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Streszczenie

Roéliny narazone sa na atak szerokiego spektrum patogenéw, takich jak bakterie, wirusy czy
grzyby. W procesie ewolucji rosliny wyksztalcity skomplikowane mechanizmy obronne majace na
celu zatrzymaniu infekcji wywolanej przez patogeny. Jednym z elementéw tego systemu odpornosci
na poziomie molekularnym sa cytoplazmatyczne receptory odporno$é¢ R (ang. resistance proteins),
ktére rozpoznaja bezposrednio lub posrednio czasteczki pochodzenia patogennego i uruchamiaja szlak
sygnalizacyjny prowadzacy do uruchomienia systemu obronnego rosliny. Do pelnienia swojej funkcji
biatka R potrzebuja kompleksu biatek HSP90-SGT1-RARI, ktéry jak sie uwaza moze stabilizuje ich
strukture i poziom w komérce.

W niniejszej rozprawie przedstawione zostaly wyniki badan dotyczacych struktury oraz dynamiki
w roztworze poszczegblnych bialek rolinnego kompleksu HSP90-SGT1-RAR1 oraz kompleksu biatek
HSP90-SGT1 z ADP.

Biatko SGT1 sklada si¢ z trzech domen: TPR, CS oraz SGS. Struktura domeny CS biatka SGT1
jest znana, a takze struktura domeny TPR z innych bialek zostata dobrze scharakteryzowana. Jednak
w przypadku biatka SGT1 struktura pelnej dlugosci biatka nie jest znana. Co wiecej, w roztworze
roslinne biatko SGT1 tworzy dimery, a proces dimeryzacji jest zalezny od sily jonowej. Za pomoca
malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego i spektroskopii dichroizmu kotowego
zbadano niskorozdzielcza strukture pelnej dlugosci biatka SGT1 z jeczmienia (Hordeum vulgare) w
roztworze. Mechanizm dimeryzacji biatka SGT1 nie jest do kofica poznany. Dimeryzacji ulega réwniez
biatko SGT1 z drozdzy ale nie ludzkie biatko SGT1. W niniejszej pracy przedstawiona zostala takze
analiza procesu dimeryzacji domeny TPR bialka SGT1 z jeczmienia, Arabidopsis thaliana, drozdzy
oraz w celach poréwnawczych domeny TPR z ludzkiego biatka SGT1.

Podobnie jak biatko SGT1, bialko RAR1 ma modulowa budowe i sktada si¢ z dwdéch domen
CHORD wiazacych dwa jony cynku kazda. Struktura domeny CHORD jest znana lecz brak jest
informacji na temat struktury pelnej dtugoéci biatka RAR1. Stosujac to samo podejscie ekspery-
mentalne jak w przypadku biatka SGT1 scharakteryzowana zostata struktura petnej dlugosci biatka
RAR1 w roztworze.

Charakterystyke poszczegélnych biatek kompleksu dopelnia analiza struktury i dynamiki w roz-
tworze biatka HSP90. Dynamika konformacyjna biatka HSP90 zalezy od wielu czynnikéw takich jak
pH czy zwiazanie nukleotydéw. W pracy scharakteryzowano takze wplyw sily jonowej i temperatury
na strukture roslinnego biatka HSP90 w roztworze.

W drugiej czesci pracy skupiono sie na analizie niskorozdzielczej struktury oraz konformacji kom-
pleksu bialek HSP90 i SGT1 z ADP. Przeanalizowana zostala takze stechiometria i niskorozdzielcza
struktura w roztworze kompleksu pelnej dtugosci biatka HSP90 z pszenicy z biatkiem SGT1 bez do-
meny SGS (SGT1ASGS) z jeczmienia. Badania kompleksu biatka HSP90 bez domeny C-terminalnej
(HSP90AC), ktéra odpowiedzialna jest za dimeryzacje, pozwolily odpowiedzieé na pytanie czy dime-
ryzacja biatka HSP90 wptywa na stechiometrig i konformacje kompleksu z biatkiem SGT1ASGS. Jako
dopelnienie tych rozwazan scharakteryzowana zostata niskorozdzielcza struktura kompleksu bialek
HSP90AC z domeng CS biatka SGT1.
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Abstract

Plants are constantly exposed to contacts with a variety of pathogens like bacteria, viruses and
fungi. During the evolution plants developed complex mechanisms that provide resistance to many
pathogenic agents. One of the most important elements of this system on the molecular level are
resistance receptors (R proteins) that recognize pathogenic molecules directly or indirectly and trigger
the signaling pathways that lead to the activation of immune response. For their function R proteins
require the protein complex that consists of three major proteins: HSP90, SGT1 and RAR1 proteins.
It is assumed that this complex stabilizes level of R proteins and their structure within the plant cell.

This PhD thesis presents results of a study concerning the structure and dynamic in solution of
the HSP90-SGT1 complex with ADP and individual proteins of HSP90-SGT1-RAR1 complex.

SGT1 protein consists of three domains: TPR, CS and SGS ones. The structure of CS domain is
known and TPR domain belongs to the structurally well characterized domain family. Unfortunately,
the structure of the full length SGT1 protein has been poorly explored. What is more plant SGT1
protein forms dimers in solution and this process depends on ionic strength. Using small angle X-
ray scattering and circular dichroism spectroscopy, the low resolution structure of the full length
barley SGT1 protein was studied. The exact mechanism of the SGT1 protein dimerization is not
fully understood. Dimerization of the SGT1 proteins was also discovered in fungi, but the human
homolog does not undergo dimerization. In this study the dimerization process of the TPR domain
from barley, Arabidopsis thaliana, yeasts and for comparison from the human homolog is analyzed.
RARI1 protein is similar to SGT1 protein and has a modular structure consisting of two CHORD
domains, each of them binding two zinc ions. The structure of the CHORD domain is known, but
there is lack of information about the structure and conformation of the full length protein. Using
the same approach as for SGT1 protein, the structure in solution of the RAR1 protein from barley
is characterized.

The structure and dynamics of the wheat HSP90 protein is also presented. Conformational
dynamics of HSP90 protein depends on many factors like pH and binding of nucleotides. The effect
of the ionic strength and temperature on the HSP90 protein conformation is studied in details.

The second part of PhD thesis is devoted to a study of the low resolution structure and confor-
mation of the HSP90-SGT1 complex with ADP. The stoichiometry and the structure in solution of
the complex between the full length HSP90 protein from wheat and the barley SGT1 protein, with
SGS domain deleted (SGT1ASGS), is analyzed. Study of HSP90 protein with deleted C terminal
dimerization domain (HSP90AC) allows us to answer the question if HSP90 dimerization could affect
the stoichiometry and conformation of the complex with SGT1ASGS protein. To complement the
discussion, the low resolution structure of the complex between HSP9OAC and SGT1 CS domain is

also presented.
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1 CEL PRACY

1 Cel pracy

Bialka HSP90 (ang. heat shock protein 90 kDa), SGT1 (ang. suppressor of G2 allele of skpl),
RARI1 (ang. required for MLA12 resistance) u roélin sa zaangazowane w procesy zwiazane z uru-
chamianiem odpowiedzi obronnej przeciwko patogenom. Ten sam kompleks jest takze zaangazowany
w podobne procesy u ludzi. Jak dotad struktura bialek RAR1 i SGT1 z roélin jest bardzo stabo
poznana. Pomimo dobrze okrelonej struktury przestrzennej dla biatka HSP90 z bakterii i droz-
dzy wplyw innych bialek oddzialujacych z tym biatkiem na jego strukture i konformacje jest stabo
poznany.

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo zbadanie konformacji i niskorozdzielczej struktury roslin-
nych biatek HSP90, SGT1 i RAR1 w roztworze za pomocg malokatowego rozpraszania promieniowa-
nia rentgenowskiego (SAXS) i dichroizmu kolowego. Do tej pory okreslono strukture przestrzenna
domeny CS biatka SGT1 z czlowieka i Arabidopsis thaliana oraz domeny CHORD II biatka RARI.
Poniewaz nie ma informacji na temat jaka jest struktura przestrzenna pelnej dtugosci wyzej wymienio-
nych bialek w pracy sprébuje odpowiedzie¢ na pytanie jaka jest struktura przestrzenna biatka RAR1
oraz monomeru i dimeru biatka SGT1?7 Roslinne oraz drozdzowe biatko SGT1 ulega dimeryzacji w
roztworach o niskiej sile jonowej natomiast ludzkie biatko nie ulega dimeryzacji. W pracy chcialbym
takze scharakteryzowaé za pomoca malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pro-
ces dimeryzacji i strukture domeny TPR biatka SGT1 z jeczmienia oraz do celow poréwnawczych
struktury tych domen z Arabidopsis thaliana i drozdzy piekarskich jak réwniez strukture domeny
TPR ludzkiego biatlka SGT1. Czynniki takie jak pH i osmolity wplywaja na konformacje biatka
HSP90. Nie jest wiadomo jednak jaki wplyw maja temperatura i sita jonowa na dynamike konfor-
macyjng bialka HSP90. W trakcie pracy sprobuje takze scharakteryzowaé niskorozdzielcza strukture
roélinnego biatka HSP90, okresli¢ wptyw temperatury, sily jonowej oraz wiagzania nukleotydéw na
dynamike konformacyjna biatka HSP90 w roztworze i poréwnaé¢ otrzymane wyniki z wynikami ba-
dan dla homologéw biatka HSP90 z innych organizméw. Wiele bialek oddziatujacych z biatkiem
HSP90 zmienia jego konformacje i moduluje jego aktywnos¢ hydrolizy ATP. Jak dotad okreslono
strukture przestrzenng kompleksu N-terminalnej domeny biatka HSP90 w kompleksie z domeng CS
biatka SGT1 i domeng CHORD II biatka RARI, jednak nie wiadomo jaka strukture i konforma-
cje przyjmuje kompleks pelnej dlugosci bialek. W pracy postaram sie odpowiedzie¢ na pytanie jak
wyglada niskorozdzielcza struktura kompleksu biatek HSP90-SGT1 z ADP w roztworze i czy biatko
SGT1 wplywa na konformacje biatka HSP90 oraz jakie moze mieé to znaczenie w pelnieniu funkcji
przez kompleksu roslinnych biatek HSP90-SGT1.
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2 Wstep

2.1 Oddziatlywanie roslina-patogen

Rodliny podobnie jak zwierzeta nieustannie narazone sa na kontakt z organizmami i czynnikami
patogennymi takimi jak wiroidy, wirusy, bakterie, grzyby czy nicienie, ktére moga powodowaé cho-
roby a w ostateczno$¢ smier¢ roliny. Jednak w odréznieniu od wyzszych organizméw eukariotycznych
nie posiadaja one rozwinietego ukladu immunologicznego opartego na wyspecjalizowanych komér-
kach, ktére moga zatrzymywac i eliminowaé potencjalnie szkodliwe organizmy jak réwniez substancje
toksyczne. W przypadku roslin szczegdlnie daje si¢ zauwazy¢ brak swoistej odpowiedzi obronnej
opartej na szerokiej gamie przeciwcial wytwarzanych przez limfocyty B, ktore neutralizuja czynnik
patogenny. Jednakze, w naturze rzadko spotyka sie roéliny porazone choroba. W toku ewolucji or-
ganizmy roslinne wyksztalcity swoiste mechanizmy obronne, ktére pozwalaja na skuteczng ochrone
przed szerokim spektrum patogenéw (Dangl i wsp., 2001, Jones i wsp., 2006, Macho i wsp., 2014).

Rézne organizmy patogenne, wykorzystuja odmienne sposoby na wnikniecie do komérki gospo-
darza. Bakterie wykorzystuja mechaniczne zranienia rosliny jak réwniez aparaty szparkowe umiej-
scowione w epidermie i stuzace do wymiany gazowej przez rosling, do wtargniecia do przestrzeni
miedzy komoérkowej — apoplastu. Nicienie i mszyce postuguja sie klujka, ktéra wprowadzaja wprost
do komorki roélinnej w celu pozyskania substancji odzywczych. Grzyby natomiast moga wprowadzaé
wydtuzone czesci strzepek zwane haustoriami pomiedzy lub nawet wprost do komérki roslinnej two-
rzac w jej wnetrzu system blon. Powierzchnia rodliny jak réwniez Sciana komérkowa sa pierwszymi
punktami styku pomigdzy rosling a patogenem. Jest to takze pierwsza linia obronna rosliny przed pa-
togenami. Powierzchnia epidermy — wierzchniej warstwy komérek np. liscia, pokryta jest mieszaning
woskéw bedacych estrami kwaséw ttuszczowych o okolo 80 atoméw wegla w tancuchu weglowodoro-
wym i wyzszych alkoholi monowodorotlenowych oraz kutykula, skladajaca sie z kutyny (mieszanina
spolimeryzowanych kwaséw tluszczowych ) oraz kutanu (polimeru weglowodorowego). Kutykula sta-
nowi bariere¢ mechaniczng chroniaca przed wtargnieciem patogenéw do komérek epidermy a takze,
zabezpiecza rodline przed utrata wody. Zauwazono réwniez, ze roslina potrafi wytwarzaé¢ kaloze (-
glukan) w miejscu oddzialywania z patogenem (Luna i wsp., 2011). Zaobserwowano takze, ze w
pierwszej linii obronnej biora udzial takze bialka transportujace toksyny— transportery ABC (ang.
ATP-binding casette transporters) (Stein i wsp., 2006). W obronie rosliny przed patogenami wyka-
zano réwniez udzial biatek zaangazowany w transport pecherzykéw transportujacych metabolity we
wnetrzu komérki (Collins 1 wsp., 2003).

Rodliny wytwarzaja takze szereg zlozonych zwiazkéw chemicznych zwanych fitoantycypinami,
czesto nalezacych do glikoalkaloidéw i izoflawonoidéw, ktore sg produkowane konstytutywnie i chronia

ro$ling przed zagrozeniem ze strony patogenéw, gltéwnie mikroorganizméw (Van Etten i wsp., 1994).
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Rysunek 2.1 Schemat odpowiedzi roélinnej PTI na organizmy patogenne na przyktadzie akty-
wacji receptora FLS2 przez bakterie Pseudomonas syringae oraz odpowiedz na niepatogenne szczepy
bakterii.

2.1.1 Odpowiedz uruchamiana przez wzorce molekularne zwigzane z patogenami

Organizmy patogenne po pokonaniu wcze$niej opisanych barier moga skolonizowaé rosline, lecz
duzo czesciej ich rozpoznanie przez zainfekowany organizm powoduje wystapienie odpowiedzi urucha-
mianej przez wzorce molekularne zwiazane z patogenami - PTI (ang. pathogen associated molecular
patterns triggered immunity) (Dangl i wsp., 2001, Zipfel 2008). Schemat odpowiedzi PTI jest przed-
stawiony na rysunku 2.1 (dokladny opis w tekscie). Wzorce molekularne zwiazane z patogenami -
PAMPs (ang. pathogen associated molecular patterns) sa grupa ewolucyjnie zachowanych czastek,
ktére wystepuja niezmienione w szerokim spektrum mikroorganizméw. Typowym ,wzorcem moleku-
larnym” jest peptyd flg22 stanowiacy N-terminalny fragment biatka bakteryjnego flageliny, ktére jest
gtéwnym skladnikiem wici stuzacej do poruszania sie bakterii w srodowisku wodnym (Zipfel i wsp.,
2004, Chinchilla i wsp., 2006). Do zachowanych ewolucyjnie wzorcéw molekularnych naleza réwniez:
ksylanaza (Ron i wsp., 2004)— enzym hydrolizujacy wiazania 5-1,4 glikozydowe w polisacharydzie —
ksylanie, chityna u grzybéw (Shibuya i wsp., 2001, Kaku i wsp., 2006) oraz heptaglukan (Umemoto
i wsp., 1997). Zachowane ewolucyjnie wzorce molekularne rozpoznawane sa przez receptory PRR
(ang. pattern recognition receptors). Receptory te u roslin sa wylacznie biatkami transblonowymi,
posiadajacymi pozakomoérkows domeng rozpoznajaca dany PAMP oraz w wigkszosci przypadkéw cy-
toplazmatyczna domene stuzaca do przekazywania sygnalu uruchamiajacego odpowiedz PTI, ktora
jest najczesciej domena o aktywnosei kinazy (Zipfel 2008). Jednym z najlepiej scharakteryzowanych
receptoré6w PRR jest biatko FLS2 rozpoznajace peptyd flg22 u Arabidopsis thaliana (Zipfel i wsp.,
2004). Bialko FLS2 zawiera pozakomorkowa domene skladajaca sie z 28 powtdrzen aminokwaso-
wych bogatych w leucyne, ktora odpowiedzialna jest za rozpoznanie PAMPs oraz cytoplazmatycznej

domeny o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej (Dangl i wsp., 2001). Aktywacja receptoréw
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prowadzi do uruchomienia PTI charakteryzujacej sie¢ wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, zwigk-
szonym przeplywem jonéw, aktywacja kaskady kinaz MAP regulujacych czynniki transkrypcyjne,
biosynteza hormonéw roslinnych, depozycja kalozy na powierzchni epidermy oraz zmiang w ekspresji
ponad 900 genéw (u Arabidopsis) (Macho i wsp., 2014).

Roéliny produkuja maloczasteczkowe hormony takie jak etylen, kwas salicylowy czy kwas ja-
smonowy, ktére miedzy innymi reguluja odpowiedz obronna. Kwas salicylowy jest zaangazowany w
wytwarzanie systemowej odpowiedzi nabytej SAR (ang. systemic acquired resistance), ktéra indu-
kuje odporno$é na czynnik patogenny w tkankach oddalonych od miejsca jego percepcji (Durrant
i wsp., 2004, Fu i wsp., 2013). Rozpoznanie peptydu flg22 czy LPS (lipopolisacharydu) powoduje
indukcje SAR. Do kolejnej grupy hormonéw roslinnych zaliczamy auksyny. Auksyny zaangazowane
sa w wiele proceséw zwiazanych ze wzrostem i rozwojem rosliny (Teale i wsp., 2006). Wiele orga-
nizméw patogennych takich jak bakterie Agrobacterium tumefaciens wykorzystuja auksyny lub ich
analogii do przeprogramowania rosliny w celu wytworzenia warunkéw jak najbardziej sprzyjajacych
ich kolonizacji (Thomashow i wsp., 1984).

