jony niklu hydrolizujg jedynie wigzania peptydowe w sekwencjach (S/T)THZ
znajdujacych sie na zewnatrz struktury biatka znacznikach (Kopera et al. 2012).

6.2 GmSPI-2

Inhibitor peptydazy z ¢my Galleria mellonella (barciaka wiekszego lub mola woskowego) GmSPI-
2 (ang. Silk Proteinase Inhibitor 2) zapewnia ochrone nici jedwabiu przed degradacja. GmSPI-2
jest pierwszym biatkiem dla ktérego wykazaliSmy mozliwosc¢ jego na skale preparatywng metoda
chemicznego odcinania znacznika powinowactwa.

GmSPI-2 jest najmniejszym zwierzecym inhibitorem nalezacym do rodziny serynowych inhibito-
row Kazala (formalnie, jej nieklasycznej grupy 1) — posiada jedynie 36 aminokwaséw.
Rekombinowany GmSPI-2 w wyniku procedur klonowania i ekspresji w drozdzach Pichia pastoris
zostat wydtuzony o trzy aminokwasy (EAA) na N-koricu i leucyne na C-koricu. Znacznik histydy-

nowy wraz z sekwencja rozpoznawalna przez jony Ni(Il) -SRHWAPHHHHHH znajdowat sie¢ na
C-konicu (HS8).

6.3. Krystalizacja i rejestracja danych rentgenowskich

Krystalizacje oraz rejestracje danych dyfrakcyjnych opisatem w H8. Mimo, ze krysztaly miaty po-
kroj cienkich igiet o wymiarach 0.6 x 0.05 x 0.05 mm, to rozpraszaly synchrotronowe promie-
niowanie rentgenowskie z rozdzielczoscia 0.95 A. Jak przekonatem sie po rozwigzaniu i udoktad-
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nieniu struktury, wynikato to z relatywnie matej zawartosci rozpuszczalnika w krysztale (30.2%)
oraz znacznego uporzadkowania struktury (H8). Z powodu usterki oprogramowania musiatem
przerwac rejestracje najlepiej rozpraszajacego krysztatu i dane potaczyc z danymi zarejestrowanymi
dla drugiego krysztatu. Ostateczna rozdzielczo$¢ wyniosta 0.98 A. Dane dyfrakcyjne charakteryzo-
waly si¢ znakomitymi parametrami m.in. wartosci Rie = 7.2% (46.0%)1, I/ol = 22.52 (2.04), mo-
zaikowosci 0.13°, kompletnosci 94.8% (84.5%), krotnosci 12.9 (2.3). Ponadto nie wykazywaty $la-
du zniszczenia radiacyjnego oraz charakteryzowaty sie brakiem anizotropii (H8). Jakos¢ danych
znalazta swoje odzwierciedlenie w jakosci udoktadnionego modelu GmSPI-2.

6.4 Rozwigzanie struktury i udokfadnienie

Strukture rozwigzatem metodg podstawienia czasteczkowego. Jako modelu uzytem struktury po-
chodzacego z pijawki inhibitora tryptazy (ang. lech-derived tryptaze inhibitor, LDTI; kod PDB
1AN1) posiadajacego 40% identycznosci i 60% podobieristwa sekwencji z GmSPI-2. Struktura ta
okazata sie zresztg najbardziej podobna do struktury GmSPI-2 (H8).

Udoktadnianie modelu opisatem w H8. Oprocz programow przeznaczonych dla czgsteczek biatek
z pakietu CCP4 (Vagin at al., 1997; Winn et al., 2011) i Coot (Emsley & Cowtan, 2004) uzytem
takze, z racji ,niewielkiego” rozmiaru GmSPI-2, programu SHELX97 (Sheldrick, 2008) oryginalnie
przeznaczonego do udokladniania ,matych czasteczek”.

Szedciu taricuchom bocznym GmSPI-2 (Glul, 8 i 38, Val 4, Asp10 i Leu23) oraz dwom atomom C,
(Val4 i Glu38) przypisatem alternatywne konformacje. Dodatkowo atomom C;, G5, Og; i Ogy Glu36

oraz Cg i N¢ Lys 15 i Lysl8 przypisatem czesciowe obsadzenie.

Liczba refleksow na udoktadniany parametr wynosita 4.5, dostatecznie duzo aby uzasadni¢ udo-
ktadnianie programem z wigzami stereochemicznymi jedynie dla w/w atoméw. W udoktadnianiu
makromolekut jest to wyjatkowe. Pomimo tak radykalnego podejscia, 90.6% aminokwasow zna-
lazto sie na wykresie Ramachandrana w obszarze najbardziej uprzywilejowanym a pozostate 9.4%
w obszarze dodatkowo dozwolonym (HS).
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Ilustracja 14. Odchylenia standardowe wspdtrzednych atomoéw taricucha gtdwnego osza-
cowane na podstawie udoktadniania petomacierzowego.