W odpowiedz PTI zaangazowane sa réwniez czasteczki mikro RNA (miRNA). Czasteczki miRNA
sa czasteczkami RNA o dhugosci 21-24 nukleotydow, ktére powstaja poprzez wyciecie ze struktury
spinki do wloséw wystepujacej w transkryptach genéw kodujacych miRNA (Sobkowiak i wsp., 2008).
Biorg one udzial w post-transkrypcyjnym wyciszaniu i regulacji ekspresji genéw. Czasteczki te sa
komplementarne do mRNA kodujacych funkcjonalne biatka lub czasteczki RNA. Enzymy nalezace
do rodziny AGO (ang. Argonaute) w kompleksie z miRNA przylaczaja sie do docelowego mRNA i
katalizuja jego rozciecie w miejscu komplementarnym lub hamuja ich translacje. Aktywacja FLS2
powoduje wzrost poziomu czasteczki miRNA393, ktora jest zaangazowana w degradacje receptora
auksyn TIR-1 (Navarro i wsp., 2006). Aktywacja miRNA393 prowadzi wiec do obnizenia poziomu

auksyn i wzrostu odpornoéci na infekcje bakteria Pseudomonas syringae u Arabidopsis.

2.1.2 Odpowiedz uruchamiana przez efektory

W wiekszosci przypadkéw odpowiedz PTI i naturalne bariery ochronne rosliny sa w stanie efek-
tywnie powstrzymaé organizmy patogenne przed kolonizacja rosliny. W toku ewolucji organizmy
patogenne nauczyly si¢ jednak ostabia¢ odpowiedz PTI poprzez manipulacje odpowiedzia PTI na
poziomie molekularnym (Jones i wsp., 2006, Gohre i wsp., 2008, Deslandes i wsp., 2012). W tym
celu wprowadzaja one do komérki gospodarza czasteczki zwane efektorami, ktére modyfikuja kompo-
nenty odpowiedzi PTI. Schemat podsumowujacy dzialanie wybranych efektoréw przedstawiony jest
na rysunku 2.2 (opis w dalszej czesci tekstu). Bakteryjne czasteczki efektoréw sa wprowadzane do
komérki gospodarza przez skomplikowane struktury biatkowe zwane aparatem sekrecyjnym. Aparat
sekrecyjny tworzy kanal, ktéry taczy bakterig z komoérka roslinna, ktéry umozliwia transport przez
blone komérkowa czasteczek efektor6w (Enninga i wsp., 2008). Sklada sie on z czesci zakotwiczonej
w blonie komérkowej bakterii oraz struktury o charakterze ,igly”. Aparat sekrecyjny wielu bakterii
kolonizujacych komérki roglinne nalezy do grupy aparatéw sekrecyjnych typy trzeciego TTSS lub
T3SS (ang. type three/3 sectretion system), ktéry wykazuje wysokie podobiefistwo do bakteryjnej
wici stuzacej do poruszania si¢ w sSrodowisku wodnym. W przypadku grzybéw efektory sa dostarczane

przez system blon do przestrzeni miedzykomodrkowej. Glownym zadaniem efektoréw jest zablokowa-
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nie odpowiedzi PTI. Bakterie i grzyby dostarczaja efektorow, ktore funkcjonalnie reprezentuja wiele
rodzin biatkowych np. proteaz czy ligaz ubikwityny E3 (bialka biorace w procesie degradacji in-
nych bialek). Najlepiej opisane efektory pochodza z bakterii Pseudomonas syringae a oddzialywania
z roslinami takimi jak Arabidopis thaliana, pomidor czy tyton sa modelowym ukladem w badaniu
interakcji patogenéw z gospodarzem. Efektory pozwalaja na pokonanie barier obronnych ograni-
czajacych wzrost patogenu. Ponizej zostang opisane przyktady w jaki sposéb czasteczki efektorow
przezwyciezaja bariere obronng rosliny.

Bakteryjna toksyna koronatyna — analog kwasu jasmonowego, hormonu roslinnego regulujacego min.
otwarcie aparatéw szparkowych, powoduje aktywacje szlaku sygnalizacyjnego zwiazanego z kwasem
jasmonowym prowadzac do otwarcia aparatu szparkowego (Melotto i wsp., 2006). Poprzez otwarte
aparaty szparkowe bakterie moga latwo dostaé sie do przestrzeni miedzykomoérkowej. Jednak za-
mkniecie aparatéw szparkowych moze byé réwniez korzystne dla bakterii szczegolnie w okresie suszy,
czy w sytuacji kiedy kilka szczepow bakterii musi konkurowaé ze soba, poniewaz rézne gatunki bak-
terii preferuja rézne warunki do rozwoju. Innym roslinnym hormonem, bioracym udzial w regulacji
aparatéw szparkowych jest kwas abscysynowy ABA (ang. abscisic acid). ABA powoduje zamkniecie
aparatéw szparkowych, szczegdlnie w stresie suszy (Finkelstein 2013). Efektor HopAM1 wzmacnia
sygnal kwasu abscysynowego powodujac zamkniecie aparatéw szparkowych i deregulacje ekspresji
genéw odpowiedzialnych za odpowiedZ obronna rosliny (Goel i wsp., 2008) powodujac, ze rosliny sa
bardziej podatne na kolonizacje patogenem.

Inne efektory potrzebne sa do degradacji Sciany komoérkowej w celu umieszczenie aparatu TTSS.
Bakteria Xantomonas oryzae pv. oryzae wydziela enzymy degradujace $ciane komérkowa do apo-
plastu (Goel i wsp., 2008). Poza enzymami degradujacymi Sciane komdrkowa wydzielane sa réwniez
inhibitory proteaz, ktére blokuja wystepujace w apoplascie roslinne enzymy proteolityczne (Gohre
i wsp., 2008). Bakterie nauczyly sie takze blokowaé¢ sygnal uruchamiajacy PTI juz na wczesnym
jego etapie. Dwa efektory z bakterii Pseudomonas syringae atakujacej pomidora: AvrPto (Avr ang.
avirulence, Pto ang. Pseudomonas syringae tomato) i AvrPtoB moja zdolnosé do wiazania sie i blo-
kowania aktywnosci kinaz zaangazowanych w PTI np. FLS2 (Xiang i wsp., 2008). AvrPto i AvrPtoB
oddzialuja z kinazami Pto i Fen, ktore wiaza sie z bialkiem Prf (ang. Pto resistance and fenthion
sensitivity), bialkiem NB-LRR uruchamiajacym odpowiedZ obronng ETI. AvrPtoB moze kierowaé
kinaze Fen do degradacji (Kim i wsp., 2002). Liczne efektory wiaza sie i/lub modyfikuja biatko
RIN4 (ang. RPM1 interacting protein 4) z Arabidopsis thaliana, ktore jest negatywnym regulatorem
odpowiedzi PTI (Goéhre i wsp., 2008). Innym ciekawym efektorem jest HopF2 réwniez z bakterii
Pseudomonas syringae. HopF2 jest mono-ADP rybozylaza, ktora dodaje ADP-ryboze do kinazy ze
szlaku kinaz MAPK przenoszacych sygnal uruchamiajacy PTI we wnetrzu komérki i blokuje jej ak-
tywnos$¢ (Wang i wsp., 2010a). Efektorami sa réwniez czynniki transkrypcyjne, ktére pozwalaja na
bezposrednie przeprogramowanie komérki roslinnej. Do tej klasy efektoréw nalezg aktywatory trans-
krypcji TAL (ang. transcription activator-like) z bakterii Xanthomonas np. bialko Xol. Efektory
TAL sktadaja sie z 34 aminokwasowych powtérzen, kazde rozpoznajace jeden nukleotyd w podwdjnej
helisie DNA (Deng i wsp., 2012, Mak i wsp., 2012). Efektory TAL zostaly takze niedawno uzyte jako
narzedzia mogace stuzyé do edycji genomu w inzynierii genetycznej i terapii genowej (Miller i wsp.,
2011).
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Rysunek 2.2 Schemat przedstawiajacy funkcjonowanie przyktadowych efektorow patogennych

w komorce roslinne;j.

2.1.3 Receptory odpornosci R oraz ich udzial w odpowiedzi uruchamianej przez efek-

tory

W toku ewolucji rosliny musialy nauczy¢ sie rozpoznawaé czasteczki efektoréw lub skutki ich
dzialania tak aby mogly skutecznie broni¢ sie przed patogenami. W tym celu rosliny wykorzystuja
cytoplazmatyczne receptory odpornosci R (ang. resistance proteins). Biatka R po posrednim lub
bezposrednim rozpoznaniu czasteczek efektoréw uruchamiaja tzw. odpowiedz obronng uruchamiang
przez efektory - ETI (ang. effector triggered immunity) (Jones i wsp., 2006). Bialka R naleza
do rodziny bialek STAND (ang. signal transduction ATPases with numerous domains), bioracych
udzial w procesach zwiazanych z procesami odpowiedzi odpornosciowej i programowanej Smierci ko-
morki (apoptozy) (Leipe i wsp., 2004). Bialka R maja za zadanie rozpoznaé czasteczki efektoréw
i uruchomi¢ szlak sygnalizacyjny prowadzacy do uruchomienia odpowiedzi odporno$ciowej. Cha-
rakterystyczna cecha odpowiedzi ETI jest wystepowanie tak zwanej odpowiedzi nadwrazliwej (ang.
hypersensitive response), typu programowalnej $mierci komoérki, ktéra zatrzymuje kolonizacje roliny
przez patogen w miejscu jego rozpoznania (Jones i wsp., 2006). Obecnie przyjmuje sie dwa modele
oddzialywania bialek R z efektorami: bezposrednie i posrednie (Jones i wsp., 2006, Caplan i wsp.,
2008). W pierwszym modelu przyjmuje sig, ze bialka R bezposrednio rozpoznaja czasteczki efekto-
row. Natomiast w drugim modelu przyjmuje sie, ze receptory R rozpoznaja zmodyfikowane przez
efektory czasteczki pochodzace z komorki roslinne;j.

Biatka R uruchamiaja, jak juz wspomniano szlak sygnalizacyjny prowadzacy do powstania odpo-



2 WSTEP

wiedzi HR. Wszystkie bialka R uruchamiaja ten sam rodzaj odpowiedzi HR jednakze elementy szlaku
sygnalizacyjnego wydaja sie¢ by¢ rézne dla réznych receptoréw. Dwie klasy receptorow R rézniacych
sie domeng N-terminalna réznia sie zasadniczo elementami szlaku sygnalizacyjnego (Meyers i wsp.,
2002, McHale i wsp., 2006, Qi i wsp., 2013).

Dimer domeny CC

Walker B

E F
Domena LRR
Receptory TNL
N TR | NB-aRC | LRR c
Receptory CNL
N‘ cc | NB-ARC ‘ LRR ‘C
NLRC4

Domena NB-ARC

ADP

Rysunek 2.3. Struktura przestrzenna receptoréw R. A. Struktura przestrzenna dimeru domeny
CC biatka MLA10 z jeczmienia (Maekawa i wsp., 2011, kod pdb: 3QFL). B. Struktura przestrzenna
domeny TIR biatka N z tytoniu (otrzymana w programie I-Tasser). C. Struktura przestrzenna do-
meny NB-ARC biatka (otrzymana w programie I-Tasser). D. Struktura przestrzenna domeny LRR
biatka N z tytoniu (otrzymana w programie I-Tasser). E. Struktura domenowa dwdch klas bialek
R: TNL i CNL. F. Struktura przestrzenna mysiego biatka NLRC4 w kompleksie z ADP (Hu i wsp.,
2013, kod pdb: 4KXF).
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Pierwsza klasa bialek TNL (biatka sktadajace si¢ z domen: TIR-NBS-LRR, TIR - Toll/interleukin-
1 receptor homology domain, NBS - nucleotide binding site, LRR - leucine rich repeats) wymaga
biatka EDS (ang. enhanced disease susceptibility 1) i aktywuje czynnik transkrypcyjny SPL6 (ang.
Squamosa promoter-binding protein-like 6) (Jacob i wsp., 2013, Padmanabhan i wsp., 2013). Druga
klasa bialek CNL (zawierajaca domene typu coiled-coil na N-konicu zamiast domeny TIR) potrzebuje
biatka NPR1 (ang. nonexpresser of PR genes) i aktywuje czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB
(ang. MYB (myeloblastosis) domain containing proteins) oraz inaktywuje represory transkrypcji
WRKY (Jacob i wsp., 2013). Dla obu klas bialek NB-LRR zaobserwowano réwniez zmiane lokalizacji
komérkowej podczas infekcji patogenami. Wykazano dla kilku bialek R, ze zmiana ta jest niezbedna
dla pelnej aktywacji odpowiedzi HR.

Prawidlowe funkcjonowanie bialek NB-LRR zalezy od wielu czynnikéw, ktore reguluja pozytywnie
badz negatywnie odpowiedz ETI. Do tej klasy biatek nalezy kompleks biatek opiekunczych: biatka
szoku cieplnego HSP90 (ang. heat shock proein 90 kDa), RAR1 (ang. required for
MLA12 resistance 1) oraz SGT1 (ang. suppressor of the G2 allele of SKP1), ktére stano-
wia obiekty badan niniejszej pracy (Kadota i wsp., 2010). Biatka HSP90 oraz RARI sg pozytywnymi
regulatorami natomiast SGT1 zaréwno pozytywnym jak i negatywnym regulatorem poziomu bialtek
NB-LRR. Ponadto biatko SGT1 oddzialuje z komponentami kompleksu ligazy ubikwityny zaangazo-
wanymi w procesy degradacji bialek poprzez kompleks proteasomu. Aktywacja receptoréw NB-LRR
prowadzi do odpowiedzi HR. W przypadku biatek TNL wydaje sie, ze aktywacja odpowiedzi zachodzi
poprzez oddzialywanie z represorami transkrypcji. Jednocze$nie stwierdzono, ze niektére receptory
posiadaja na N-konicu dodatkowa domene WRKY np. RRSI-R (ang. resistance to Ralstonia sola-
nacearum 1) z Arabidopsis, charakterystyczna dla czynnikéw transkrypcyjnych bioracych udzial w

odpowiedzi przeciwko patogenom (Caplan i wsp., 2008).

2.1.4 Struktura domenowa bialek R

Najwazniejsza cecha biatek R jest ich ewolucyjnie zachowana, modutowa budowa domenowa. W
sekwencji receptorow R mozemy wyodrebni¢ trzy domeny: domene N-terminalna, Srodkowa domene
NB-ARC (ang. nucleotide-binding adaptor shared by Apaf-1, resistance proteins and CED-4) oraz
C-terminalna domene zawierajaca powtdrzenia bogate w leucyne LRR (ang. leucine rich repeats)
(Meyers i wsp., 2003, Jones i wsp., 2006, Caplan i wsp., 2008). Schemat struktury domenowej biatek
R oraz struktury przestrzenne domen biatek R przedstawione sg na rysunku 2.3. Ze wzgledu na rodzaj
domeny N-terminalnej mozemy wyrézni¢ dwie klasy bialek R: TNL oraz CNL. Schemat struktury
domenowej bialek R przedstawiony jest rysunku 2.3 E.

Biatka TNL posiadaja na N-koncu domene TIR. Domena ta wystepuje u ssakéw w receptorach
TLR (ang. Toll-like receptors), ktére stanowia wazna czesé wrodzonego systemu immunologicznego
oraz w receptorze Interleukiny 1 i stanowi platforme do oddziatywan biatko-biatko. Wykazano réw-
niez, ze domena ta odpowiedzialna jest za dimeryzacje bialek TNL (Mestre i wsp., 2006, Bernoux i
wsp., 2011). Struktura domeny TIR z biatka L6 jest bardzo podobna do struktury biatek zawiera-
jacych domene TIR np. ludzkiego biatka MyD88 i TLR4 (Gay i wsp., 2014). Domena TIR nalezy
do biatek typu a/f gdzie wnetrze biatka stanowi réwnolegly arkusz beta o skreconej powierzchni,

otoczony przez helisy alfa (rysunek 2.3 B). W odréznieniu jednak od bialek zaangazowanych w od-
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powiedZz immunologiczng u ssakéw, roslinne domeny TIR posiadaja dodatkowy motyw helisa-skret-
helisa (Chan i wsp., 2010).

W biatkach CNL, N-terminalng domena jest domena o strukturze typu super-helisy, CC (ang.
coiled-coil) (rysunek 2.3 A). Jak dotad udalo si¢ jedynie rozwiazaé¢ strukture dla jednej domeny
typu CC pochodzacej z receptora MLA10 z jeczmienia (Maekawa i wsp., 2011). Podobnie jak w
przypadku domeny TIR, w strukturze krystalograficznej domena CC wstepuje w formie dimeru.
Kazdy z monomerdéw posiada strukture typu helisa-zwrot-helisa, gdzie druga helisa sktada sie z dwoch
mniejszych przedzielonych krétkim, niepofaldowanym fragmentem. Izolowana domeny CC i TIR,
wystarczaja do aktywacji odpowiedzi obronnej i sa odpowiedzialne za oddzialywanie z czynnikami
transkrypcyjnymi (Shen i wsp., 2007, Padmanabhan i wsp., 2013).

Srodkowa domena NB-ARC posiada podobiefistwo sekwencji aminokwasowej do bialek apopto-
somu tj. ludzkiego i mysiego biatka Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating factor 1) oraz CED4
(ang. cell death protein 4) u nicienia Caenorhabditis elegans (van der Biezen i wsp., 1998). Apop-
tosom jest kompleksem biatkowym, ktéry uruchamia programowana $mieré¢ komérki (Riedl i wsp.,
2007). Struktura przestrzenna domeny NB-ARC wraz z zaznaczonymi zachowanymi motywami w jej
obrebie przedstawiona jest na rysunku 2.3 C. Mutacje w tych motywach w wielu biatka R negatywnie
wplywaja na ich funkcjonowanie.

Najbardziej polimorficznym fragmentem biatek R jest domena LRR (Takken i wsp., 2012). Do-
mena LRR sklada sie z kilku 20-30 aminokwasowych powtérzen bogatych w leucyne. Kazde powto-
rzenie zawiera fragment wstegi beta, ktéra tworzy rozlegly arkusz beta z sasiednimi powtérzeniami
oraz najczesciej helise alfa (Kobe 1 wsp., 1993). Powtdrzenie sklada sie z dwéch zakonserwowanych
fragmentow: czedci hydrofobowej nadajacej strukture oraz czeSci zmiennej, ktéra nadaje specyficz-
nos¢ w oddzialywaniach biatko-biatko. Kilka powtérzen tworzy razem strukture typu podkowy.

W obecnie przyjetym modelu dziatania pod nieobecno$é¢ czasteczek efektora lub zmienionego
bialtka roélinnego, biatka NB-LRR zwiazane sa z ADP i posiadajg zamknieta konformacje podobna
do struktury ludzkiego biatka NLRC4 (Hu i wsp., 2013). Bialko NLRC4 w kompleksie z ADP po-
siada zamknieta konformacje, w ktorej to C-terminalna domena LRR oddziatuje z domeng NB-ARC
(rysunek 2.3 F). Po rozpoznaniu czasteczki efektora nastepuja zmiany konformacyjne prowadzace
do aktywacji receptora, uwolnienia domeny NB-ARC od oddzialywania z domena LRR i zwigzania
ATP. Réwnoczesnie domena LRR jest wstanie oddzialywaé z innymi partnerami biatkowymi. Tak
aktywowany kompleks przyjmuje ostatecznie konformacje, ktora umozliwia oddzialywanie z innymi

biatkami i przekazanie sygnatu do uruchomienia ETT.

2.2 Rola biatek HSP90, SGT1, RAR1 w odpowiedzi obronnej skierowanej

przeciwko patogenom

Jako pierwsze z kompleksu biatek HSP90/SGT1/RAR1 zostalo odkryte i scharakteryzowane
biatko RARI1 (ang. required for Mlal2 resistance) (Shirasu i wsp., 1999). Gen RAR1 zidentyfikowano
po raz pierwszy u jeczmienia w eksperymencie majacym na celu znalezienie czynnikéw genetycznych
zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczna skierowana przeciwko grzybowi Blumeria graminis
f-sp.  hordei powodujacego maczniaka prawdziwego atakujacego rofliny jeczmienia. Jednoczesnie

autorzy tej pracy zidentyfikowali homologi biatka RAR1 w licznych gatunkach nizszych i wyzszych
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eukariotow z wyjatkiem drozdzy, ktére nie posiadaja genu kodujacego biatko RARI1. U nicienia
Caenorhabditis elegans wyciszenie genu kodujacego homolog biatka RAR1, CHP1 (ang. CHORD
containing protein 1) powoduje wady rozwojowe oraz letalnosé embrionéw (Shirasu i wsp., 1999).
Niedlugo po zidentyfikowaniu biatka RAR1 w jeczmieniu wykazano, ze biatko RARI1 jest zaanga-
zowane m.in. w uruchamianie odpowiedzi przeciwko bakteriom Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000 oraz grzybom Peronospora parasitica u Arabidopsis thaliana (Muskett i wsp., 2002). W
tytoniu eksperymenty z wyciszeniem genu RAR1 poprzez technike VIGS (ang. virus induced gene
silencing) wykazaly, ze biatko RARI jest zaangazowane w odpowiedZ odpornosciowa skierowana prze-
ciwko wirusowi mozaiki tytoniu TMV (ang. tobacco mosaic virus) zalezna od receptora NB-LRR
N (Liu i wsp., 2002b). Rola bialka RAR1 na poziomie molekularnym nie jest do konica poznana
aczkolwiek wydaje sie, ze biatko RAR1 kontroluje poziom niektérych biatek R np. MLA1 i MLAG6
z jeczmienia (Bieri i wsp., 2004). Poprzez oddzialywanie z mala GTP-aza RACI1, bialko RARI1
moze regulowaé proces syntezy reaktywnych form tlenu, poniewaz biatko RAC1 jest pozytywnym
regulatorem tego procesu (Thao i wsp., 2007).

Biatko SGT1 zostalo zidentyfikowane w eksperymencie poszukiwania biatek oddzialujacych z bial-
kiem RARI z Arabidopsis oraz z jeczmienia (Azevedo i wsp., 2002, Austin i wsp., 2002). Rola bialka
SGT1 jest synergistyczna z rolg biatka RAR1, poniewaz podwéjne wyciszenie ekspresji genéw biatek
SGT1 i RAR1 podwyzsza wrazliwos¢ na infekcje w stosunku wyciszenia ekspresji tylko jednego z
tych biatek. Wykazano, ze podobnie jak biatko RARI1, biatko SGT1 jest potrzebne do poprawnego
funkcjonowania odpowiedzi immunologicznej zaleznej od receptoréw NB-LRR. Pokazano, ze biatko
SGT1 jest niezbedne do aktywacji kinaz zaleznych od wapnia CDPK (Ludwig i wsp., 2005). Wyka-
zano réwniez, ze bialko SGT1 oddziatuje z biatkami HSP70 oraz HSP90 i podobnie jak biatko HOP
moze laczyé te dwa kompleksy bialek opiekunczych (Takahashi i wsp., 2003, Noél i wsp., 2007).

Jako trzecie biatko z kompleksu HSP90/SGT1/RARI1 zostalo scharakteryzowane biatko szoku
cieplnego 90 kDa HSP90 (ang. heat shock protein 90 kDa) przez grupe prof. Shirasu (Takahashi i
wsp., 2003). Wykazali oni, ze bialko HSP90 oddzialuje bezposrednio z bialkiem RARI jak réwniez
z biatkiem SGT1 z jeczmienia. Ponadto, geldanamycyna — maloczasteczkowy inhibitor aktywnosci
ATPazy biatka HSP90 blokuje uruchamianie odpowiedzi HR co dodatkowo potwierdza udzial biatka
HSP90 w procesie uruchamiania odpowiedzi HR. Pokazano réwniez, ze biatko HSP90 oddziatuje z
bialkami RARI i SGT1 u innych gatunkéw roélin np. w dzikim tytoniu (Liu i wsp., 2004, Shirasu
2009). Uwaza sie, ze biatko HSP90 wraz z biatkami SGT1 i RARI1 bierze udzial w stabilizacji bialek
NB-LRR w nieaktywnej konformacji podczas nieobecnosci patogenu. Wykazano, ze za oddzialywanie
bialek NB-LRR z kompleksem biatek HSP90-SGT1-RAR1 odpowiedzialna jest domena LRR (Beri i
wsD., 2004, Liu i wsp., 2004, Leister i wsp., 2005). Poniewaz biatko SGT1 oddzialuje z komponentami
ligazy ubikwityny SCF (Kitagawa i wsp., 1999, Liu i wsp., 2002b), uwaza sie, ze biatko SGT1 moze
rekrutowa¢ maszynerie degradacji bialek do kompleksow NB-LRR zwiagzanych z kompleksem bialek
HSP90-RAR1-SGT1. Inna hipoteza zaklada, ze biatko SGT1 w kompleksie z biatkami HSP90 i RAR1
promuje oddziatywanie domen NB i LRR receptoréw R, utrzymujac je w zamknietej, nieaktywnej
konformacji. Wiekszoéé¢ bialek R wymaga biatka HSP90 do pelnienia swojej funkcji jednakze czesé
jest niezalezna od biatek RAR1 lub SGT1, a niekiedy od obu biatek (Shirasu 2009, Seo i wsp., 2008).
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HSP90.2-B1 (Triticum aestivum)
1 217 257 521 700

N-terminalna ‘Iinker‘ Domena srodkowa C-terminalna | MEEVD

SGT1 (Hordeum vulgare)
1 124 173 262 283 373

TPR | VR1| cs VR2 5GS

RAR1 (Hordeum vulgare)
1 19 78 115 134 168 227 232
|| cHoRD1 | cech | CHORD2 |

Rysunek 2.4. Schemat budowy domenowej bialek HSP90 (numeracja aminokwaséw biatka
HSP90 z pszenicy), SGT1 (schemat numeracji aminokwaséw bialka z jeczmienia), RAR1 (schemat
numeracji aminokwaséw biatka z jeczmienia) oraz ich oddzialywan (dla bialek z jeczmienia, Takahashi
i wsp., 2003).

2.2.1 Budowa i funkcja bialtka SGT1

Biatko SGT1 posiada zakonserwowang budowe domenowsg i sktada sie z trzech domen: N - ter-
minalnej domeny zawierajacej trzy powtérzenia TPR (ang tetratricopeptide repeat ), domeny CS
(ang. CHORD and SGT1 proteins domain) oraz C-terminalnej domeny SGS (ang. SGT1 specific
domain) (Azevedo i wsp., 2002) (rysunek 2.4). Pomiedzy domenami znajduja si¢ fragmenty duzo
mniej zachowane ewolucyjnie nazywane w literaturze regionami zmiennymi (ang. variable regions)
- VR1 (pomiedzy domenami TPR i CS) oraz VR2 (pomie¢dzy domenami CS i SGS). Domena TPR
wystepuje w wielu biatkach i odpowiedzialna jest za oddzialywania typu biatko-biatko. Jak na razie
zidentyfikowano jedynie dwa bialtka, ktore oddzialuja z domena TPR biatka SGT1. Pierwszym bial-
kiem jest biatko Skplp u drozdzy, ktére jest zaangazowane w degradacje bialek (Kitagawa i wsp.,
1999). Roslinny oraz ludzki homolog Skpl takze oddzialuja z biatkiem SGT1 (Liu i wsp., 2002b,
Zhang i wsp., 2008). W roflinie Arabidopsis thaliana dodatkowo zidentyfikowano biatko SRFR1
(ang. suppressor of rpsd-RLD1), ktére zawiera powtdrzenia TPR i jest odpowiedzialne za wiazanie
sic z domena TPR biatka SGT1 (Li i wsp., 2010). SRFR1 negatywnie reguluje poziom bialek NB-
LRR w celu zabezpieczenia rosliny przed autoagresja. Domena TPR jest réwniez charakterystyczna
dla réznych bialek oddzialujacych z motywem MEEVD na C-koncu biatka HSP90. Domena TPR
biatka SGT1 jednakze nie oddzialuje z bialkiem HSP90 (Takahashi i wsp., 2003). Dodatkowo jest
ona odpowiedzialna za akumulacje bialek SGT1a i SGT1b u Arabidopsis thaliana (Azvedo i wsp.,
2006). Poziom biatka SGT1b w komoérce jest wyzszy niz poziom biatka SGT1a. Wykazano réwniez,
ze domena TPR nie jest niezbedna w procesie odpowiedzi immunologicznej w rolinach Arabidopsis
(Azvedo i wsp., 2006). Nyarko i wspélpracownicy wykazali, ze bialko SGT1 z jeczmienia, Arabi-
dopsis 1 drozdzy piekarskich (ale nie ludzkie bialtko) tworza dimery w roztworze (Nyarko i wsp.,

2007). Wykazali oni, ze za dimeryzacje odpowiedzialna jest domena TPR. Dimeryzacja biatka SGT1
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z jeczmienia jest zalezna od jego stezenia oraz od sily jonowej, ktérej wzrost powoduje przesuniecie
rownowagi monomer-dimer w strong monomeru. Dimeryzacja domeny TPR jest takze zalezna od
stanu redoks. Oksydacja zakonserwowanych cystein powoduje zahamowanie dimeryzacji. W modelu
domeny TPR dwie cysteiny 84 i 117 sa w bliskiej odlegloéci od siebie i potencjalnie moga tworzy¢
mostek dwusiarczkowy, ktéry zmienia konformacje domeny TPR i uniemozliwia dimeryzacje. W od-
réznieniu od drozdzowych i rodlinnych bialek SGT1 ludzki homolog nie ulega dimeryzacji (Nyarko
i wsp., 2007). Rzucajaca sie w oczy réznica jest brak naladowanych aminokwaséw na C-konicu do-
meny TPR. Eksperyment chemicznego sieciowania czynnikiem sieciujacym grupy boczne lizyny wraz
z analizg spektrometrii mas pokazal, ze przypuszczalne miejsce dimeryzacji znajduje si¢ wtasnie na
C-koncu domeny TPR. Funkcja dimeryzacji u roslin nie zostala dotychczas wykazana. Jedynie u
drozdzy piekarskich wykazano, ze dimeryzacja domeny TPR jest potrzebna do tworzenia sie kineto-
choru i podziatu komorki (Bansal i wsp., 2009a). Intrygujaca obserwacja jest blokowanie dimeryzacji
SGT1 poprzez fosforylacje seryny 361 w obrebie domeny SGS (Bansal i wsp., 2009b). Fosforylacja
ta powoduje ostabienie dimeryzacji i zaburza funkcjonowanie biatka SGT1. Wykazano, ze domena
TPR biatka CHIP wiaze ufosforylowany fragment biatka Smadl (Wang i wsp., 2011). Podobnie,
fosforylacja domeny SGS moglaby powodowaé wigzanie jej przez domene TPR i zahamowaé¢ dime-
ryzacje. Nyarko i wspélpracownicy, zaobserwowali réwniez, ze biatka SGT1 z drozdzy i Arabidopsis,
w saczeniu molekularnym wykazuja mase molekularng wigksza niz bialko SGT1 z jeczmienia. Nie
wiadomo czy zwiazane jest to z odmiennym stanem oligomerycznym czy tez rozbieznosci wynikaja z
wlasciwosci fizyko-chemicznych i réznic sekwencyjnych lub konformacyjnych.

Domena CS wykazuje podobienstwo sekwencyjne i strukturalne do biatka p23. Biatko p23 u ludzi
i drozdzy oddzialuje z N-terminalng domeng ATPazy biatka HSP90 i dodatkowo powoduje znaczace
obnizenie jej aktywnosci enzymatycznej (Dittmar i wsp., 1998, McLaughlin i wsp., 2006). Biatko p23
utrzymuje biatko HSP90 w zamknietej konformacji ze zwiazanym ATP, umozliwiajac zatrzymanie
zwiazanego biatka-klienta i umozliwienie mu przyjecia poprawnej konformacji. Strukturalnie biatko
p23 i domena CS biatka SGT1 skladaja sie z dwoch naprzeciwleglych, antyréwnolegtych arkuszy
beta tworzacych strukture typu beta-kanapki (Weaver i wsp., 2000, Botér i wsp., 2007) (rysunek
2.5). Poréwnanie rozkladu tadunku na powierzchni obu bialek wykazuje duze réznice, ktére moga
ttumaczy¢ roznice funkcjonalne pomiedzy tymi biatkami. Domena CS biatka SGT1 jest odpowie-
dzialna za wiazanie sie z domena N-terminalng biatka HSP90 u roélin, drozdzy i czlowieka (Kadota i
wsD., 2010). W odré6znieniu jednak od biatka p23, domena CS nie blokuje aktywnosci ATPazy i wiaze
sie w innym miejscu na powierzchni biatka HSP90 (Kadota i wsp., 2008, Zhang i wsp., 2008). Pelnej
dhugosci biatka, zapewne przez zawady steryczne, nie moga jednoczesnie wiazac sie do dimeru HSP90
(Kadota i wsp., 2008). Ponadto, domena CS jest zaangazowana, w przeciwienstwie do domeny TPR,

w odpowiedZ immunologiczna u rosdlin (Botér i wsp., 2007).
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SGT1CS p23
(Arabidopsis thaliana) (Homo sapiens)

Rysunek 2.5 Poréwnanie struktury przestrzennej domeny CS biatka SGT1b z Arabidopsis tha-
liana (Zhang i wsp., 2008, kod pdb: 2JKI) oraz ludzkiego biatka p23 (Weaver i wsp., 2000, kod pdb:
1EJF).

Botér wraz ze wspdlpracownikami zidentyfikowali w biatku SGT1 z Arabidopsis aminokwasy za-
angazowane w wigzanie si¢ do biatka HSP90 oraz wymagane do akumulacji biatka Rx, receptora
NB-LRR zaangazowanego w odporno$¢ na wirusa PVX w ziemniaku (Botér i wsp., 2007). Ziden-
tyfikowane mutacje czesciowo pokrywaja sie z miejscem wiazania si¢ z biatkiem HSP90. Mutanty
domeny CS biatka SGT1 pozbawione aktywnosci wigzania do biatka HSP90 negatywnie wplywaja na
poziomu biatka Rx jak réwniez ostabiajg odpowiedz obronna. U ludzi domena CS jest zaangazowane
w tworzenie kompleksu z biatkiem HSP90 oraz receptorami NB-LRR Nodl (ang. nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 1) i NALP3 (ang. NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3) (Mayor i wsp., 2007, da Silva Correia i wsp., 2007). Domena CS biatka SGT1
oddzialuje z domenami CHORD (ang. cysteine and histidine rich domain), ktére wystepuja w biatku
RARI oraz jego homologach u ssakéw Chpl (ang. CHORD containing protein 1) i meluzynie (Taka-
hashi i wsp., 2003, Sbroggio i wsp., 2008, Hong i wsp., 2013). Oddzialywanie to jest zakonserwowane
zar6wno wérdd roélin jak i ssakéw. Domena CS wystepuje takze w biatkach Chpl oraz meluzynie i
wykazuje aktywno$é antyagregacyjna (Sbroggio i wsp., 2008, Michowski i wsp., 2010). Biatko SGT1
tez wykazuje ta sama aktywno$¢, a ludzki gen kodujacy biatko SGT1 posiada w swoim promotorze
elementy odpowiedzi na szok cieplny (Zabka i wsp., 2008). Nie jest wiadomo jednak czy domena CS
biatka SGT1 jest takze odpowiedzialna za wlasciwosci chaperonowe.

Trzecia domeng biatlka SGT1 jest domena SGS. Nie posiada ona podobienstwa sekwencyjnego
do innych bialek poza ludzkim biatkiem wiazacym kalcykline CacyBP (ang. Calcyclin binding pro-
tein) nalezacym do rodziny bialek wiazacych wapn (Nowotny i wsp., 2000). Strukturalnie domena
ta wykazuje cechy biatka natywnie nieuporzadkowanego. Doskonale jest to widoczne w eksperymen-
tach spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego oraz dichroizmu kolowego (Nowotny i wsp.,

2000). Jednakze, C-terminalny fragment bialka CacyBP, posiadajacy podobiefistwo sekwencyjne do
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domeny SGS biatka SGT1 w kompleksie z kalcykling posiada strukture alfa helikalna. Fragment ten
sktada si¢ z dwéch helis przedzielonych krétka petla. Obie helisy leza niemal w jednej plaszczyznie i
sg utozone pod katem 90°. Istnieje zatem mozliwosé porzadkowania sie domeny SGS pod wplywem
wiazania z innymi biatkami lub w zattoczonym komoérkowym Srodowisku. Sekwencja domeny SGS
w biatku SGT1 z réznych organizmdéw wykazuje najwicksze zachowanie ze wszystkich jego domen
(Azevedo i wsp., 2002). Botér i wspdétautorzy (2007) w pracy dotyczacej struktury i funkeji domeny
CS w odpowiedz obronna na wirusa PVX w tytoniu zidentyfikowali wiele mutacji w obrebie domeny
SGS, ktore powoduja obnizenie poziomu biatka Rx i utrate odpornosci. Wiele z nich byta takze
negatywnie-dominujaca. Zadna z tych mutacji nie powodowala zahamowania oddzialywania z bial-
kiem HSP90. Podobnie jak domena CS domena SGS jest zaangazowana w wiazanie biatka SGT1 do
receptoréw NB-LRR Nodl i NALP3 u ludzi (Mayor i wsp., 2007, da Silva Correia i wsp., 2007). Co
ciekawe, zidentyfikowano rowniez bezposrednie oddziatywania domeny SGS z domenami LRR bialek
nie zwiazanymi w procesy immunologiczne. U drozdzy domena SGS jest zaangazowana w aktywacje
cyklazy adenylanowej Cde35p (ang. cell division control 35) (Dubacq i wsp., 2002) a takze w regu-
lacje dimeryzacji domeny TPR SGT1 poprzez ufosforylowana seryne 361 (Bansal i wsp., 2009b). U
roslin dodatkowo, poza licznymi przyktadami bezposredniego zaangazowania tej domeny w procesy
odpornoéci, wykazano udzial biatka SGT1, poprzez domene SGS, w sygnalizacji zwiazanej z hormo-
nem auksyna (Gray i wsp., 2003). Grupa Prof. Henniga z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie wykazala, ze biatko SGT1 w tytoniu jest zaangazowane w proces relokalizacji receptora
NB-LRR N podczas infekeji wirusem mozaiki tytoniu (Hoser i wsp., 2013). Fosforylacja seryny 358
(numeracja aminokwaséw dla biatka z tytoniu dzikiego) w obrebie domeny SGS jest odpowiedzialna
za ta funkcje.