! Wartosci w nawiasach dotycza najwyzszego przedziatu rozdzielczosci tj. 1.01-0.98 A.
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Na koricu procesu udoktadnienia przeprowadzitem cykl udoktadnienia pelnomacierzowego metoda
najmniejszych kwadratéw, co dostarczyto precyzyjnych danych strukturalnych wraz z ich odchyle-
niami standardowymi — procedura wyjatkowo stosowana w udoktadnianiu makromolekut.

6.5. Jakos¢ struktury

Oszacowane wartosci odchyleni standardowych wspéhzednych atoméw wahajg sie od 0,012 A do
0,033 A (llustracja 14). Na llustracji 15 widoczne jest, ze btedy wspotrzednych atoméw posiadajag
mniejsze wartosci dla atomow ,ciezszych” tj. tlenu a nieco wieksze dla ,lzejszych” atomdéw azotu
i wegla. Wartosci odchylen standardowych dla gtéwnej konformacji atomow taricucha gtéwnego,
udoktadnionych w podwojnych konformacjach, posiadaja znacznie wieksze wartosci (0,048 A dla
Cq Ala4 i 0,054 A dla Glu38). Stusznos¢ zastosowania tej procedury potwierdza podobny schemat
wartosci bteddw wspoétizednych atomoéw oszacowanych dla dwdch struktur udoktadnionych
z subatomowa rozdzielczoscia: lizozymu udoktadnionego z rozdzielczoscia 0,65 A (Wang et al.
2007) i BPTI udoktadnionego z rozdzielczoscia 0,86 A (H2). Nalezy podkresli¢, ze takie dane po-
zwalajg w statystycznie poprawny sposob dyskutowac niuanse geometrii makromolekut.

Srednia warto$¢ ADP dla struktury GmSPI-2 wynosi jedynie 6.5 A%. Co wiecej, wartosci ADP dla
atomow tanicucha gtéwnego wskazujg, ze jest on uporzadkowany. Jest to raczej wyjatek niz regu-
ta, gdyz czesto oba korice struktur biatek sg nieuporzadkowane. W czasie deponowania struktury
GmSPI-2 w PDB istniaty w PDB jedynie dwie struktury inhibitoréw Kazala udoktadnione z po-
dobna rozdzielczoscia: 1ROR (1.10 A) i 2GKR (1.17 A). Podczas gdy wartosci ADP dla atoméw
taricucha gtéwnego, atomow taricuchéw bocznych i atoméw roztworu dla GmSPI-2 wynosza
odpowiednio 4,8, 8,2 i 12,1 A% dla w/w struktur sa znacznie wyzsze i wynosza 16,7, 19,3 i 38,2 A?
dla 1ROR i 14,4, 17,0 i 32,6 A* dla 2GKR. Tak mate wartosci ADP $wiadcza o znacznym uporzad-
kowaniu struktury GmSPI-2 i sa spdjne ze znaczng sila rozpraszania promieni rentgenowskich
przez ,cienkie” krysztaly GmSPI-2 i doskonatymi parametrami opisujacymi udoktadniony model
struktury GmSPI-2.

Wartosci wskaznikdw R = 8.62% dla 14133 refleksow z F, > 4 o(F,) i 10.57% dla wszystkich 17179
refleksow w ostatnim cyklu udoktadnienia oraz pozostate kryteria udoktadnionej struktury kom-
pleksu $wiadcza o wuysokiej jakosci udoktadnionej i zdeponowanej w PDB (4HGC) struktury
kompleksu.

6.6. Opis struktury

Struktura GmSPI-2 podobna jest do innych struktur inhibitorow peptydaz nalezacych do rodziny
Kazala (Ilustracja 15). Aminokwasy Vall2-Gly14, Thr19-Tyr20 i Leu33-Glu36 tworza antyréwnole-
gly arkusz B podczas gdy aminokwasy Leu23-Ala29 tworza centralng a-helise tworzac typowy dla
tej rodziny zwdj B.af. Wykazuje ona jednak cechy nieklasycznych inhibitoréw Kazala nalezacych
do grupy 1 (Shenoy, 2011). Posiada jedynie 2, zamiast 3, mostki dwusiarczkowe pomiedzy cyster-
nami 5 i 24 oraz 13 i 39. Natozenie struktury GmSPI-2 na strukture nalezaca do (1) klasycznej ro-
dziny Kazala — 3 domeny owomukoidu z indyka (OMTKY3, 2GRK), (2) nieklasycznej rodziny Ka-
zala grupy 1 — domeny D1 inhibitora SPI-1 ze skrzyptocza (CrSPI-1-D1, 3PIS), (3) nieklasycznej

rodziny Kazala grupy 2 - LDTI (1AN1) wykazato, ze GmSPI-2 strukturalnie najblizsza jest LDTI.
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Srednie kwadratowe odchylenie od pozycji 37 natozonych atoméw C, obu struktur wynosi 0.92
A. Struktura GmSPI-2 jest prawie identyczna z nalezaca do tej samej rodziny co ona struktury
CrSPI-1, lecz jedynie do Asp34. Aminokwasy Trp34-Cys37 CrSPI-1-D1 tworza helise 3ip ktorej
brak w strukturze GmSPI-2.