2.2.2 Budowa i funkcja bialka RAR1

Jak juz wspomniano, biatko RAR1 jest zakonserwowanym biatkiem, wystepujacym u wszystkich
eukariotéw z wyjatkiem drozdzy (Shirasu i wsp., 1999). Sklada sie¢ z dwéch domen: CHORD I (ang.
cysteine and histidine rich domain) oraz CHORD II. Obie domeny wykazuja duze podobienstwo
sekwencyjne do siebie. Domena CHORD posiada okolo 60 aminokwaséow a cale biatko ma mase
okoto 25 kDa. Struktura domeny CHORD II biatka RAR1 oraz domeny CHORD I biatka Chpl
przedstawiona jest na rysunku 2.6. Kazda domena sklada sie z dwéch motywoéw wiazacych cynk.
Wiazanie cynku pelni role strukturalng i umozliwia przyjecie przez domene odpowiedniej konformacji
(Heise i wsp., 2007, Zhang i wsp., 2010a). W obrebie obu domen aminokwasy koordynujace cynk:
sze$é¢ cystein i trzy histydyny sa zakonserwowane u wszystkich bialek z rodziny RAR1. U roslin
dodatkowo pomiedzy domenami CHORD wyodrebniony jest motyw CCCH, ktéry koordynuje jeszcze
jeden atom cynku. Jego rola biologiczna jest jak dotad nie poznana. U ssakow i innych eukariotéw
np. nicienia Caenorhabditis elegans homologi biatka RAR1 posiadaja dodatkowo na C-koncu domeneg
CS tak jak biatko SGT1 (Brancaccio i wsp., 2003). Jednak stopien wzajemnego pokrycia sekwencji
domeny CS z bialek Chpl i meluzyny w stosunku do biatka SGT1 jest niski.
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RAR1 CHORD Il CHP1 CHORD |
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Rysunek 2.6 Poréwnanie struktury przestrzennej domeny CHORD II biatka RAR1 z Arabidop-
sis thaliana (Zhang i wsp., 2010a, pdb: 2XCM) oraz domeny CHORD T ludzkiego biatka Chpl (kod
pdb: 2YRT).

Biatko meluzyna oprocz domeny CS posiada jeszcze dodatkowo potencjalny motyw wiazacy wapn
na C-konicu (Brancaccio i wsp., 2003). U rodlin wydaje sie, ze bialko RAR1 bierze udzial jedynie w
procesach obrony przeciwko patogenom. Mutant Arabidopsis thaliana - rarl z nieaktywnym genem
kodujacym biatko RARI1 nie wykazuje zadnego widocznego fenotypu, ktéry wskazywal by na jesz-
cze inne funkcje jakie mogloby petnié¢ to biatko (Muskett i wsp., 2002). Bialka zawierajace domeny
CHORD sa odpowiedzialne za oddzialywania typu biatko-biatko. Dla biatka RARI u roslin stwier-
dzono oddzialywania z biatkiem HSP90 jak réwniez z biatkiem SGT1 (Takahashi i wsp., 2003). Obie
domeny CHORD sg zdolne do wiazania biatka HSP90 w obrebie domeny N-terminalnej. Natomiast
domena CHORD II dodatkowo oddziatuje z domena CS biatka SGT1. Bialka CHP1 oraz meluzyna
réwniez oddzialuja z biatkami HSP90 i SGT1 (Sbroggio i wsp., 2008, Wu i wsp., 2005). Jednak w
oddzialywaniu zaangazowana jest takze domena CS. Nie jest wiadomo do konica czy wiazanie bialek
CHP1 i meluzyny przebiega w sposéb podobny jak w przypadku biatek RAR1 i HSP90 u roélin, gdzie
znana jest struktura przestrzenna rdzenia kompleksu bialek HSP90 (domena N-terminalna), SGT1
(domena CS) oraz RAR1 (domena CHORD II).

2.3 Funkcja, struktura i dynamika bialek z rodziny HSP90
2.3.1 Funkcja biatek HSP90

Biatko HSP90 nalezy do klasy bialek zwanych bialkami opiekuficzymi (S6ti i wsp., 2005). Jak
wskazuje nazwa, biatka z rodziny HSP90 ,opiekuja” sie innymi biatkami pomagajac im w poprawnym
faldowaniu si¢ (Taipale i wsp., 2010). Jednak w odréznieniu od innych bialek opiekuniczych, ktére
biora udzial w faldowaniu sie tancucha polipeptydowego w trakcie lub niezwlocznie po translacji,
biatka HSP90 sg raczej wymagane na pdzniejszych etapach tego procesu. W normalnych warunkach
fizjologicznych biatko HSP90 stanowi 1-2 % wszystkich bialek w komorce (Borkovich i wsp., 1989).
W czasie stresow ten stosunek moze jeszcze wzrosnaé. Dlatego tez biatka HSP90 sa kluczowe dla

funkcjonowania komérki i zaangazowane sa w wiele procesow komérkowych. Z niektérych ekspery-
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mentéw wynika, ze ok. 20 % wszystkich bialek w drozdzach piekarskich zalezy do biatka HSP90
(http://thebiogrid.org/35923 /summary /saccharomyces-cerevisiae/hsp82.html). Biatko HSP90 kon-
troluje wiele proceséw i oddziatuje z wieloma biatkami, ktore moga modulowaé jego funkcje. Na
stronie internetowej http://www.picard.ch/downloads znajduje sie aktualna lista biatek oddzialuja-
cych z bialtkiem HSP90 oraz lista klientéw biatka HSP90. Do proceséw, w ktére zaangazowane jest
biatko HSP90 naleza miedzy innymi kontrakcja mieéni i ruch komoérkowych poprzez ,opiekowanie
sie” biatkiem miozyny (motora molekularnego odpowiedzialnego za kontrakcje mieéni), wrodzona
odpowiedz immunologiczna: poprzez stabilizacje receptoréw NB-LRR u ludzi i roslin, odbudowa
telomeréw (fragmentéw na konicach chromosoméw odpowiedzialnych za skoficzona liczbe podzialéw
komérki) poprzez stabilizacje podjednostki odwrotnej transkryptazy kompleksu telomerazy, odpowie-
dzi na szok cieplny poprzez oddzialywanie z gléwnym czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym
za transkrypcje genéw zwiazanych ze szokiem cieplnym — HSF1 (ang. heat shock factor 1), infekcje
wirusowg poprzez stabilizacje np. proteazy NS3 z wirusa zapalenia watroby typu C, przekazywanie
sygnaléw wewnatrz komérkowych: poprzez stabilizacje kinaz biatkowych takich jak: ERBB2/HER2
(ang. erythroblastosis oncogene B/human epidermal growth factor receptor 2) czy CDK4 (ang. cell
division control protein 4) oraz onkogennych mutantéw kinaz: BRAF (ang. v-Raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B) (wystepuje w ok. 80 % przypadkéw czerniaka), BCR-ABL (ang. bre-
akpoint cluster region - abelson) (wystepuje w 95 % przewleklych bialaczek szpikowych), EGFR
(ang. epidermal growth factor receptor) i v-Src (ang. viral sarcoma) (Taipale i wsp., 2010). W
zwiazku ze stabilizacja zmutowanych kinaz biatkowych oraz telomerazy HSP90 pelni istotna role w
procesie onkogenezy (Whitesell i wsp., 2005). W ostatnich latach zaprojektowano wiele specyficznych
inhibitoréw biatka HSP90, ktére moga w przysztosci okazaé sie lekiem na raka. Jednym z nich jest
geldanamycyna wyizolowana z bakterii Streptomyces hygroscopicus oraz jej syntetyczne pochodne
(Franke i wsp., 2013). Poniewaz HSP90 pomaga w faldowaniu si¢/stabilizacji duzej grupy kinaz,
biatko HSP90 wydaje sie by¢ interesujacym celem w terapii wielu a nie jednego typu nowotwordw.
7 mechanistycznego punktu widzenia proces faldowania biatka przez biatko HSP90 mozna opisaé
w postaci cyklu (R6hl i wsp., 2013). W kazdym z etapéw cyklu biora udzial ko-chaperony bialka,
ktére beda modulowaty aktywnosé biatka HSP90. Przed zwiazaniem z substratem biatko HSP90 wy-
stepuje w konformacji otwartej, w ktérej domeny N-terminalne nie oddzialuja za soba. W pierwszym
etapie kompleks bialek HSP70 (ang. heat shock protein 70 kDa) i HOP (ang HSP70/HSP90 organi-
zing protein) ze zwigzanym substratem oraz ATP wiaza sie do biatka HSP90. Biatko HOP hamuje
aktywno$é ATPazy biatka HSP90. Poprzez domene TPR, HOP wiagze si¢ z C-terminalnym frag-
mentem MEEVD biatka HSP90. Zatrzymana hydroliza ATP wydaje sie by¢ niezbedna do wigzania
sie kolejnego biatka do kompleksu - biatka z rodziny izomeraz petydylo-proliny (enzym katalizujacy
reakcje isomeryzacji cis-trans wiazania peptydowego zawierajacego proling). W kolejnym etapie na-
stepuje oddysocjowanie bialek HSP70, HOP a przylaczenie bialka AHA1 (ang. activator of HSP90
ATPase). Biatko AHA1 remodeluje konformacje biatka HSP90 tak aby mozliwa byla hydroliza ATP.
Samo biatko AHA1 stymuluje hydrolize ATP najsilniej ze wszystkich poznanych ko-chaperonéw. Po
oddysocjowaniu biatka AHA1 przylacza sie biatko p23, ktore jest inhibitorem ATPazy HSP90. Biatko
p23 utrzymuje konformacje HSP90, ktéra jest zdolna do hydrolizy. Uwaza sie, ze w tym czasie naste-

puje proces dojrzewania zwigzanego substratu, ktory po hydrolizie ATP wraz z pozostalymi biatkami
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kompleksu jest uwalniany. Nie jest jednak do konca wiadomo jak biatka SGT1 i RAR1 moga wplywaé
na cykl faldowania bialtek przez biatko HSP9O0.

2.3.2 Struktura bialka HSP90

Biatko HSP90 tworzy zaréwno in-vitro jak i in-vivo dimery. Wykazano réwniez, ze w wyzszych
temperaturach biatko HSP90 tworzy wyzsze formy oligomeryczne (Nemoto i wsp., 1998, Chadli i
wsp., 1999). Kazda podjednostka dimeru HSP90 sklada sie z trzech domen: N-terminalnej domeny
ATPazy (NTD), érodkowej domeny (MD) oraz odpowiedzialnej za dimeryzacje domeny C-koncowej
(CD) (Pearl i wsp., 2000, Taipale i wsp., 2010, Li i wsp., 2012, Li i wsp., 2013a). N-terminalna
domena o aktywnosci ATPazy nalezy do rodziny GHKL (ang. Gyrase, HSP90, histidine kinase and
MutL). Rodzina ATPaz GHKL charakteryzuje si¢ specyficzna budowa domeny ATPazy ktéra posiada
strukture typu kanapki /8 (Dutta i wsp., 2000). Centralna cze$¢ domeny zajmuje antyréwnolegly
arkusz beta sktadajacy sie z co najmniej czterech wsteg beta otoczony przez trzy helisy alfa. Charak-
terystyczna cecha tej domeny jest fragment pokrywy (ang. ATP lid), ktéry zamyka sie na zwiazanym
nukleotydzie ATP. Ze zwiazanym ADP lub przy braku nukleotydéw fragment ten posiada otwarta
konformacje i nie oddziatuje z ADP lub inng czescia domeny ATPazy. Struktura N-terminalnej do-
meny biatka HSP82 7z drozdzy zwiazana z réznymi zwigzkami przedstawiona jest na rysunku 2.7. W
przypadku HSP90, zwigzane ATP przyjmuje szczegdlna, nietypowa, zgieta konformacje odmiennie
niz w przypadku innych enzyméw wykorzystujacych ATP do reakcji enzymatycznych (Prodromou i
wsp., 1997). Jest to szczegdlnie wazne, gdyz umorzliwia to zaprojektowanie lekéw, ktére wiaza sie
specyficznie do kieszeni wiazacej ATP bialtek z rodziny HSP90. Jak juz wspomniano, do takich inhi-
bitoréw nalezy geldanamycyna oraz jej pochodne (Franke i wsp., 2013). Blokuja one kieszen wiazaca

ATP ale nie zmieniajg konformacji segmentu pokrywy.

HSP82 AMPNP HSP82 ADP HSP82 Geldanamycyna
(S.cerevisiae) (S.cerevisiae) (S.cerevisiae)

Rysunek 2.7 Struktura domeny N-terminalnej biatka HSP82 z drozdzy ze wiazanymi ligandami.
A. Struktura domeny N-terminalnej w kompleksie z AMPPNP (Ali i wsp., 2006, kod pdb: 2CG9).
B. Struktura domeny N-terminalnej w kompleksie z ADP (Prodromou i wsp., 1997, kod pdb: 1AM1).
C. Struktura domeny N-terminalnej w kompleksie z deldanamycyna (Prodromou i wsp., 1997, kod

pdb: 1AH4). Fragment pokrywy zaznaczony jest kolorem czerwonym a zwiazana czasteczka kolorem
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zielonym (atomy wegla). Wykonano na podstawie (Krukenber i wsp., 2011).

Domena NTD po zwiazaniu ATP tworzy dimer z domena NTD drugiej podjednostki biatka HSP90
(Prodromou i wsp., 1997). W strukturze krystalicznej biatka HSP90 z drozdzy w kompleksie z nie-
hydrolizowalnym analogiem ATP (AMP-PNP) i bialkiem Shal (ang. increased sensitivity to ben-
zoquinone ansamycins), dimeryzacja domeny N-terminalnej zachodzi poprzez krétki fragment beta
wstegi (aminokwasy 1-9), ktéra oddziatuje z krawedzia arkusza beta drugiej domeny N-terminalnej
licznymi wiazaniami wodorowymi oraz pierwsza helise alfa (aminokwasy 13-22) (Ali i wsp., 2006).
Po zwiazaniu z AMPPNP nastepuje réwniez przemieszczenie si¢ fragmentu pokrywy, ktéra zakrywa
kieszen wiazaca nukleotydy. Dimeryzacja domeny C-terminalnej zachodzi poprzez utworzenie przez
dwie ostatnie helisy w obu podjednostkach HSP90 wiazki czterech helis. C-terminala domena zawiera
na samym koncu szedcioaminokwasowa sekwencje MEEVD. Do tej sekwencji wiaza sie ko-chaperony
biatka HSP90 poprzez ich domeng TPR. Domena C-terminalna wigze sie takze z antybiotykiem nowo-
biocyna (produktem naturalnym wyizolowanym z bakterii Streptomyces niveus) oraz jej pochodnymi
oraz z cisplatyna (szeroko stosowanym lekiem przeciwnowotworowym) (Marcu i wsp., 2000, Itoh i
wsp., 1999). Domena C-terminalna ma takze dodatkowe miejsce wiazania ATP jednak jego funkcja
jest jeszcze niewyjasniona (SOti i wsp., 2002). Koficowy fragment, zawierajacy negatywnie nalado-
wane aminokwasy bierze tez udzial w wiazaniu substratéw przez biatko HSP90 np. domeny wiazacej
DNA biatka p53 (Hagn i wsp., 2011).

Srodkowa domena bialka HSP90 sklada si¢ z dwéch mniejszych fragmentéw: pierwszy, wickszy
fragment jest domena typu a — 8 — a. Polaczona jest ona poprzez, krétki alfa helikalny fragment
z mniejszym fragmentem réwniez o strukturze typu e — § — a. Domena $rodkowa jest uwiklana w
wiazanie substratéw przez biatko HSP90 (Hagn i wsp., 2011, Street i wsp., 2011). Negatywnie natado-
wane aminokwasy w obrebie domeny $rodkowej sa odpowiedzialne za wiazanie si¢ z domena wiazaca
DNA biatka p53 (Hagn i wsp., 2011). Srodkowa domena jest réwniez odpowiedzialna za wigzanie sie
takze z fragmentem A131A nukleazy z bakterii Staphylococcus (Street i wsp., 2011). Jest to modelowe
biatko do badania oddzialywania substratu z biatkiem HSP90. Wiazanie fragmentu A131A powoduje
zmiany konformacyjne polegajace na zblizeniu do siebie obu podjednostek biatka HSP90. Roéwniez
w przypadku wiazania domeny wiazacej ligand receptora glikosteroidu zaangazowana jest domena
srodkowa wraz z domeng N-terminalna (Lorenz i wsp., 2014). Dzieki naladowanym aminokwasom
domena $rodkowa neutralizuje ladunek na powierzchni substratu zapobiegajac jego agregacji. Srod-
kowa oraz N-terminalna domena sa takze odpowiedzialne za wiazanie biatka Tau (Karagoz i wsp.,
2014). Bialko Tau jest bialkiem natywnie nieuporzadkowanym bioracym udzial w transporcie ze-
laza oraz pelniacym role w determinowaniu struktury filamentéw mikrotubularnych w komérkach
nerwowych. Nadmierna fosforylacja biatka Tau prowadzi do jego nadmiernej agregacji, co moze by¢
jedna z przyczyn powstawania choroby Alzheimera (Ballatore i wsp., 2007). Bialo HSP90 oddzialuje
z fragmentem biatka Tau, ktéry jest najbardziej podatny na agregacje i najbardziej hydrofobowy
w calym biatku Tau. O ile bialka natywnie nieuporzadkowane nie sg substratami dla chaperonéw,
wydaje sie, ze to hydrofobowy charakter powtorzen decyduje o zdolnosci oddziatywania biatka Tau
z biatkiem HSP90.
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2.3.3 Dynamika konformacyjna biatka HSP90

Z badan krystalograficznych wynika, ze biatko HSP90 w zaleznosci od zwiazanego nukleotydu lub
jego braku moze przyjmowaé wiele konformacji (Krukenberg i wsp., 2011). Na rysunku 2.8 przed-
stawione sa struktury bakteryjnego biatka HtpG z FE.coli (konformacja otwarta) oraz drozdzowego
biatka HSP82 w kompleksie z AMPPNP i biatkiem Sbal (konformacja zamknigta). W konformacji
zamknietej domeny N-terminalne oddzialuja ze soba (Ali i wsp., 2006). Podobna konformacje przyj-
muje ludzkie mitochondrialne biatko HSP90-TRAP1 w kompleksie z analogami ATP (Lavery i wsp.,
2014). Jednak w odréznieniu od struktury drozdzowego biatka HSP90, wydaje sie, ze obie podjed-
nostki maja inna konformacje $wiadczaca o ztozonym procesie hydrolizy ATP przez biatko HSP90.
Jest to zgodne z wynikami eksperymentéw, w ktérych wykazano, ze jedna czasteczka biatka AHA1
wystarczy do aktywacji dimeru HSP90 (Retzlaff i wsp., 2010). Izoforma biatka HSP90 z retikulum
endoplazmatycznego, bialko GRP94 w kompleksie z AMPPNP przyjmuje konformacje zamknieta
(Dollins i wsp., 2007). Jednak w odréznieniu od drozdzowego biatka HSP90 N-terminalne domeny
nie oddzialuja ze soba i aby przyja¢ konformacje zdolna do hydrolizy ATP musi doj$¢ do obrotu
N-terminalnej domeny o 90° oraz obrotu domeny $rodkowej wzgledem C-terminalnej. W przypadku
struktury biatka HtpG z E.coli (analoga HSP90) otrzymanej za pomoca krystalografii rentgenow-
skiej, biatko ma konformacje otwarta, w ktérej domeny N-terminalne nie oddziatuja ze soba a cale
biatko ma ksztalt litery V (Shiau i wsp., 2006).

Konformacja otwarta Konformacja zamknieta
HtpG (E.coli) Hsp82 (S.cerevisiae)

Rysunek 2.8 Struktura biatka HSP90. A. Struktura krystalograficzna biatka HtpG z E.coli bez
zwiazanych nukleotydéw (Shiau i wsp., 2006, kod pdb: 2I10Q). B. Struktura przestrzenna bialka
HSP82 z drozdzy w kompleksie z AMPPNP i Sbal (Ali i wsp., 2006, kod pdb: 2CG9). Na rysunku
widoczny jest tylko dimer biatka HSP82.

Jeszcze inna konformacje ma biatko HtpG w kompleksie z ADP (Shiau i wsp., 2006). Biatko
HtpG ma konformacje podobna do litery U a domeny N-terminalne nie oddzialuja ze soba. W
eksperymentach mikroskopii elektronowej zaobserwowano alternatywna konformacje biatka HtpG w

kompleksie z ADP. Konformacja ta rézni sie zasadniczo od tej zaobserwowanej w krysztale. W
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tej konformacji domena N-terminalna jest obrécona o kat 90°w stosunku do pozycji tej domeny
w strukturze krystalograficznej tak, ze cala podjednostka ma ksztalt litery L. Z drugiej strony, w
kompleksie z ADP, biatko GRP94 ma taka sama konformacje jak w kompleksie z AMPPNP (Dollins
i wsp., 2007).

W roztworze biatko HSP90 wystepuje w réwnowadze konformacyjnej pomiedzy konformacja za-
mknigtg. 7 eksperymentéw SAXS wynika, ze biatko HtpG ma konformacje otwartg, nieco inng niz ta
zaobserwowana w krysztale, w ktorej kat utworzony przez podjednostki w dimerze jest duzo wiekszy
(Krukenberg i wsp., 2008). Jednoczesnie w kompleksie z AMPPNP, biatko HtpG w roztworze wy-
stepuje w réwnowadze, pomiedzy otwarta konformacja (zaobserwowana w roztworze) a konformacja
zamknieta analogiczna jak dla biatka HSP90 w kompleksie z AMPPNP i biatkiem Sbal. Co ciekawe
w przypadku homologéw HSP90 z drozdzy i czlowieka, réwnowaga jest zalezna od gatunku (South-
worth 1 wsp., 2008). Dla ludzkiego biatka HSP90«, niezaleznie od zwiazanego nukleotydu, réwnowaga
ta jest mocno przesunieta w strone konformacji otwartej. W przypadku drozdzowego biatka wiaza-
nie AMPPNP, powoduje przesuniecie rownowagi w strone konformacji zamknigtej, podobnie jak dla
biatka HtpG. Natomiast kompaktowa konformacja ze zwigzanym ADP wystepuje dla drozdzowego i
ludzkiego homologa na bardzo niskim poziomie.

Na rownowage konformacyjna maja wplyw czynniki zewnetrzne takie jak pH czy tez stezenie
osmolitéw (Krukenberg i wsp., 2009a, Street i wsp., 2010). Zwiazanie klientéw, réwniez powoduje
przyjecie konformacji zamknietej (Street i wsp., 2011). Réwnowaga konformacyjna, odzwierciedla
male réznice energetyczne pomiedzy kolejnymi punktami w cyklu konformacyjnym biatka HSP9O0.
Pozwala to na kontrolowanie poszczegdlnych etapéw cyklu za pomoca ko-chaperonéw by zapewnié
mozliwie jak najbardziej efektywne dzialanie kompleksu biatka HSP90. Podsumowujac, niezaleznie
od gatunku biatko HSP90 w roztworze wystepuje w réwnowadze pomiedzy konformacjami, a sama
rownowaga zalezy od gatunku jak réwniez Srodowiska. Rdéznice moga wynikaé z przede wszystkim
z réznych warunkow zycia wymienionych wyzej organizméw i szybkosci, z jaka musza reagowaé na
zmiany $rodowiska. Drozdze i bakterie E.coli musza szybciej reagowaé na zmienne $rodowisko. Wy-
daje sie takze uzasadnione stwierdzenie, ze réznice w skomplikowaniu proteomu pomiedzy prostym
organizm jak F.coli a skomplikowanym ludzkim organizmem moga dyktowaé rézne zachowanie sig
biatka HSP90. W toku ewolucji biatko HSP90, stalo sie bardziej biatkiem regulatorowym wplywaja-

cym na metastabilng konformacje bialek-klientow niz bialkiem odpowiedzi na stres.

2.4 Struktura i funkcja domen z rodziny TPR
2.4.1 Struktura domeny TPR

Powtérzenia typu TPR (ang. tetratricopeptide repeats) naleza do klasy domen biatkowych cha-
rakteryzujacych sie modulowym wystepowaniem, podobienstwem sekwencyjnym oraz strukturalnym
i poéredniczacych w oddzialtywaniach typu biatko-biatko. Powtorzenia typu TPR charakteryzuja sie
34 aminokwasowa dlugoscia pojedynczego segmentu i wystepuja w liczbie 3-16 segmentéw (D’Andrea
i wsp., 2003, Zeytuni i wsp., 2012). Kazde powtdrzenie sklada si¢ z dwoch helis: A i B przedzie-
lonych skretem. Powtdrzenia TPR charakteryzuja sie ograniczonym podobienstwem sekwencyjnym.
Jedynie sekwencja kilku aminokwaséw jest zakonserwowana w 100 % a dodatkowo kilka pozycji w

sekwencji wykazuje tendencje do zakonserwowania charakteru fizykochemicznego aminokwasu. W
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obrebie pojedynczego segmentu TPR aminokwasy 4, 7, 8, 11, 20, 24, 27, 32 wykazuja wspomniane
zakonserwowanie. W pozycji 8 wystepuje alanina lub glicyna a w 20 i 27 alanina i sa to najbardziej
zakonserwowane aminokwasy w sekwencji pojedynczego powtérzenia TPR. W pozycjach 4, 7, 11 oraz
24 najczesciej wystepuja duze hydrofobowe aminokwasy, a w pozycji 32 (w obrebie skretu laczacego
dwa powtérzenia) czesto znajduje sie aminokwas destabilizujacy strukture helisy alfa np.prolina. Na
rysunku 2.9 przedstawiona jest struktura biatka CTPR2 skladajaca sie z dwoch powtérzen TPR o

konsensusowej sekwencji oraz helisy solwatujacej (Main i wsp., 2003).

180°

W4 L7 GS Y11 A20 Y24 A27 P32
A B

Rysunek 2.9 Struktura powtérzenia TPR. Struktura biatka CTPR2 (Main i wsp., 2003, kod
pdb: 1NA3) skladajacego si¢ z dwoch powtérzen TPR oraz helisy solwatujacej. Na schemacie i
strukturze zaznaczone sa miejsce wystepowania najbardziej zakonserwowanych aminokwaséw. Ry-

sunek wykonano na podstawie (D’Andrea i wsp., 2003).

Dwie helisy A i B w obrebie pojedynczego segmentu TPR tworza motyw typu helisa-zwrot-helisa.
Kat pomiedzy tymi dwoma helisami wynosi okoto 24°. Takie wzajemne ulozenie helis powoduje, ze
kazde kolejne powtérzenie TPR jest obrocone wzgledem poprzedniego rowniez o 24°, tworzac prawo-
skretng superhelise (Das i wsp., 1998, Kajander i wsp., 2007). W strukturze przestrzennej domeny
TPR sktadajacej si¢ z kilku powtorzen mozna zidentyfikowaé¢ dwie powierzchnie zdolne do tworzenia
oddzialywan z innymi makromolekutami. Jedna z nich jest utworzona z helis A pochodzacych od
kilku powtorzen TPR i stanowi wklesta strone domeny TPR. Druga powierzchnia znajduje si¢ po
przeciwnej stronie i posiada przeciwna, wypukta topologie, utworzona jest zaréwno przez helisy A
i B z kilku powtorzen TPR. Obecnie w bazie danych Protein Data Bank PDB znajduje sie ponad
100 zdeponowanych struktur zawierajacych powtorzenia TPR. Charakterystyczna cecha wielu z nich
okazalo si¢ wystepowanie dodatkowej helisy na C-koncu domen TPR, ktéra jak si¢ uwaza ma za

zadanie stabilizowaé calg strukture i zwiekszaé rozpuszczalno$é catego bialka.
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Rysunek 2.10 Przyklady struktur biatek skladajacych sie z powtérzen TPR. A. Dimeryzacja
biatka MamA (Zeytuni i wsp., 2011, kod pdb: 3AS5) B. Wiazanie peptydu MEEVD biatka HSP90
przez bialko domene TPR2A biatka HOP (Scheufler i wsp., 2000, kod pdb: 1ELR) C. Superhelisa
utworzona przez biatko CTPRS8 (Kajander i wsp., 2007, kod pdb: 2HYZ) D. Struktura kompleksu
biatka PEX5 z peptydem PST1. Na mniejszym rysunku przedstawiony jest mechanizm klamry
wiazacej grupe karboksylowa peptydu PST1 (Sampathkumar i wsp., 2008, pdb: 3CVP) E. Struktura
dimeru biatka Cut9 w kompleksie z fragmentem biatka Henl (Zhang i wsp., 2010b, pdb: 2XPT).
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Wraz z zidentyfikowaniem coraz wiekszej liczby biatek zawierajacych powtérzenia TPR oraz po-
znanych struktur przestrzennych wielu domen TPR stalo sie¢ mozliwe zaprojektowanie konsensuso-
wego powtérzenia TPR, ktére mogloby zosta¢ uzyte jako rusztowanie do projektowania specyficznych
struktur biatkowych i modulowania oddzialywan pomiedzy nimi. Pierwsze zaprojektowane w ten
spos6b biatko nazwano CTPR (ang. consensus TPR domain) (Main i wsp., 2003). Zaprojektowane
biatko CTPR3 ma duzo wigksza stabilno$¢ termiczna niz biatko PP5. Z badan konformacyjnych tych
biatek wykonanych metoda spektroskopii dichroizmu kotowego wynika, ze temperatura topnienia dla
domeny TPR biatka PP5 wynosi 47°C w poréwnaniu do 83°C dla biatka CTPR3. Kajander wraz ze
wspolpracownikami (2007) skonstruowali biatka zawierajace 8 (CTPRS) oraz 20 (CTPR20) powté-
rzen TPR bazujacych na konsensusowej sekwencji zaproponowanej przez Main i wsp., (2003) oraz
okresli ich strukture przestrzenng w krysztale za pomoca dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego.
Biatka CTPRS8 i CTPR20 posiadaja strukture superhelisy.

2.4.2 Funkcje bialek zawierajacych powtérzenia TPR

Jak juz bylo wspomniane wyzej domeny bialkowe zlozone z kilku powtérzen aminokwasowych
biora udzial przede wszystkim w oddzialywaniach bialko-biatko (Zeytuni i wsp., 2012). Do najbar-
dziej znanych przyktadéw naleza biatka ko-chaperony wiazace si¢ z C-terminala domeng biatek z
rodziny biatek szoku cieplnego: HSP70 i HSP90. Wiaza one zakonserwowany motyw aminokwasowy:
MEEVD w przypadku biatka HSP90 i IEEVD w przypadku biatka HSP70. Przyktadem biatka wiaza-
cego oba biatka HSP jest bialko HOP (ang. HSP organizing protein) (Scheufler i wsp., 2000). Biatko
HOP zawiera trzy odrebne domeny TPR: TPR1, TPR2A i TPR2B. Domena TPR1 wiaze biatko
HSP70, a domena TPR2A biatko HSP90. Charakterystyczna cecha dla obu domen jest wystepowanie
zakonserwowanych aminokwaséw tworzacych rodzaj klamry na grupach karboksylowych ostatniego
kwasu asparaginowego w motywie EEVD i oddziatujacych poprzez oddzialywania elektrostatyczne.
Do ko-chaperonéw biatka HSP90, zawierajacych powtérzenia TPR, naleza réowniez takie biatka jak
CHIP (ang. C terminus of HSP70 interacting protein) czy UNC-45 (ang. uncoordinated 45) (Ta-
ipale i wsp., 2010, Murata i wsp., 2001). Ko-chaperony z rodziny UCS (ang. UNC-45/CRO1/Shedp
proteins) biora udzial w poprawnym faldowaniu sie¢ domeny ATPazy motoru molekularnego mio-
zyny (Hutagalung i wsp., 2002). Biatka TOM70 (ang. translocase of outer membrane 70 kDa) oraz
TOC64 (ang. translocon at the outer envelope of chloroplast 64 kDa) wchodza w sklad komplekséw
bioracych udzial w transporcie bialek do mitochondriéw oraz chloroplastow. W proces ten zaanga-
zowane sg takze biatka z rodziny HSP90. Poprzez oddziatywania z domeng TPR bialek translokonu,
biatka HSP90 kieruja biatko celowe (majace by¢ skierowane do mitochondrium lub chloroplastu) do
kanalu transportujacego bialko przez zewnetrzna blone organellum (Schleiff i wsp., 2011). Wazna
rodzing bialek charakteryzujacych sie posiadaniem domeny TPR i oddzialujace z biatkiem HSP90 sa
immunofiliny- bialtka wigzace leki immunosupresyjne takie jak: cyklosporyna A-wigzana przez bialko
CyP40 (ang. cyclophilin D 40 kDa), czy FK506 wiazane przez bialtka FKBP51 i FKBP52 (ang.
FK506 binding protein 51k Da/52 kDa) (Ratajczak i wsp., 2003). Immunofiliny funkcjonalnie na-
leza do izomeraz peptydyloprolinowych czyli enzyméw, ktore katalizuja reakcje izomeryzacji cis-trans
proliny w tancuchu polipeptydowym.

Innym ciekawym przykladem wiazania ligandu przez domeny TPR jest bialko PEX5 (ang. Pe-
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roxin 5) (Stanley i wsp., 2006, Sampathkumar i wsp., 2008). Bialko PEX5 jest zaangazowane w
transport bialek do peroksysomu poprzez wiazanie do peptydu sygnalnego PST1. Peptyd sygnalny
PST1 zawiera zakonserwowany fragment tréj-aminokwasowy o sekwencji SKL (lub mniej zakonserwo-
wanej sekwencji SHL lub AKL). Peptyd PST1 jest wiazany w charakterystyczny sposéb. C-koncowy
tancuch boczny tworzy wiazania hydrofobowe a C-terminalna grupa karboksylowa tworzy wiaza-
nia elektrostatyczne w podobny sposéb jak w przypadku biatka HOP i peptydow z bialek HSP
poprzez mechanizm klamry. Oprécz specyficznych oddziatywan z grupami bocznymi kilka reszt ami-
nokwasowych asparaginy tworzy wiazanie z tancuchem gtéwnym peptydu PST1. Opisane powyzej

oddzialywania zilustrowane zostaly na rysunku 2.10.

2.4.3 Oligomeryzacja domen TPR

W przypadku kilku bialek zawierajacych domeny TPR zaobserwowano ich oligomeryzacje za-
chodzaca dzieki oddzialywaniom domen TPR. Pierwszym bialtkiem, dla ktérego zaobserwowano ten
efekt bylo biatko Cut9 (ang. cell untimely torn protein 9) z drozdzy Schizosaccharomyces pombe
wchodzace w sktad kompleksu APC (ang. annaphase promoting complex) - kompleksu zaangazo-
wanego w przejécie komérki z metafazy do anafazy podczas podzialu komérkowego (Zhang i wsp.,
2010b). Kompleks APC jest ligaza ubikwityny E3, ktéra odpowiedzialna jest za degradacje bialek
zaangazowanych w cykl komérkowy (Peters 2006). Biatko Cut9 praktycznie w calosci sklada si¢ z
14 powtérzen TPR i mozna je strukturalnie podzieli¢c na dwie czesci, kazda po 7 powtérzen. N-
terminalna czes¢ odpowiedzialna jest za homodimeryzacje, natomiast C-terminalna bierze udzial w
wiazaniu biatka Henl (ang. high copy suppressor of cut9 protein 1). Biatko Cut9 tworzy struk-
ture typu ,V” gdzie dimer domen N-terminalnych stanowi centrum kompleksu. Innym ciekawym
biatkiem, ktére ulega homo-oligomeryzacji jest biatko MamA (ang. magnetosome protein A) wy-
stepujace w bakteriach magnetotaktycznych takich jak: Magnetospirillum magneticum AMB-1 oraz
Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-~1 (Matsunaga i wsp., 2003, Taoka i wsp., 2006). Bakterie
magnetotaktyczne charakteryzuja si¢ wystgpowaniem specjalnego organellum zwanego magnetoso-
mem, sktadajacego sie¢ z nanokrystalicznego tlenku zelaza FesO4 w formie magnetytu lub siarczku
zelaza FegS, w formie greigitu, otoczonego btong komérkowa z wbudowanymi biatkami oraz innymi
biatkami wchodzacymi w sklad macierzy biatkowej (rusztowania) magnetosomu (Blakemore 1975,
Matsunaga i wsp., 2003). Magnetosomy w bakterii ulozone sg liniowo tworzac dipol magnetyczny
pozwalajacy orientowaé sie bakterii wzgledem pola magnetycznego. Bialko MamA jest 22-24 kDa
biatkiem skladajacym sie z pieciu powtérzen TPR oraz jednego domniemanego powtérzenia TPR
na N-koncu. Pigé¢ powtérzen TPR tworzy prawoskretna superhelise znieksztalcona w stosunku do
superhelisy biatka CTPRS8 (Zeytuni i wsp., 2011). Struktury bialek: Cut9, MamA oraz CTPRS

przedstawione sg na rysunku 2.10.