Ilustracja 15. Struktura GmSPI-2. Laricuchy B 1 mostki dwusiarczkowe zaznaczytem kolo-
rem zottym, helise o - czerwonym, petle - zielonym.

Najwazniejszym miejscem struktury GmSPI-2 jest w pelni eksponowana petla wigzaca (ang. Reac-
tive Site Loop, RSL) zawierajaca w miejscu P1 Thi7. Jej wielkos¢ jest typowa dla inhibitorow Ka-
zala — siedem aminokwasow pomiedzy Cys5 i Cys13. Przyjmuje sieg, ze jej ,sztywno$¢” wraz ze
specyficzna sekwencja nadaje wysoka aktywnos¢ inhibitorom tej rodziny. Petle stabilizuje zazwy-
czaj 8 wigzann wodorowych. GmSPI-2 posiada dodatkowe, silne (2.86 A) wigzanie pomiedzy tle-
nem Thr6 a N Trp25. Co ciekawe, w sekwencjach inhibitoréw Kazala tryptofan w pozycji 25 wy-
stepuje jedynie w GmSPI1-2 (Rimphanitchayakit & Tassanakajon, 2010).

Ilustracja 16. C-terminalny koniec struktury GmSPI-2. Na ilustracji przedstawitem dwa
koricowe aminokwasy, Cys39 oraz Leu40 oraz dwa aminokwasy, Tyr20 i Ser21 z czastecz-

ki symetrycznie rownowaznej. Kontur mapy gestosci elektronowej 2F, - F. wynosi 1.4 6.
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Miejsce ciecia znacznika His-tag znajduje sie pomiedzy Leu4O a Serdl biatka fuzyjnego. Mapa ge-
stosci elektronowej 2F, - F. dla koricowej reszty Leud40O ,dojrzatego” inhibitora jest doskonata za-
réowno dla atoméw taricucha gtéwnego, jak i taricucha bocznego, wtaczajac C-koricowe atomy
grupy karboksylowej (Ilustracja 16). C-koniec jest ,zakotwiczony” poprzez trzy silne wigzania wo-
dorowe wlaczajac oba atomu koricowej grupy karboksylowej (Ilustracja 16). Tak wiec przedsta-
wiona struktura dostarcza ostatecznego dowodu na specyficznos¢ zastosowanej po raz pierwszy
metody chemicznego odcinania znacznika wykorzystujacej jony Ni(II) do hydrolizy wigzania pep-
tydowego poprzedzajacego sekwencje (S/T)XHZ).

Identyfikacja jonéw metali w strukturach makromolekut nastrgcza problemy, czesto z powodu
niedostatecznej rozdzielczosci danych, lub jest zaniechana — automatycznie umieszcza sie w gestosci
elektronowej nie nalezacej do makromolekuty czasteczki wody. W strukturze GmSPI-2 zidentyfi-
kowatem cztery jony Na’* - na podstawie dtugosci tworzacych przez nie wigzan, sfery koordyna-
cyjnej oraz zgodnego w powyzszymi wysokiego ich stezenia w roztworze krystalizacyjnym. Dwa
jony Na** znajduja sie w odlegtosci jedynie 3.14 A i dziela w sferze koordynacyjnej dwie czasteczki
wody. Powyzszy uktad jest czesto spotykany w strukturach matych czasteczek np. catena-
(hexakis(p2-Aqua)-di-sodium 2,5-dibenzoylterephthalate tetrahydrate) (Wang et al., 2005). Mozna
wiec zaryzykowac stwierdzenie, ze powyzszy uklad jest substruktura ,matych czasteczek” w struk-
turze makroczasteczki.