2.4.4 Zastosowanie domen TPR w inzynierii biatkowej

Powtoérzenia TPR z racji swojej struktury przestrzennej, modularnej budowy, wigzania ligandéw
oraz stosunkowo tatwych metod ich ekspresji i oczyszczania stanowia doskonaty obiekt dla inzynierii
biatkowej. Jednym z pierwszych zastosowan domen TPR w inzynierii biatek byto zaprojektowanie

yinteligentnego” hydrozelu. Grupa prof. Lynne Regan z Yale University zaprojektowata hydrozel
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sktadajacy sie z trzech powtérzen TPR wiazacych peptyd o sekwencji DESVD (przedzielonych do-
meng TPR réwniez o dtugosci trzech powtdrzen ktéra nie wigzala ligandu (Grove i wsp., 2010, Grove
i wsp., 2012). Tak powstale bialko sktadajace sie w sumie z 6 powtérzonych domen TPR (trzy
wiazace 1 trzy nie wiazace, lacznie 18 powtdrzenn motywu TPR) tworzylo hydrozel, przy stezeniu
wagowo-objetosciowym 1 %, po dodaniu modyfikowanego 4 ramiennego polimeru na bazie glikolu
polietylenowego zawierajacego peptydowy ligand dla domeny TPR w stosunku 1:2 powtorzen wiaza-
cych peptyd do ligandu. Zaleta takiego podejscia bylo ograniczenie sie jedynie do zmieszania dwéch
skladnikéw zelu bez udzialu zadnych modyfikacji chemicznych, pH, stanu redoks. Proces sieciowania
zachodzil spontanicznie w temperaturze pokojowej i nie byt zaklécony poprzez dodanie serum z 7 %
surowicza albuming wolu. Hydrozel TPR wykazywal dobre wtasciwosci lepko-sprezyste typowe dla
biologicznych materiatéw. Zmierzony reometrycznie modut magazynowania G’ wyniést 270 Pa co
odpowiada wtasciwosdciom elastycznym 5 % zelu poliakrylamidowego oraz 15 % zelatynie. Sita wia-
zania peptydu do domeny TPR zalezna jest od sily jonowej. Dzieki zmianie stezenia soli w roztworze
mozna kontrolowaé erozje hydrozelu. Hydrozel TPR nastepnie wykorzystano do przygotowania no-
$nika leku — doksorubicyny oraz eksperymentalnego leku C9 (pochodna 7-azapterydyny), inhibitora
biatka HSP90. Tempo uwalniania leku jest zalezne od stezenia zelu jak réwniez sity jonowej. Wraz
ze wzrostem sily jonowej, czas uwalniania leku staje sie krotszy co odzwierciedla stabilnosé zelu w
zaleznosci od sily jonowej. Zel TPR skutecznie uwalania C9 do hodowli komérkowej i zabija HER-2

pozytywne komorki raka piersi BT-474 (Grove i wsp., 2012).
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2.5 Wybrane metody badania struktury przestrzennej makromolekul -

podstawy teoretyczne

Wszystkie organizmy zywe, poczawszy od prostych bakterii i archeonéw a konczac na cztowieku
opieraja swoje funkcjonowanie na skomplikowanych i $cisle ze soba powiazanych procesach bioche-
micznych zachodzacych w podstawowe] jednostce organizacyjnej jaka jest komorka. Za poczatki zycia
na Ziemi uwaza sie pojawienie samoreplikujacych sie czasteczek kwasu rybonukleinowego — tak jak
glosi teoria $wiata RNA (ang. RNA world) (Alberts i wsp., 2002, Robertson i wsp., 2012). Réw-
niez podstawowe reakcje biochemiczne najpierw mialy byé przeprowadzane przez czasteczki RNA z
czasem jednak pojawily sie bardziej wydajne i sprawniejsze makromolekuly skladajace sie z amino-
kwasow — biatka. Stopniowo wypieraly one z pelnienia réznych procesoéw biologicznych czasteczki
RNA, choé w obecnych organizmach zywych wiele bardzo waznych proceséw biologicznych takich
jak choéby synteza bialtka czy splicing — czyli skladanie czasteczek informacyjnego RNA jest nadal
katalizowane przez RNA (Alberts i wsp., 2002). Roéwniez jako noénik informacji genetycznej cza-
steczki RNA zostaly zastapione przez czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego. O zyciu decyduja
wiec trzy rodzaje makromolekul: kwas rybonukleinowy — RNA, deoksyrybonukleinowy - DNA oraz
biatka. Poznanie ich funkcji ma wiec fundamentalne znaczenie na zrozumienie podstawowych pro-
ceséw zachodzacych we wszystkich organizmach zywych. Wymienione wyzej czasteczki posiadaja
strukture trojwymiarowa, ktéra definiuje ich funkcje. Poznanie ich struktury oraz dynamiki jest wiec
bardzo wazne nie tylko z punktu widzenia nauk podstawowych, ale rowniez z powodu mozliwosci
wykorzystania ich w wielu dziedzinach jak np. medycyna, bioinzynieria czy inzynieria materiatowa.

Na poczatku XX wieku naukowcy wciaz byli podzieleni co do pogladu na temat atomowej struk-
tury materii. Wyjaénienie na gruncie nowej teorii kwantéw efektu fotoelektrycznego przez Alberta
Einsteina czy promieniowania ciala doskonale czarnego przez Plancka potwierdzily korpuskularna
nature $wiatta. Dopiero kilka lat po tych odkryciach, do$wiadczenia wykonane przez uczniéw Ar-
nolda Sommerfelda - Paula Knippinga i Walter Friedricha a zaproponowane przez Maxa von-Lauego
potwierdzily, ze krysztaly skladaja sie z periodycznie ulozonych atoméw lub czasteczek (Friedrich i
wsp., 1913). Max von Laue postuzy? si¢ odkrytym w 1895 roku przez Roentgena promieniowaniem X.
Réwnoczesnie Sir William Henry Bragg wraz z synem Sir Williamem Lawrencem sformulowali stynne
prawo dyfrakcji promieniowania na periodycznie utozonych plaszczyznach nazwane od nazwiska ich

odkrywcéw prawem Bragga (Bragg 1913):
n\ = 2dsin (0) (2.1)

gdzie: n — rzad ugiecia, liczba catkowita ograniczona od géry zaleznoscia sin(6) < 1, A — dlugosé
fali promieniowania , d — odlegto$¢ pomiedzy plaszczyznami w sieci krystalicznej.

Wszystkie te odkrycia pozwolily na poznanie najpierw struktury przestrzennej prostych zwiazkéw
nieorganicznych takich jak NaCl, KCI, KI czy tez niektérych metali. Nastepnie okreslono strukture
bardziej zlozonych zwiazkéw nieorganicznych takich jak MgAl,O4 czy CaCOs. Pierwszym zwiaz-
kiem organicznym, ktérego strukture przestrzenna okreslono za pomoca dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego byla urotropina. Jej strukture rozszyfrowano w 1923 roku (Dickinson i wsp., 1923).

Dorothy Crowfoot Hodgkin pracowala nad struktura waznych czasteczek biologicznych takich jak
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cholesterol, penicylina czy witamina B12 (Carlisle i wsp., 1945, Crowfoot i wsp., 1949, Hodgkin i
wsp., 1955). Pierwszym bialkiem, ktérego struktura zostala rozwiazana byla mioglobina z migéni
kaszalota otrzymana w 1958 roku przez Sir Johnego Kendrew (Kendrew i wsp., 1958). W 1960 roku
Max Perutz rozwiazal strukture czasteczki hemoglobina z krwi konia (Perutz i wsp., 1960). Obaj byli
pracownikami laboratorium Medical Research Council przy laboratorium Cavendisha na Uniwersy-
tecie w Cambridge w Wielkiej Brytanii. Za swoje odkrycia zostali uhonorowani Nagroda Nobla w
dziedzinie chemii w 1962 roku. W tym samym roku Maurice Wilkins, Francis Crick i James Watson
otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny za odkrycie struktury czasteczki kwasu deoksy-
rybonukleinowego (Watson i wsp., 1953). Wilkins, Crick i Watson postuzyli sie réwniez dyfrakcja
promieniowania rentgenowskiego, jednakze nie na pojedynczych krysztalach a na wléknach w celu
rozszyfrowania struktury podwdjnej helisy DNA. Z tego samego laboratorium co Perutz, Kendrew,
Crick i Watson wywodzi sie réwniez jeden z twércéw metody transmisyjnej mikroskopii elektrono-
wej, laureat Nagrody Nobla z dziedziny chemii w 1982 roku Aaron Klug. Klug jako pierwszy ustalit
strukture przestrzenna wirusa mozaiki tytoniu, byl jednym z tworcéw krystalografii elektronowej oraz
jako pierwszy okreslil strukture nukleosomu (Klug i wsp., 1960, Richmond i wsp., 1984). Wiekszos¢
ze wspomnianych wyzej naukowcdéw byla z wyksztalcenia fizykami, a ich osiagniecia wskazuja na
istotne powiazanie fizyki i biologii nie tylko jesli chodzi o opracowanie metod badawczych ale réwniez
na unikatowe spojrzenie dzigki ktéremu udato im sie rozwiazaé jedne z najwazniejszych pytan biologii
molekularnej.

W ponizszych rozdzialach zostana opisane podstawy teoretyczne stosowanych przeze mnie metod
eksperymentalnych ze szczegdlnym uwzglednieniem metod obliczeniowych stosowanych w analizie

wynikow.

2.5.1 Oddzialywanie promieniowania z materig

Promieniowanie rentgenowskie (nazywane tez promieniowaniem X) jest promieniowaniem elektro-
magnetycznym o dlugosci fali A od 100 A (miekkie promieniowanie rentgenowskie) do 0.1 A (twarde
promieniowanie rentgenowskie) i miesci sie w zakresie pomiedzy promieniowaniem UV a promieniowa-
niem v, powstajacym podczas reakcji jadrowych. Tak jak kazde promieniowanie elektromagnetyczne,
fotony promieniowania rentgenowskiego poruszaja sie z predkoscia 299 792 km/s w prézni, a zwiazek

pomiedzy energia wyrazona w keV a dlugoscia fali w A definiuje nastepujacy wzér:

A\ { } _he  12.398

Al =% = T (2.2)

gdzie: h — stata Plancka —6.62606957(29) - 10 34 J.s , ¢ — predkoéé $wiatta w prézni, E — energia
fotonu.

Charakterystyczna cechg promieniowania rentgenowskiego jest wspotczynnik zalamania rowny 1
z doktadnoécia do 10~° dla znanych nam materiatéw. Jest to jednoznaczne z tym, iz nie jestedmy w
stanie zbudowa¢ odpowiednich soczewek w celu skupiania lub rozpraszania promieniowania rentge-
nowskiego, tak jak jest to mozliwe dla widzialnego spektrum promieniowania elektromagnetycznego
czy tez elektronéw i neutronéw. Nie istnieje wiec mikroskop mogacy powiekszaé¢ obiekty o rozmia-

rach atomowych za pomoca promieniowania rentgenowskiego. Nie mniej jednak naukowcy wynalezli
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szereg innych metod badawczych za pomoca, ktorych jesteSmy w stanie zobaczy¢ materie w skali
atomowej.

Promieniowanie rentgenowskie moze oddzialywa¢ z materia w dwojaki sposéb: poprzez rozpra-
szanie elastyczne (bez zmian dlugosci fali) i nieelastyczne (nastepuje zmiana dtugosci fali) oraz moze
zostaé zaabsorbowane przez atom, wzbudzajac go do wyzszego stanu energetycznego. Po absorpcji,
w wyniku powrotu do stanu podstawowego nastepuje emisja promieniowania, charakterystyczna dla
danego atomu i energii zaabsorbowanego fotonu. Do badania struktury przestrzennej biomolekut
znalazlo zastosowanie gléwnie rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego. Roéwniez w swoich ba-
daniach postugiwalem sie glownie promieniowaniem w zakresie promieniowania rentgena, dlatego w

dalszej czesci pracy skupie sie na opisie teoretycznym tego procesu.

2.5.2 Rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego przez atom

Poniewaz dtugosé promieniowania rentgenowskiego jest poréwnywalna z rozmiarami atomu wiazka
promieniowania bedzie rozpraszana przez elektrony atomu i ulegata interferencji. Na rysunku 2.11
pokazany jest schemat ukladu odniesienia. Oznaczenie w tekscie odnosza si¢ do elementéw na rysunku
2.11.

Fala padajaca jest fala ptaska o wektorze falowym o dilugoéci k, = 27/A. Fala rozproszona pod
katem 26 scharakteryzowana jest przez wektor falowy o dlugosci k., = 2w/A. Roéznica drég dwdch
fal rozproszonych przez elementy atomu: jeden w poczatku uktadu wspélrzednych O oraz drugi w
punkcie 7;, jest réwna sumie dwéch odcinkéw AO oraz OB. Roznica drég pomnozona przez stosunek
27/ jest réwna réznicy faz. Z rysunku 2.11 widaé, ze tak zdefiniowana réznica faz miedzy dwoma

rozproszonymi falami jest réwna iloczynowi skalarnemu:

A6 (1)) = 75 (Fr = ) = 104] + 0B (2.3)

Réznica faz powoduje, ze fale rozproszone przez elektrony, atomu bedg ulegaly interferencji. Am-

plitude rozpraszania przez N centrow rozpraszania mozemy zapisa¢ w postaci nastepujacego wzoru:

A= A exp (i7)5)) (2.4)
i=1
gdzie: ffj jest amplitudg rozpraszanie przez j-te centrum rozpraszania, s; = ET — Ep jest wektorem
rozpraszania o dlugoéci |5;| = 47” sin (0) , 20 - jest katem rozpraszania.
Aby otrzymaé wzér na fale rozproszong przez dany obiekt nalezy rozwigzaé¢ réwnanie falowe
(Landau i Lifszyc 1985, Feigin i Svergun 1987):

[A+E+ve (D) (7)) =0 (2.5)

gdzie: A- operator Laplace’a, k, = 2m/X\ wektor falowy fali padajacej, v — jest parametrem opisu-
jacym site oddzialywania fali padajacej z polem skalarnym ¢ (7). Pole ¢ () w zaleznosci od natury
fali moze by¢ gestoscia elektronows, gdy rozpraszaniu ulega promieniowanie rentgenowskie czy tez
gestoscig jadrowa gdy rozpraszaniu ulegaja neutrony i opisuje ciagly rozktad centréw rozpraszania w

przestrzeni. Rozwigzaniem powyzszego réwnania jest superpozycja fal rozproszonych " (7) bedacych
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falami sferycznymi oraz fali padajacej ¥P(7), ktéra nie ulegla rozproszeniu, zgodnie z zasada Huy-
gensa-Fresnela, gdy badamy interferencje fal w odlegloéci ¥ > 7 oraz pominiemy ponowne ugiecie

fali rozproszonej.

IS|=4M/n sin(0)

Rysunek 2.11 Schemat rozpraszania promieniowania rentgenowskiego przez atom.

Rozwiazanie przedstawione jest w postaci wzoru:

. A exp
YP(7) + " (F) = Apexp (ikpf') + %ﬂy ( /(;5 (7) exp (i57) di’ (2.6)
W powyzszym réwnaniu wyrazenie:
1@ =4 / () exp (i57) 7 (2.7)
7r

opisuje amplitude rozpraszania przez pole skalarne ¢ (') i nazywane jest czynnikiem rozpraszania.
Ponadto amplituda ta jest transformata Fouriera pola skalarnego w zwiazku z tym, znajac f (5)

jesteSmy w stanie otrzymaé ¢(7) poprzez obliczenie odwrotnej transformaty Fouriera:

6(7) = g [ 15 exp (is7) ds (2.8)

W teorii znajac dokladnie amplitude rozpraszania tj. funkcje f (5) jesteSmy w stanie otrzymaé
pole skalarne ¢ (7) czyli ksztalt, strukture obiektu rozpraszajacego. Niestety eksperymentalnie mo-
zemy jedynie zarejestrowaé liczbe rozpraszanych czastek (fotonéw, neutronéw, elektronéw itp.) lub

przeplyw energii, ktére sa proporcjonalne do kwadratu amplitudy rozpraszania:

A2 2
=22k =2210s) (29)

gdzie: I (3) jest intensywnoScia rozpraszania, { — jest k@tem brytowym. Znajac jedynie ekspery-

mentalnie wyznaczona funkcje 7(5), a wiec kwadrat modulu zespolonej funkcji nie jestesSmy w stanie
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otrzymaé fazy «, potrzebnej do rekonstrukeji pola za pomoca odwrotnej transformaty Fouriera tak
jak w réwnaniu (2.8). Problem ten w krystalografii znany jest pod terminem problemu fazowego.
W przypadku rozpraszania przez atom funkcja f (3) nazywana jest atomowym czynnikiem roz-

praszania i mozna ja zapisaé w postaci nastepujacego wzoru:
£ = [ pu(Pyexp (i75) 7 (210)

gdzie: p,(T) jest gestoscia elektronows atomu w punkcie 7. Intensywnos$é rozpraszania otrzymamy
poprzez przemnozenie powyzszego wyrazenia przez amplitude rozpraszania przez elektron.