7. Podsumowanie

W autoreferacie opisatem osiagniecie naukowe pt. ,Wysokorozdzielcze rentgenograficzne struktury
peptydaz i ich inhibitorow” przedstawione w cyklu 8 (H1-H8) oryginalnych publikacji naukowych.
Powyzsze prace zostaty zrecenzowane przez niezaleznych recenzentéw zaproponowanych przez
edytoréw czasopism. Powigzane tematycznie publikacje H1-H8 zawierajace szczegétowa analize
nowych struktur peptydaz, ich inhibitoréw oraz kompleksu peptydazy z inhibitorem wnosza, mam
nadzieje, duzy wktad do wiedzy o budowie przestrzennej biatek. Struktury te umozliwiaja np. po-
znanie mechanizmow inhibicji enzymow tak istotnych w projektowaniu lekéw. Pomimo, ze pro-
wadzone przeze mnie badania naleza do badari podstawowych, to struktury zdeponowalismy
w publicznie dostepnej bazie danych PDB aby umozliwi¢ swobodny dostgp do nich spotecznosci
naukowej.

Do najwazniejszych osiagniec¢ zaliczam:

1. Woysoko- i ultra-rozdzielczg strukture 11,13Alal5Arg52Leu BPTI. Pomimo drastycznych, pod
wzgledem strukturalnym, mutacji konformacja kluczowego elementu struktury tj. petla wiaza-
ca jest identyczna jak w inhibitorze natywnym. Poza tym, po raz pierwszy w strukturze BPTI
oba korce sa doskonale okreslone i znajduja sie blisko siebie tworzac silne oddziatywanie t;j.
mostek solny. W oparciu o te strukture, Botos i wspotpracownicy (Botos et al., 2001) prze-
prowadzili reakcje cyklizacji 11,13Alal5Arg52Leu BPTI in vitro. Otrzymane krysztaty okazaty
sie by¢ izomorficzne z krysztatami otrzymanymi przeze mnie. Potwierdza to, wraz z okreslona
przez nich strukturg, poprawnos¢ okreslonej przez nas struktury.

36



Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

2. Niezwyktle stabilne w wigzce rentgenowskiej krysztaly (posiadajace wysoka symetrie)
11,13Ala15Arg52Leu BPTI rosng bardzo szybko. Umozliwito mi to otrzymanie krysztatéow bez-
posrednio przed pomiarem synchrotronowym. Ta forma krystaliczna moze stac si¢ standardem
w metodologicznych badaniach krystalograficznych w sposéb analogiczny do krysztatéw lizo-
zymu z biatka jaja kurzego.

3. Doswiadczenie jakie zdobyliSmy podczas udokltadniania ultrarozdzielczej —struktury
11,13Alal5Arg52Leu BPTI pozwala na sformutowanie kilku ogélnych uwag i wnioskéw:

a) Przy rozdzielczosci 0,9 A, lub lepszej i typowej dla krysztahu biatka gestosci krysztatu, sto-
sunek obserwacji do udoktadnianego parametru wynosi 7 lub wiecej.

b) Przy tak duzej liczbie reflekséw catkowicie uprawnione jest w procesie udoktadniania usu-
niecie wszystkich wiezéw geometrycznych z uporzadkowanych fragmentéw taricucha
gtéwnego makroczasteczki.

¢) Standardowe wartosci docelowe i ich odchylenia stosowane do stereochemicznego kontro-
lowania procesu udoktadniania wydaja sie wymaga¢ weryfikacji. Uwaga ta dotyczy za-
réowno przejaskrawionej rygorystycznosci w stosunku do planarnosci wigzania peptydowe-
go jak i innych wielkosci np. kata N—C,—C.

d) Struktury biatek udoktadniane z tak wysoka rozdzielczoscia moga prowadzi¢ do wysokiej
jakosci modeli. Mozna wiec oczekiwac oszacowanych wartosci odchylern standardowych
w  zakresie 0,005-0,010 A.

e) W wyniku precyzyjniejszych i wysokiej jakosci map elektronowych mozna oczekiwac
wiekszej proporgji (okoto 20%) alternatywnych konformacji w tak udoktadnionych struk-
turach.

f) Precyzyjne udoktadnienie umozliwia lepsze okreslenie oddziatywan czasteczkowych obej-
mujacych atomy wodoru a w licznych przypadkach nawet bezposrednig ich wizualizacje
w mapach gestosci elektronowej.

4. Chociaz peptydazy zalezne od ATP mogaq posiada¢ wspdlny mechanizm dziatania, to w przy-
padku FtsH wuystepuje dodatkowa ztozonos¢ — btonowe substraty musza zosta¢ wyekstraho-
wane z btony lipidowej. Okreslona przez nas wysokorozdzielcza struktura domeny AAA biatka
FtsH z E. coli jest krokiem naprzéd w zrozumieniu tego procesu.

5. Okreslilismy pierwsza monomeryczng strukture peptydazy retrowirusowej. Dodatkowo, model
jakim rozwigzaliSmy te strukture zostat zbudowany przez graczy gry komputerowej Foldit. Jest
to pierwszy przypadek, co najmniej w biologii strukturalnej, wykorzystania potencjatu tysiecy
graczy do rozwigzania rzeczywistego, trudnego i waznego problemu naukowego. Mam nadzie-
je, ze struktura ta bedzie podstawa do projektowania nowych lekéw antywirusowych.