Przy obliczaniu atomowych czynnikéw rozpraszania np. w rentgenowskiej analizie strukturalnej
mozemy rozdzieli¢ wyrazenie na czynnik struktury dla atomu o liczbie atomowej Z, na wktad od

poszczegdlnych elektronéw:

Z
6= [ o) exp i) dr) (.11)

gdzie: po(7;) = e, (7)|? jest gestoscia elektronows okreslong przez prawdopodobiefistwo znale-
zienia elektronu j opisanego za pomoca funkcji falowej ; (7).
Natomiast dla czasteczki sktadajacej sie z N atomoéw wyrazenie na czynnik rozpraszania przyjmie

nastepujaca postac:

N
Far (5) = 3 £1(8) exp (ir75) (2.12)

j=1

2.6 Malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego

Znajac podstawy fizyczne procesu rozpraszania mozna przej$¢ do rozwazania zagadnienia malo-
katowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (ang. SAXS — small angle X-ray scattering)
przez uktad sktadajacy sie z identycznych nie oddziatujacych ze sobg czastek rozpuszczonych w ma-
trycy jaka jest np. rozpuszczalnik w przypadku ukladéw koloidalnych. Malokatowe rozpraszanie
promieniowania rentgenowskiego jest technika za pomoca, ktorej jesteSmy w stanie badaé¢ strukture
materii w zakresie wielkosci od okoto 1 nm do kilkudziesieciu a nawet kilkuset nanometréw poniewaz
dhugosé fali promieniowania jakie jest uzywane w typowym eksperymencie SAXS miesci sie w zakresie
0,1-0,2 nm. Jako pierwsi technike SAXS wykorzystali Guinier i Fournet (Guinier i Fournet 1955) do
badania stopéw metali. Wykazali oni, ze rozpraszanie pod maltym katem 6 blisko wiazki pierwotnej
niesie informacje na temat ksztaltu i wielkosci czasteczki rozpraszajacej ale takze o réznego rodzaju
fluktuacjach struktury wewnetrznej badanych materialow. Na poczatku analiza danych otrzyma-
nych z eksperymentéw SAXS ograniczala si¢ do analizy prostych parametréw moéwiacych jedynie o
wielkosci czastek. Wraz z rozwojem nowych technik eksperymentalnych i postepach w teoretycz-
nym opisie rozpraszania przez czasteczki o okreslonym ksztalcie i strukturze wewnetrznej sprawity,
ze 7 eksperymentéw SAXS mozna bylo wyciggnaé¢ bardzo duzo informacji na temat struktury we-
wnetrznej badanych obiektow. Krokiem milowym w badaniach z wykorzystaniem promieniowania

rentgenowskiego a takze rozpraszania neutronéw bylo wykorzystanie techniki zwanej wariacja kon-
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trastu. Technika ta polegala na pomiarach krzywych rozpraszania w kilku réznych rozpuszczalnikach
(np. mieszanina HoO-D20), ktérego dlugoéé rozpraszania byla taka sama jak dla czesci badanych
czasteczek. W ten spos6b zmieniajac kontrast rozpuszczalnika mozna bylo selektywnie ,wygasi¢”
rozpraszanie tych czasteczek, ktére mialy taki sam kontrast jak rozpuszczalnik. Pierwszym sukce-
sem tej techniki bylo potwierdzenie teorii Florego zachowania si¢ lancucha polimerowego w stopach
polimeréw. Innym osiagnieciem bylo zmapowanie potozenia RNA i bialek w bakteryjnym rybosomie
przed opublikowaniem struktur krystalograficznych (Svergun i wsp., 2000). Na poczatku lat 90-tych
pojawity sie pierwsze metody ab-initio oraz metody pozwalajace na otrzymanie niskorozdzielczych
modeli makromolekul. Pierwsza metoda polegala na zaprezentowaniu ksztaltu czasteczki za pomoca

funkcji F' (w) zdefiniowana nastepujaco:

1 0<F<F(w)
p={ (2.13)
0 7> F(w)

Jest to wiec obwiednia ksztaltu czasteczki. Metoda ta zakladala rozktad funkcji za pomoca
harmonijek sferycznych:
L 1
F@)=> Y fumYimw) (2.14)
=0 m=—1
gdzie: fi,, sa wspélczynnikami multipolowymi zdefiniowanymi poprzez relacje:
fim = [, F(w)Y}}, (w)dw, funkcje Yy, (w) sa harmonijkami sferycznymi. Wspélczynniki fi,,, sa
nastepnie iteracyjnie obliczane, tak aby minimalizowaly funkcje:
ZN (Leap (8i) = Leatc (Sl>)2 W(si)

R} (Iexp(si)a fm) = L (215)
' l S L (502 W (s1)

gdzie: I.yp(si) jest eksperymentalna funkcja rozpraszania o N punktach o wspéirzednych s;, W(s;)
jest funkcja wagi np. moze by¢ to odchylenie standardowe. Za pomoca wspotczynnikow fi,,, obliczana
jest funkcja rozpraszania dla modelu I q.(s;). Metoda ta zostala zaimplementowana w programie
SASHA i byla historycznie pierwsza metoda, ktéra pozwalata na uzyskanie modeli niskorozdziel-
czych bialek na zasadzie nieliniowej optymalizacji, a nie metoda préb i bledéw (Svergun i wsp.,
1996). Nastepnie nastapil rozwéj modelowania oparty na modelu kulkowym gdzie czasteczka repre-
zentowana jest przez zbiér pseudo-atoméw. Pierwsze programy: DALAIT (grupa Pablo Chacéna z
Instytutu Chemii Fizycznej CSIC w Madrycie) oraz DAMMIN (grupa Dimitra Sverguna z EMBL
w Hamburgu) zostaly oparte odpowiednio na algorytmach genetycznym i Monte Carlo (Chacén i
wsp., 1998, Svergun 1999). Innym podejsciem bylo wykorzystanie dostepnych modeli atomowych do
modelowania czasteczek za pomoca modelowania bryly sztywnej poprzez obroty i translacje kilku
fragmentéw czasteczki (np. domen czy podjednostek) badZ kompleksu. Metody te zostana dokladnie
opisane w nastepnych podrozdziatach. Jednocze$nie postep technologiczny w dziedzinie wytwarza-
nia promieniowania synchrotronowego (wprowadzenie synchrotronéw trzeciej generacji) pozwolil na
skrécenie czasu pomiaru i korzystanie z mniejszej ilosci prébki. Réwniez detektory promieniowania
rentgenowskiego na przestrzeni lat staly sie coraz szybsze i doktadniejsze, co pozwolilo na pomiary

czasowo-rozdzielcze. Przykladowo, najnowsze potprzewodnikowe detektory firmy Dectris maja moz-
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liwoéci rejestracji pojedynczych fotonéw oraz posiadaja dynamiczny zakres rejestracji 1 —10° fotonéw
(nawet 103 fotonéw réznicy pomiedzy sasiednimi pikselami). Funkcja przenoszenia (ang. point spread
function) dla detektoréw Pilatus wynosi jeden piksel. Réwniez ilo$é probki potrzeba do przeprowa-
dzenia pojedynczego pomiaru zmniejszyta sie tak, ze niekiedy wystarczy 5-10 ul probki biatka o
stezeniu 1 mg/ml. Jednocze$nie na wielu liniach pomiarowych wprowadzono automatyczne stacje pi-
petujace, pozwalajace na catkowita automatyzacje pomiaré6w a nawet na zdalne ich przeprowadzanie

za posrednictwem internetu z innego miejsca na $wiecie.

2.6.1 Odwrotna transformata Fouriera I(s) oraz krzywa rozkladu odleglosci wewnatrz-

czasteczkowych

Rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego przez czasteczki o gestosci elektronowej p.., (7) za-
wieszone w buforze o gestosci elektronowej p, = (py (7)), (przyjmujemy, ze gestos¢ rozpraszania
buforu w skali dlugosci prébkowanej w eksperymencie SAXS jest stala) scharakteryzowane jest przez
transformate Fouriera gestosci rozpraszania Ap (7) = pe. () — pp. Wtedy po odjeciu od krzywej roz-
praszania dla roztworu bialtka rozpraszania przez bufor, amplitude fali rozproszonej mozemy zapisaé

w nastepujacej postaci, analogicznie do réwnania na funkcje ¢ (7):

A= /V Ap (7) exp (i57) d7 (2.16)

Majac juz wyrazenie na amplitude rozpraszania mozemy zapisa¢ wzor na intensywnosé¢ rozpra-
szania przez czasteczki, uéredniong po wszystkich jej orientacjach wzgledem wektora S, to jest po

wszystkich mozliwych wartosciach s7 :
19 = e = ([ || 300 807 exp s ) (2.17)
v Jv Q

wprowadzajac nowa zmienna @ = 7 — 7, usredniajac exp (i§ (¥ — 7)) i catkujac we wspélrzednych

sferycznych po wspoélrzednych katowych otrzymamy wyrazenie:

Pmax sin (su
I..(s) :/0 u?y(u) (s(u) )du (2.18)

gdzie:
) = ([ ot a0 a7) (2.19)
Q

jest usredniona funkcja autokorelacji a Dj,q, jest maksymalng odlegloécia wewnatrzczasteczkowa.
Wygodniej jest zmieni¢ zmienna u na r. Gdzie r oznacza teraz odleglos¢ miedzy dwoma dowolnymi
punktami w czasteczce. Na podstawie v(r) mozna zdefiniowaé¢ funkcje P(r) = r2y(r), ktéra jest
rozkladem odleglosci wewnatrzczasteczkowych. Funkcje P(r) mozna obliczyé za pomoca odwrotnej

transformaty Fouriera:
r? sin (sr)

P(T) = ﬁ SQICZ(S) or

ds (2.20)

Niestety w praktyce funkcje ta nie mozna obliczy¢ za pomoca odwrotnej transformaty Fouriera
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ze wzgledu na uciecie wartosci wektora s dla ktérych mierzone sa dane eksperymentalne.
Do obliczania funkcji P(r) stosuje si¢ metode IFT (ang. indirect Fourier transform) polegajaca

na rozkladzie funkcji P(r) na funkcje sktadowe:
P(r) = ZQ‘@(T) (2.21)

gdzie ¢;(r) sa funkcjami (krzywymi) B-sklejanymi (ang. B-spline functions). Eksperymentalna
intensywnos$¢ rozpraszania moze by¢ zapisana jako liniowa transformata funkcji P(r), gdzie T} jest
transformata Fouriera a kolejne T5 — Ty moga by¢ zwiazane np. z geometria wiazki padajacej czy

rodzajem aparatury pomiarowej:
Iex(s) = TaT3T5Tip(r) (2:22)

takze podstawiajac do powyzszego réwnania rozklad funkcji P(r) otrzymamy w rezultacie:
Io(s) = Y e TiTsTaTighi(r) = > cixi(s) (2.23)
i i

problem polega na znalezieniu wspoélczynnikow ¢; poprzez minimalizacje funkcjonalu L wraz z do-

datkowym warunkiem N — L 4+ AN, = min, gdzie:

o?(s:) o2 (si)

I Zl (Iexp(si) — 1. (Sl))Q . Zi (Iexp(si) - Ei CiXi(s))2 (2.24)

Ne = Z (Ci+1 — Ci)2 (225)

A — jest tu czynnikiem stabilizujacym (mnoznikiem Lagrange’a). Praktycznie, przed przystapie-
niem do obliczania wspotczynnikow rozwinigcia, nalezy zdefiniowaé warto$¢ N czyli ilos¢ uzywanych
funkcji (w praktyce 10-40), warto$é Dy, oraz A. W celu znalezienia optymalnej warto$ci parametru
A uzywa sie metody punktu przegiecia wykreslajac wartosci N. i L wzgledem réznych wartosci A.
Optymalny parametr A znajdziemy gdy jednoczeénie N, i L beda miaty punkt przegiecia dla pewnego
Aopt- Bledne okredlenie D,y,q, oraz N bedzie skutkowato niemozliwoscia znalezienia wlasciwej warto-
§ci parametru Aoy Svergun w swojej pracy (Svergun 1992), dodatkowo wprowadzil pewne kryteria
bazujace na ksztalcie krzywej P(r) w celu nalozenia dodatkowych wiezéw w procesie optymalizacji.
Najpopularniejszym programem wykorzystujacym metode IFT wraz ze wspomnianymi wiezami jest
program GNOM autorstwa D. Sverguna oraz A. Semyenuka, ktory pozwala na otrzymanie krzywej
P(r) (Svergun 1992). Funkcja P(r) jest rozkladem odleglosci wewnatrzczasteczkowych i rozklad ten
jest charakterystyczny dla danego ksztaltu. Dla niektérych obiektéw geometrycznych znane sa anali-
tyczne wyrazenia opisujace rozklad P(r). Analiza ksztaltu krzywej P(r) dostarcza szybkiej informacji

na temat przyblizonego ksztaltu badanej czasteczki.
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2.6.2 Asymptotyczne zachowanie krzywej I(s)
2.6.2.1 Wykres Guiniera, promien zyracji

Jezeli krzywa rozpraszania I(s) bedziemy rozwaza¢ w granicy lin% I(s) to mozemy rozwinaé
S—r
funkcje sin(sr)/sr =~ 1 — (sr)?/3! + ... w wyrazeniu 2.18 na intensywno$¢ rozpraszania. Otrzymamy

wtedy nastepujacy wzér:

I(s)=1(0)|1— %RESQ + 0(84):| = [(0) exp (—;R352> (2.26)
gdzie: i ,
_ JreP(r)dr
Ro = 5 T Plridr (2.27)

jest elektronowym promieniem zyracji opisujacy $rednia odleglo§é punktéw od s$rodka masy (role
masy odgrywa tutaj gestos¢ elektronowa), czyli zarazem opisuje tez wielko$¢ czasteczki. Zmiana
wartoéci R, ma raczej charakter jakosciowy i moze $§wiadczy¢ o zmianach konformacyjnych, oligo-

meryzacji itp. Wykres In(I(s)) vs. s

nazywany jest wykresem Guiniera i powinien by¢ linig prosta,
ktorej wspotezynnik kierunkowy proporcjonalny jest do promienia zyracji. Jakiekolwiek odstepstwa
od liniowego przebiegu wykresu Guniera $wiadcza o tym, ze prébka jest nie homogenna pod wzgledem
wielkosci czasteczek rozpraszajacych lub tez wystepuja oddzialywania repulsyjne pomiedzy czastecz-

kami. Zaréwno z wykresu jak réwniez za pomoca funkcji P(r) mozna obliczy¢ wartosé R,,.

2.6.2.2 Prawo Poroda — asymptotyczne zachowanie sie krzywej I(s) w granicy s — oo

Na zachowanie krzywej I(s) w granicy s — oo najwiekszy wplyw ma struktura wewnetrzna
czasteczki a najbardziej, jak zostanie to udowodnione, lokalna struktura na powierzchni czasteczki.
Granica s — 0o odpowiada r — 0 w przestrzeni rzeczywistej (lub tez na krzywej P(r)). Mozemy
wtedy usredniona i unormowanag funkcje autokorelacji vo(r) = v(r)/Ap (Ap $redni kontrast gestosci

elektronowej) rozwinaé w szereg:
Yo(r)=1—ar+br? +erd 4 ... (2.28)

gdzie a = %, jest srednia wartoscia przeciecia czasteczki (przecieciem czasteczki nazywamy odcinek
przechodzacy przez czasteczke taczacy dwa punkty na jej powierzchni). Z definicji vo(r) wynika, ze dla
bardzo malych r zerowy wkiad do funkcji autokorelacji bedzie pochodzil od powierzchni czasteczki.
Dla jednostki powierzchni dS bedzie on wynosil rdS cos (v), gdzie v jest katem pomiedzy normalna
do elementu dS a wektorem przesuniecia 7. Jezeli uérednimy po wszystkich kierunkach wektora 7
otrzymamy wtedy rdS % Kazdy element dS bedzie dawal wklad tylko dla jednego zwrotu 7 czyli
poprzednie wyrazenie mozemy pomnozy¢ przez kolejny czynnik % otrzymujac ostatecznie wzor na

wsp6élng objetos¢ oraz funkcje autokorelacji:

(Ve(M)g =V - %Sr (2.29)
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S
Yo(r) 21— el (2.30)
oraz wstawiajac powyzsze wyrazenie do wyrazenia na I(s) otrzymamy:
S sin (sr)
I(s) = 4wA 21— —=r+...) —d 2.31
(s) = 4m pV/r < wt > pranll (2.31)

calkujac przez czedci oraz rozwazajac wynik w granicy s — co otrzymamy:

lim I(s) = Ap22—7r

8—00 g4

S (2.32)

Ostatni wzér zwany jest prawem Poroda (Porod 1951, Debye i wsp., 1957) i opisuje zachowanie
krzywej rozpraszania I(s) dla duzy katéw rozpraszania. Spadek intensywnosci rozpraszania bedzie

4

proporcjonalny do s™*. Znajac Ap mozna otrzymaé¢ wartos¢ S. Wygodniej jednak jest zdefiniowaé

warto$é QQ — niezmiennik Poroda, postugujac sie twierdzeniem Parsevala:
Q= / 21(s)ds = 27 / (Ap (7)? dF (2.33)

Q = 21°70(0) = 212 APV (2.34)

biorac pod uwage, ze I1(0) = Ap?V2otrzymamy wyrazenie na objetoéé: V = 2721 (0) Q~1. Majac
juz wzor na objetos¢ oraz graniczng wartosé liH(l)I (s) jestesmy w stanie wyliczy¢ réwniez S. Razem
S—

powyzsze rozwazania mozemy podsumowacé za pomoca uktadu dwoch rownan:

[

T 13 4 —
5 lim o109 =

Q = 2m2I(0)V~

= <

(2.35)

Asymptotyczne zachowanie krzywej I(s) razem z niezmiennikiem Poroda Q pozwalaja wiec na osza-
cowanie objetosci oraz powierzchni rozpraszajacych czasteczek. Dla czasteczek charakteryzujacych
si¢ niejednorodng powierzchnia zaleznoéé I(s) ~ Ss~* nie jest juz speliona. Takze, obserwujac
zachowanie si¢ funkeji I(s) dla s — oo mozemy nie tylko oszacowaé objetosé i powierzchnie ale takze

stwierdzié¢ jaki charakter ma powierzchnia czasteczki.

2.6.3 Czynnik ksztaltu

Zajmujac sie rozpraszaniem od identycznych obiektéw (czasteczek) mozna zalozyé, ze kontrast
wewnatrz czasteczki jest staly 1 wynosi Ap. Mozemy zapisaé wtedy wzdér na rozpraszanie przez

roztwoér o stezeniu n (liczba czasteczek o na jednostke objetosci) w nastepujacy sposéb:
2 2
I(s) =n(Ap)° VZ]A(s)] (2.36)

|[A(s)|* = P(s) (2.37)

P(s) jest tak zwanym czynnikiem ksztaltu (ang. form factor). Czynnik ksztaltu opisuje nam

rozpraszanie przez obiekt o zadanym ksztalcie i jest znormalizowany do jednosci tj. P(0) = 1. Nie
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zaleznie od kontrastu kazda czasteczka o danym ksztalcie bedzie miala ten sam czynnik ksztaltu.

Dla kuli o promieniu R mozna wyznaczy¢ analityczng formule na czynnik ksztattu:

3[sin (sR) — sRcos (sR)] ) i (2.38)

P(s) = Fs2fe7‘a = ( (3R)3

dla czasteczek o innych ksztaltach nie mozna otrzymaé analitycznych wzoréw opisujacych czynnik
ksztaltu. Dla wielu bryl jednak udalo si¢ wyprowadzil poét-analityczne wyrazenia za pomoca, kto-
rych stosunkowo latwo obliczyé czynnik ksztaltu i dopasowaé parametry opisujace wielkos¢ czastek
do danych eksperymentalnych w celu weryfikacji przyjetego ksztaltu czasteczek rozpraszajacych. Po-
nizej zebrane sa wyrazenia na czynnik ksztaltu dla wybranych rodzajéw obiektow. Warto zauwazy¢,
ze dany rodzaj czasteczek rozpraszajacych bedzie miat charakterystyczny czynnik ksztaltu pozwala-
jacy nawet bez dopasowania modelu do danych eksperymentalnych na stwierdzenie jaki ksztalt ma
czasteczka w roztworze.