6. Okredlitem wysokorozdzielcza strukture kompleksu inhibitora zawierajacego reszte N-(4-
aminobutylo)glicyne (peptoid) w pozycji P1, analogu SFTI-1, z trypsyna wotu. Okreslona
z rozdzielczoscig 1,29 A struktura wykazata, iz (1) wprowadzona modyfikacja nie zmienita
struktury modyfikowanego inhibitora; (2) badany analog (NLys)’-SFTI-1 wigze sie z enzymem
w identyczny sposob jak naturalny peptydowy inhibitor SFTI-1; (3) Reszta trypsyny Ser214
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wydaje sie odgrywac kluczowa role w mechanizmie hydrolizy enzymatycznej, gdyz jej blokada
przez NLys powoduje brak hydrolizy wigzania P1-P1" inhibitora.

W wielu przypadkach, zawierajace peptoidy inhibitory nie sa rozpoznawane przez odpowiednie
enzymy (Miller et al., 1994). Peptydazy serynowe sa pod tym wzgledem wyjatkiem — toleruja
peptoidy w pozycji P1 inhibitoréw, ale ich nie trawig. Okreslona struktura kompleksu wyjasnia
mechanizm odpornosci proteolitycznej tych inhibitorow.

7. Dodana do C-korica inhibitora GmSPI-2 sekwencja SRHWAP-H6 zawiera wrazliwy na ciecie
jonami Ni(II) tetrapeptyd. Oczyszczony w ten sposéb GmSPI-2 zostat przeze mnie wykrystali-
zowany. W okreslonej przeze mnie strukturze krystalicznej z rozdzielczoscia 0,98 A ostatni
aminokwas, tj. Leu40, wilacznie z C-terminalnymi atomami O i OXT, jest znakomicie okreslo-
ny, co potwierdza poprawnos¢ odcigcia znacznika. W czasie deponowania w PDB byta to
okreslona z najwyzsza rozdzielczoscig struktura inhibitora z rodziny Kazala.

Duza liczba refleksow przypadajaca na udoktadniany parametr umozliwita mi udoktadnienie
struktury GmSPI-2, bez wiezdw stereochemicznych, dla dobrze okreslonych czesci biatka. Cykl
udoktadnienia petnomacierzowego umozliwit mi okreslenie standardowych odchylenn dla
wszystkich parametrow pozycyjnych, ktére dla posiadajacych pelne obsadzenie atoméw taricu-
cha gtéwnego wynosza od 0,012 A do 0,033 A.

8. Bibliografia

Akiyama, Y., Kihara, A. & Ito, K. (1996). FEBS Lett., 399, 26-28.

Allen, F. H., Baalham, C. A., Lommers, J. P. M. & Raithby, P. R. (1998). Acta Cryst., B54, 320-
329.

Apostoluk, W. & Otlewski, J. (1998). Proteins: Struct. Funct. Genet., 32, 459-474.

Ash, E. L., Sudmeier, J. L., Day, R. M., Vincent, M., Torchilin, E. V., Haddad, K. C., Bradshaw, E.
M., Sanford, D. G. & Bachovchin, W. W. (2000). Proc. Natl Acad. Sci. USA, 97, 10371-10376.

Bartunik, H. D., Summers, L. J. & Bartsch, H. H. (1989). J. Mol. Biol. 210, 813—-828.
Barrett, A. J. & McDonald, J. K. (1985). Biochemical Journal, 237, 935.

Bauerova-Zabranska, H., Stokrova, J., Strnisovsky, K., Hunter, E., Ruml, T. & Pichova, . (2005).
J. Biol. Chem., 280, 42106-42112.

Berndt, K. D., Giintert, P., Orbons, L. P. & Wiithrich, K. (1992). J. Mol. Biol., 227, 757-775.

Bochtler, M., Hartman, C., Song, H. K., Bourenkov, G. P., Bartunik, H. D. & Huber, R. (2000).
Nature, 403, 800-805.

Bode, W. & Huber, R. (1992). Eur. J. Biochem., 204, 433-451.
Botos, 1., Wu, Z., Lu, W. & Wlodawer, A. (2001). FEBS Letters, 509, 90-94.
Brzozowski, A. M. & Wialton, J. (2001). J. Appl. Cryst., 34, 97-101.

38



Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Casari, G., De Fusco, M., Ciarmatori, S., Zeviani, M., Mora, M., Fernandez, P., De Michele, G.,
Filla, A., Cocozza, S., Marconi, R., Diirr, A., Fontaine, B. & Ballabio, A. (1998), Cell, 93, 973-983.

Chen, Z. & Bode, W. (1983). J. Mol. Biol., 164, 283-311.
Collaborative Computational Project, Number 4 (1994). Acta Cryst., D50, 760-763.

Cooper, S., Khatib, F., Treuille, A., Barbero, J., Lee, ]J., Beenen, M., Leaver-Fay, A., Baker, D. &
Popovic, Z. (2010). Nature, 466, 756-760.

Cowtan, K. (1994). Joint CCP4 and ESFEACBM Newsletter on Protein Crystallogtaphy, 31, 34-38.
Deisenhofer, J. & Steigemann, W. (1975). Acta Cryst., B31, 238-250.

Derewenda, Z. S., Derewenda, U. & Kobos, P. M. (1994). J. Mol. Biol., 241, 83-93.

Derewenda, Z. S., Lee, L. & Derewenda, U. (1995). J. Mol. Biol., 252, 248-262.

Di Cera, E. (2009). IUBMB Life, 61, 510-515.

DiMaio, F., Terwilliger, T. C., Read, R. ]J., Wlodawer, A., Oberdorfer, G., Wagner, U., Valkov, E.,
Alon, A., Fass, D., Axelrod, H. L., Das, D., Vorobiev, S. M., Iwai, H., Pokkuluri, P. R. & Baker,
D. (2011). Nature, 473, 540-543.

Emsley P, Cowtan K (2004) Coot: model-building tools for molecular graphics. Acta Cryst., D60,
2126-2132.

Engh, R. A. & Huber, R. (1991). Acta Cryst., A47, 392-400.
Epp, O., Eaton, E. L., Schiffer, M., Huber, R. & Palm, W. (1975). Biochemistry, 14, 4943-4952.

Esposito, L., Vitagliano, L., Sica, F., Sorrentino, G., Zagari, A. & Mazzarella, L. (2000). J. Mol.
Biol., 297, 713-732.

Fabiola, G. F., Krishnaswamy, S., Nagarjan, V. & Pattabhi, V. (1997). Acta Cryst., D53, 316-320.

Fine, D. L., Landon, J. C., Pienta, R. J., Kubicek, M. T., Valerio, M. J., Loeb, W. F. & Chopra, H. C.
(1975). J. Natl. Cancer Inst., 54, 651-658.

Fine, D. L. & Schochetman, G. (1978). Cancer Res., 38, 3123-3139.
Fritz, H. & Wunderer, G. (1983). Arzneim.-Forsch./Drug Res., 33, 479-494.

Graf, L., Szilagyi, L. & Venekei, 1. (2012). Rozdziat 512, Chymotrypsin w “Handbook of proteolytic
enzymes”, Academic Press., 2626-2632.

Hamiaux, C., Prange, T., Ries-Kautt, M., Ducruix, A., Lafont, S., Astier, J. P. & Veesler, S. (1999).
Acta Cryst., D55, 103-113.

Herman, C., Thevenet, D., D'Ari, R. & Bouloc, P. (1997). J. Bacteriol., 179, 358-363.

Herman, C., The'venet, D., Bouloc, P., Walker, G. C. & D’Ari, R. (1998). Genes Dev., 12, 1348-
1355.

Housset, D., Kim, K.-S., Fuchs, J., Woodward, C. & Wlodawer, A. (1991). J. Mol. Biol., 220, 757-
770.

39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%BCrr%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9635427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontaine%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9635427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ballabio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9635427

Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Huber, R., Kukla, D., Bode, W., Schwager, P., Bartels, K., Deisenhofer, J. & Steigemann, W.
(1974). J. Mol. Biol., 89, 73-101.

Ishikawa, T., Beuron, F., Kessel, M., Wickner, S., Maurizi, M.R. & Steven, A.C. (2001). Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 98, 4328-4333.

Ishikawa, T., Maurizi, M. R., Belnap, D. & Steven, A. (2000). Nature, 408, 667-668.
Jancarik, J. & Kim. S.H. (1991). J. Appl. Cryst., 24, 409-411.

Jeffrey, G. A. & Saenger, W. (1991). Hydrogen Bonding in Biological Structures. New York:
Springer-Verlag.

Jomes, T. A., Zou, J. Y., Cowan, S. W. & Kjeldgaard, M. (1991). Acta Cryst. A, 47, 110-119.
Jones, T. A. & Kjeldgaard, M. (1994). O-The Manual, Uppsala University Press, Uppsala.

Karata, K., Inagawa, T., Wilkinson, A. J., Tatsuta, T. & Ogura, T. (1999). J. Biol. Chem., 274,
26225-26232.

Karata, K., Verma, C. S., Wilkinson, A, ]J. & Ogura, T. (2001). Mol. Microbio., 39, 890-903.

Koh, Y., Matsumi, S., Das, D., Amano, M., Davis, D. A,, Li, J., Leschenko, S., Baldridge, A., Shio-
da, T., Yarchoan, R., Ghosh, A. K. & Mitsuya, H. (2007). J. Biol. Chem., 282, 28709-28720.

Kopera, E., Belczyk-Ciesielska, A. & Bal. W. (2012). PLoS ONE, 7, e36350.

Kopera, E., Krezel, A., Protas, A. M., Belczyk, A., Bonna, A., Wystouch-Cieszyriska, A., Poznarski,
J. & Bal, W. (2010). Inorg. Chem., 49, 6636-6645.

Krezel, A., Kopera, E., Protas A. M., Poznanski, J., Wystouch-Cieszyriska, A. & Bal, W. (2010).
J. Am. Chem. Soc., 132, 3355-3366.

Leffers, G. G., Jr. & Gottesman, S. (1998). J. Bacteriol., 180, 1573-1577.
Lubkowski, J. & Wlodawer, A. (1999). Acta Cryst., D55, 335-337.

Luckett, S., Garcia, R. S., Barker, J. J., Konarev, A. V., Shewry, P. R., Clarke, A. R. & Brady, R. L.
(1999). J. Mol. Biol., 290, 525-533.

Marshudov, G. N., Lebedev, A., Vagin, A. A., Wilson, K. S. & Dodson, E. J. (1999). Acta Cryst.,
D55, 247-255.

McGrath, M. E., Va'squez, J. R, Craik, C. S, Yang, A. S., Honig, B. & Fletterick, R. J. (1992). Bio-
chemistry, 31, 3059-3064.

Miller, S. M., Simon, R. J., Ng, S., Zuckermann, R. N., Kerr, J. M. & Moos, W. H. (1994). Bioorg.
Med. Chem. Lett., 4, 2657-2662.

Mowbray, S. L., Helgstrand, C., Sigrell, J. A., Cameron, A. D. & Jones, A. T. (1999). Acta Cryst.,
D55, 1309-1319.

Neuwald, A. F., Aravind, L., Spouge, J. L. & Koonin, E. V. (1999). Genome Res., 9, 27-43.

40



Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Ogura, T., Inoue, K., Tatsuta, T., Suzaki, T., Karata, K., Young, K., Su, L.-H., Fierke, C. A., Jack-
man, J. E., Raetz, C. R. H., Coleman, J., Tomoyasu, T. & Matsuzawa, H. (1999). Mol. Microbiol.,
31, 833-844.

Ogura, T. & Wilkinson, A. J. (2001). Genes Cells, 6, 575-597.

Otwinowski, Z. (1991). In Daresbury Study Weekend Proceedings (Warrington, UK; SERC Dares-
bury Laboratory), 80-85.

Otwinowski, Z. & Minor, W. (1997). Methods Enzymol., 276, 307-326.

Ortega, J., Singh, S. K., Ishikawa, T., Maurizi, M. R. & Steven, A. C. (2000). Mol. Cell, 6, 1515-
1521.

Parkin, S., Rupp, B. & Hope, H. (1996). Acta Cryst., D52, 19-29.

Perrakis, A., Sixma, T.K., Wilson, K.S. & Lamzin, V.S. (1997). Acta Cryst., D53, 448-455.
Rohl, C. A,, Strauss, C. E., Misura, K.M. & Baker, D. (2004). Methods Enzymol., 383, 66-93.
Rawlings N. D., Tolle D. P. & Barrett A. J. (2004). Biochem. J., 378, 705-16.

Ridder, 1. S., Rozeboom, H. J. & Dijkstra, B. W. (1999). Acta Cryst., D55, 1273-1290.
Rimphanitchayakit, V. & Tassanakajon, A. (2010). Dev. Comp. Immunol., 34, 377-386.
Satow, Y., Cohen, G. H., Padlan, E. A. & Davies, D. R. (1986). J. Mol. Biol., 190, 593-604.
Schechter, 1. & Berger, A. (1967). Biochem. Biophys. Res. Commun., 27, 157-162.

Scheidig, A. J., Hynes, T. R., Pelletier, L. A., Wells, J. A. & Kossiakoff, A. A. (1997). Protein Sci., 6,
1806-1824.

Schmidt, M., Lupas, A. N. & Finley, D. (1999). Curr. Opin. Chem. Biol., 3, 584-591.
Schneider, S. (2008). J. Phys. Chem., B112, 6837-6846.

Shotland, Y., Koby, S., Teff, D., Mansur, N., Oren, D. A., Tatematsu, K., Tomayasu, T., Kessel, M.,
Bukau, B., Ogura, T. & Oppenheim, A. B. (1997). Mol. Microbiol., 24, 1303-1310.

Simon, R. J., Kania, R. S., Zuckermann, R. N., Huebner, V. D., Jewell, D. A. Banville, S., Ng, S.,
Wang, L., Rosenberg, S. & Marlowe C. K. (1992). Proc. Natl Acad. Sci. USA, 89, 9367-9371.

Sheldrick, G. M. (2008). Acta Cryst., A64, 112-122.
Sheldrick, G. M. & Schneider, T. R. (1997). Methods Enzymol., 277, 319-343.

Shenoy, R. T., Thangamani, S., Velazquez-Campoy, A., Ho, B. & Ding, J. L. (2011). PLoS ONE, 6,
e188838.

Sousa, M. C., Trame, C. B., Tsuruta, H., Wilbanks, S. M., Reddy, V. S. & McKay, D. B. (2000).
Cell, 103, 633-643.

Svec, M., Bauerova, H., Pichova, 1., Konvalinka, J. & Strisovsky, K. (2004). FEBS Lett., 576, 271-
276.

Terwillinger, T. C. & Berendzen, J. (1999). Acta Cryst., D55, 849-861.

41


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kania%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zuckermann%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huebner%20VD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jewell%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banville%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenberg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marlowe%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1409642

Dr Szymon Krzywda - Autoreferat

Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Zalgcznik 2a

Tomoyasu, T., Gamer, J., Bukau, B., Kanemori, M., Mori, H., Rutman, A.]., Oppenheim, A.B.,
Yura, T., Yamanaka, K. & Niki, H. (1995). EMBO J., 14, 2551-2560.

Vagin, A. & Tepyakov, A. (1997). J. Appl. Cryst., 30, 1022-1025.

van de Locht, A., Bode, W., Huber, R., Le Bonniec, B. F., Stone, S. R., Esmon, C. T. & Stubbs, M.
T. (1997). EMBO ]., 16, 2977-2984.

Vestling, M. M., Murphy, C. M. & Fenselau, C. (1990). Anal. Chem., 62, 2391-2394.

Veverka, V., Bauerova, H., Zabransky, A., Lang, J., Ruml, T., Pichova, I. & Hrabal, R. (2003). J.
Mol. Biol., 333, 771-780.

Walker, J. E., Saraste, M., Runswick, M. J. & Gay, N. J. (1982). EMBO J., 1, 945-951.

Wang, J., Song, J. J., Franklin, M. C., Kamtekar, S., Im, Y. J., Rho, S. H., Seong, 1. S., Lee, C. S.,
Chung, C. H. & Eom, S.H. (2001). Structure, 9, 177-184.

Wang, D-D., Zhu, H-J., Song, G-L. & Wang, J-T. (2005). Acta Cryst., E61, m2610-m2612.
Wang, J., Dauter, M., Alkire, R., Joachimiak, A. & Dauter, Z. (2007). Acta Cryst., D63, 1254-1268.

Walsh, M. A., Schneider, T. R., Sieker, L. C., Dauter, Z., Lamzin, V. S. & Wilson, K. S. (1998). Acta
Cryst., D54, 522-546.

Winn, M. D., Ballarg, C. C., Cowtan, K. D. Dodson, E. J., Emsley, P., Evans, P. R., Keegan, R.
M., Krissinel, E. B., Leslie, A. G. W., McCoy, A., McNicholas, A. J., Murshudov, G. N., Pannu, N.
S., Potterton, W. A, Powell, H. R., Read, R. J., Vagin, A. & Wilson, K. S. (2011). Acta Cryst.,
D67, 235-242.

Wlodawer, A., Miller, M., Jaskolski, M., Sathyanarayana, B. K., Baldwin, E., Weber, 1. T., Selk, L.
M., Clawson, L., Schneider, ]J. & Kent, S. B. (1989). Science, 245, 616-621.

Wlodawer, A., Nachman, J., Gilliand, G. L., Gallagher, W. & Woodward, C. (1987). J. Mol. Biol.,
198, 469-480.

Wlodawer, A., Walter, J., Huber, R. & Sjolin, L. (1984). J. Mol. Biol., 180, 301-329.
Zhang, E., St Charles, R. & Tulinsky, A. (1999). J. Mol. Biol., 285, 2089-2104.

Zhang X., Shaw A., Bates P. A., Newman R. H., Gowen B., Orlova E., Gorman M. A., Kondo H.,
Dokurno P., Lally J., Leonard G., Meyer H., van Heel M. & Freemont P. S. (2000). Mol Cell., 6,
1473-84.

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaw%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bates%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newman%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gowen%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orlova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorman%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondo%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dokurno%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lally%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyer%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Heel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freemont%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11163219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=11163219