Dla sferycznej powloki o promieniu zewn¢trznym R; , promieniu wewnetrznym Ro oraz ze zdefi-

niowanymi objetoSciami V; = %wR:f, Vo = %WR% czynnik struktury wynosi:

P(S) _ <V1 (Rl) ste'r‘a (Rh 5) -V (RQ) ste'r‘a (R27 5)>2 (239)

Vi(R1) — Va(Rg)

Poniewaz sferyczng powloke mozna opisaé jako réznice miedzy dwoma kulami o promieniach Ry i R

takze czynnik ksztaltu jest podniesiong do kwadratu réznica w rozpraszaniu przez dwie kule.
Czynnik struktury dla czasteczki sktadajacej sie z N kulistych podjednostek pierwszy wyprowadzit

Debye w 1915 roku (Debye 1915). Réwnanie to jest jednym z wazniejszych w teorii malokatowego

rozpraszania poniewaz w pewnym przyblizeniu kazdy badany obiekt mozna przedstawi¢ w postaci

zbioru N kul.

sin (s75)

M M
1 . :
P(S) = W Z Z stera(Ri’ S) ’ ‘stfera(Rj S) (240)

i=1 j—=1 ST
gdzie: M jest suma mas N kul i stuzy jako czynnik normalizujacy, r;; jest wektorem laczacym srodek
masy i-tej i j-tej sfery. Wzor ten stanowi podstawe do obliczania teoretycznych krzywych rozpraszania
dla zbioru N-atomoéw.

Innymi waznymi wzorami, ktére czesto sa stosowane sa wyrazenie na czynnik ksztaltu cylindra o

promieniu podstawy R oraz dtugosci L podany przez Fourneta w 1951 roku (Fournet 1951):

sin ada (2.41)

. ) )
Prytinden (5) = / [2J1 (sRsin«) sin (sL cos (o)) /2

sRsina sLcos (a) /2

Dla tanicucha polimerowego o gaussowskiej statystyce (klgbek statystyczny) czynnik struktury
obliczyl Debye (1947):

[exp (= (Rg) 5%) + (Rg) s — 1]

Ppotimer (8) =2 (2.42)

gdzie: <R3> jest usrednionym po zespole statystycznym promieniem zyracji tanicucha polimerowego.
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2.6.4 Metody ab-initio w modelowaniu niskorozdzielczych struktur bialek i kwasow

nukleinowych na podstawie danych SAXS

W poprzednich rozdzialach zostaly opisane podstawy teoretyczne malokatowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego. Znajac rozklad atoméw modelu jesteSmy w stanie obliczyé krzywa
rozpraszania i poréwnacé ja z krzywa rozpraszania otrzymana w eksperymencie. Kazda czasteczke
rozpraszajaca mozemy opisa¢ w przyblizeniu jako uklad N kul. Im wigksza bedzie liczba N tym
z wiegksza doktadnoscia bedziemy mogli obliczyé krzywa rozpraszania. Intensywnos¢ rozpraszania
mozna obliczy¢ za pomoca wzoru Debye’a. Jednakze metoda ta prosta w swoich zatozeniach ma
dwie istotne wady. Po pierwsze szybko$é¢ obliczenia intensywnoéci rozpraszania zalezy ~N2 od ilo-
Sci kul reprezentujacych czasteczke. Obecnie moc obliczeniowa komputeréow jest bardzo duza i na
pierwszy rzut oka nie stanowi to juz wiekszego problemu. Jednak gdy obliczenia trzeba powtarzaé
wielokrotnie w ciagu pracy programu problemy z moca obliczeniowa moga stanowi¢ pewne utrud-
nienie. Druga wade stanowi fakt, ze musimy najpierw zaproponowaé pewien model wykorzystujac
znane nam informacje (stopien oligomeryzacji, symetria lokalna) na temat badanej czasteczki. Kiedy
jednak nie dysponujemy zadnymi danymi na temat przyblizonego ksztaltu musimy losowo generowacé
uktad kul, obliczy¢ krzywa rozpraszania i poréwnaé ja z danymi eksperymentalnymi. Zalézmy, ze
nasz obiekt sklada si¢ z N kul a dyskretna przestrzen po ktoérej mozemy przemieszczaé¢ kule sktada

sie z M punkow. Wtedy iloéé¢ konfiguracji do sprawdzenia wynosi zgodnie z regutami kombinatoryki:

M M!
() it v

Jesli za N podstawimy 100 natomiast za M 1000, wtedy doktadna liczba konfiguracji wyniesie:
6,385051192630514 x 10'3. Nawet dla M réwnego 200 czyli dla objetoéci obszaru przeszukiwania kon-
figuracji tylko dwa razy wigkszego od objetosci modelu liczba konfiguracji wynosi 9, 054851465610328 x
10%8. Jezeli nawet uda nam sie nalozy¢ jakiekolwiek wiezy nadal liczba kombinacji do sprawdzenia
bedzie ogromna. Dlatego tez niezbedne bylto znalezienie szybszych metod obliczania intensywno-
$ci rozpraszania za pomoca wzoru Debye’a jak réwniez wprowadzenie metod optymalizacyjnych w
celu znalezienie odpowiedniej konfiguracji kul dla ktérej krzywa rozpraszania jest jak najbardziej
zgodna z krzywa eksperymentalng. Inng strong zagadnienia stanowi znalezienie unikalnego modelu.
Obliczanie krzywej rozpraszania oczywiscie jest zawsze unikalne tzn. dla kazdego obiektu istnieje
tylko jedna krzywa rozpraszania. Nastepuje tutaj “redukcja” wymiaréw przestrzeni z 3D do 1D.
Natomiast modelowanie modelu czasteczki na podstawie krzywej rozpraszania zwieksza nam wymiar
przestrzeni z 1D do 3D. Dlatego tez kilka réznych konfiguracji moze mieé¢ taka sama krzywa roz-
praszania. Wprowadzenie dodatkowych wiezéw: np. dostepnych eksperymentalnie parametréw np.
promien zyracji czy maksymalny rozmiar czasteczki oraz generalnych wlasciwosci struktur makromo-
lekut tj. kompaktowy ksztalt, brak nieciaglosci w strukturze itp., umozliwiloby osiagniecie wiekszego
stopnia unikalnosci otrzymywanych modeli.

Pod koniec lat dziewieédziesiatych pojawily sie pierwsze algorytmy i metody pozwalajace na
szybsze liczenie krzywej rozpraszania oraz modelowanie niskorozdzielczych struktur makromolekut
bez jakichkolwiek informacji a priori. W ponizszych podrozdziatach zostana opisane najwazniejsze

algorytmy i metody obliczania krzywej rozpraszania oraz modelowania ab-initio struktur makromo-
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lekul.

2.6.5 Obliczanie krzywej rozpraszania dla makroczasteczek w roztworze
2.6.5.1 Metoda harmonijek sferycznych

W 1970 roku Stuhrmann (Stuhrmann 1970) zaproponowal efektywna metode obliczania krzywej
rozpraszania dla uktadu N-atomoéw. Procedura ta zostala zaimplementowana w programie CRYSOL
przez Sverguna (Svergun i wsp., 1995). Metoda zaklada rozwiniecie funkcji eksponencjalnej wyste-
pujacej w wyrazeniu na amplitude rozpraszania za pomoca harmonijek sferycznych. Amplitude oraz

intensywnos¢ rozpraszania przez N-atomow mozemy zapisa¢ w postaci nastepujacych wzorow:

A(5) = ZfZ s) exp (157;) (2.44)

N N

I(3) = fls)fils) exp [i8 (7 — 7)) (2.45)

i=1 j=1

Jezeli teraz zapiszemy exp [i§(7; — 7;)] w postaci rozwiniecia otrzymamy nastepujaca formute na

amplitude rozpraszania:

[’} l
S S i (5) Vi () (2.4
=0 m=—1
gdzie:
N
apm (s) = 4mit Y f5(8)d (s75) Vi, (w;) (2.47)
j=1

a§=(s,Q), 7 = (rj,w;), ji (sr;)-sa sferycznymi funkcjami Bessela l-ego rzedu, Y7, sa harmo-
nijkami sferycznymi. Poniewaz harmonijki sferyczne sa funkcjami ortogonalnymi t;j.
f "o Joeo Yim Y, dQ=0mm/6ll’ uéredniajac wyrazenie na I (5) tj. (I(5))q, = I(s) czlony dla réznych
par (m,l) beda réwne 0. Tak wigc problem obliczenia funkcji rozpraszania za pomoca wzoru Debye’a
mozna zredukowaé do ztozonosci O(N). Ostatecznie wzér na intensywnosé rozpraszania mozemy za-

pisaé w postaci:

lmax

=> Z | () (2.48)

=0 m=—1

Podobne wyrazenie lecz z uwzglednieniem warstwy hydratacyjnej wykorzystuje program CRY-

SOL do obliczania rozpraszania przez czasteczke wraz z otaczajaca ja sfera hydratacyjna:

I(s) = (|Aa (3) — poAc () + 0pAy (5) I*), = (2.49)
= f Z | At (8) — po Bim(s) +5pr'lm(s)|2 (2.50)
1=0 m=—1
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gdzie: A, (5) - jest amplituda rozpraszania przez czasteczke w prézni, po A, (§) - amplituda rozpra-
szania przez objetos¢ wylaczona, py gestoscia elektronowa rozpuszczalnika, dpA; (8) jest amplituda
rozpraszania przez warstwe hydratacyjna czasteczki o réznicowej gestosci elektronowej dp = pp — po,
gdzie p, jest gestoscia elektronowa warstwy hydratacyjnej. W réwnaniu 2.50 wspélezynniki Ay, (s),
B (s), Cun(s) odpowiadaja wspoélczynnikom ay,, w réwnaniu 2.48. Warstwa hydratacyjna mo-
delowana jest w nastepujacy sposéb. Najpierw definiowana jest funkcja F(w) (rysunek 2.14), ktéra
opisuje nam powierzchnie czasteczki. Dla kazdej wartosci kata w, funkeja F(w) definiuje nam promien

r od Srodka masy czasteczki.

F(o)

p.(r)
ey Po(r)
oA

Rysunek 2.14 Definicja funkcji F(w) . Na podstawie (Svergun i wsp., 1995).
Za pomoca funkcji F'(w) mozemy teraz opisaé gestosé elektronowa warstwy hydratacyjnej pp:

1 Flw)<r<Fw)+A
pp = (2.51)
0 0<r<F(w)lubr>F(w)+ A
Niestety metoda ta nie moze opisa¢ warstwy hydratacyjnej np. we wnekach poniewaz funkcja
F(w) opisuje jedynie zewnetrzna powierzchnie czasteczki. Nie pozwala réwniez réznicowaé lokalnej

gruboéci warstwy hydratacyjne;j.

2.6.5.2 Metoda wielomianéw Zernike’a

Innym alternatywnym podejéciem do obliczania krzywej rozpraszania wraz ze sfera hydratacyjna
jest zastosowanie rozwiniecia funkcji eksponencjalnej za pomoca wielomianéw Zernike’a (Liu i wsp.,
2012a). Metoda ta zostala wykorzystana w programie SASTBX (Liu i wsp., 2012b). W odréznieniu
od metody harmonijek sferycznych metoda oparta na wielomianach Zernike’a nie tylko pozwala na
obliczanie krzywej rozpraszania ze zlozonoscia O(N), ale pozwala takze na obliczenie wkladu od
sfery hydratacyjnej takze dla wnek w biatkach np. kanatach chaperonéw bialtkowych. Wielomiany

Zernike’a sa nastepujacej postaci:

Lnim = Rnl(r))/lm(w) (252)
gdzie:
(n—=1)/2
Ryi(r) = Npgr™ 2" (2.53)
k=0
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(2n — 2k + D)[(1/2)(n + 1) — k]!

N = (=12 24 8) 2 X e 1= 20+ 1)l — B

(2.54)

a Y, (w) sa harmonijkami sferycznymi. Wskazniki n, 1, m musza spelniaé¢ nastepujace reguly:
n > [ i warto§¢ (n — ) musi byé parzysta, —I < m < [. Funkcje Z,;,, sa funkcjami ortogonalnymi
tj.:

/ Dot () Dot (7) dFF = S 11 5 (2.55)

r<1
Poniewaz wielomiany Zernike’a sa ortogonalne mozna wigc rozwinaé¢ dwukrotnie rézniczkowalna
funkcje za ich pomoca. Gestos¢ elektronowsg mozemy zapisaé¢ w postaci szeregu wielomianéw Zernike’a

w nastepujacy sposdb:

0o n l
p(M) =3 cotmZuim (7) (2.56)

n=0 =0 m=—1

Wspéblezynniki ¢,y sa nazywane tréjwymiarowymi momentami Zernike’a i moga by¢ obliczone
za pomoca algorytmu zaproponowanego przez Novotniego i Kleina (Novotni i wsp., 2003). Jezeli
teraz obliczymy transformate Fouriera funkcji p(r_j z uzyciem rozwiniecia w postaci réwnania 2.56
oraz funkcji eksponencjalnej za pomocg harmonijek sferycznych otrzymamy wzor na amplitude roz-

praszania:

co n l

AR =dny 30 >0 D) e Vi (Q)ba(s) (2.57)

n=0 =0 m=—1

2.58
2n+3 ( )

gdzie j, sa funkcjami Bessela. Ostatecznie usredniajac kwadrat amplitudy po wszystkich orien-

tacjach wektora s, otrzymamy wyrazenie na intensywno$¢ rozpraszania:

I(S) = 16772 Z Z bn(srmaac)bn’ (Srmam)an’ (259)

n=0n’=0

n l
Fon = Z knni Z Cnlmc;;/lm (260)
=0

m=—1

knn’l — (_1)('IL+'ILI)/2—Z (261)

gdzie 7,4, jest najwiekszym rozmiarem czasteczki.
Algorytm Novotniego i Kleina opiera si¢ na podziale ciaglego obiektu tréjwymiarowego (gestosci
elektronowej), w naszym przypadku czasteczki biologicznej, na dyskretne woksele. Na podstawie

tego podziatu obliczane sg wspotczynniki ¢y, .
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Wokselizacja
splat_range=1

Wokselizacja
splat_range=3

Rysunek 2.15 Proces tworzenia zbioréw P, S4B oraz S. Zaczerpniete i zmodyfikowane na pod-

stawie Liu i wsp., 2012a.

W procedurze tej (rysunek 2.15) otrzymujemy zbiér P, ktéry reprezentuje gesto$¢ elektronowa
czasteczki. Nastepnie otrzymujemy zbior S+B, ktory reprezentuje nam obszar wylaczonego rozpusz-
czalnika S oraz otoczki hydratacyjnej B poprzez dodanie kolejnych wokseli, znajdujacych sie 3 A od
powierzchni zbioru P, do zbioru P. Nastepnie sam zbiér S otrzymuje w procedurze nazwanej przez
autorow erozja, polegajaca na zmniejszeniu obszaru S+B. Zaleta tej metody, jest to ze, niezaleznie
czy powierzchnia znajduje si¢ na zewnatrz czy tez wewnatrz czasteczki bedzie dawala wktad do zbioru
S+B. Kolejng zaletg np.w poréwnaniu z metoda tzw. pseudo-atomoéw, ktore reprezentuja otoczke
hydratacyjna oraz objetos¢ wylaczong rozpuszczalnika, jest ze w metodzie wielomianéw Zernike’a

unika sie powstawania niejednorodnoéci i efektéw wynikajacych z nakladania sie pseudo-atomow.

2.6.6 Metody ab-initio do modelowanie niskorozdzielczej struktury makromolekut
2.6.6.1 Algorytm genetyczny

Historycznie pierwsza metoda stuzaca do uzyskiwania niskorozdzielczych modeli na podstawie
danych z malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego byl algorytm genetyczny za-
proponowany przez Chacéna i wspélpracownikéw w 1998 roku (Chacén i wsp., 1998). W metodzie
tej jednym z usprawnien jest zmodyfikowana metoda liczenia krzywej rozpraszania za pomoca wzoru
Debye’a. Zamiast bezposrednio liczyé wyrazenie sin(sr;;)/(sr;;) dla kazdej pary atoméw najpierw
tworzony jest histogram odleglodci miedzy atomami g(r;), ktory dzieli wszystkie odlegtoéci na N prze-
dzialéw. Zmniejsza to istotnie ilos¢ liczonych wyrazen sin(sr;;)/(sri;) a zarazem zmniejszony jest
takze czas potrzebny na obliczenie krzywej I(s). Intensywnosé rozpraszania dla ukladu Ny atoméw

o amplitudzie rozpraszania F(s) z wykorzystaniem histogramu g¢(r;) mozemy zapisa¢ nastepujaco:

al sin(sr;)
I(5) = NF2(s) + F2(9) D g(r) 2071) (2:62)

ST
i=1 v
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W metodzie tej zaimplementowanej w programie DALAI_GA (Chacén i wsp., 1998) modelowanie
struktury niskorozdzielczej biatka odbywa sie poprzez tworzenie modelu czasteczki za pomoca kul
o zadanej Srednicy. Schemat dzialania programu DALAI_GA przedstawiony jest na rysunku 2.16.
Startujac z L losowych konfiguracji zbudowanych z M kul (pseudo-atoméw) program za pomoca al-
gorytmu genetycznego modyfikuje tworzong przez nie strukture i optymalizuje, tak aby znalezé jedna
konfiguracje kul, ktérej profil rozpraszania bedzie zgadzal sie jak najlepiej z danymi eksperymental-
nymi. Kazda konfiguracja nazywana jest chromosomem. Chromosom zapisany jest w postaci ciagu
binarnego gdzie kazdy bit reprezentuje jeden punkt w przestrzeni. Natomiast warto$¢ bitu mowi
nam czy w danym punkcie przestrzeni znajduje si¢ kula - warto$¢ 1 czy tez nie - wartosé 0. Algo-
rytm genetyczny w celu optymalizacji opiera sie na dwdch operatorach genetycznych: krzyzowania
(crossing-over) polegajacej na czeSciowej wymianie blokéw bitéw pomiedzy dwoma chromosomami
(nazwa pochodzi od zjawiska krzyzowania w biologii gdzie podczas podziatu komoérki dochodzi do wy-
miany czesci chromatyd pomiedzy chromosomami homologicznymi) oraz mutacji czyli losowej zmianie
pojedynczego bitu. W procesie krzyzowania z dwéch chromosoméw rodzicéw powstaje dwdjka chro-
mosoméw potomnych. Wspélezynnik krzyzowania wynosi 0,2 tzn. 20 % materialu genetycznego
(bitéw) pochodzi od jednego rodzica a 80 % od drugiego. Mutacja polega na kopiowaniu zawartosci
chromosomu z zadanym prawdopodobienstwem bledu wynoszacym 0,01. Dla kazdego chromosomu
(konfiguracji) liczona jest krzywa rozpraszania i poréwnywana z danymi eksperymentalnymi. Kazdej

konfiguracji przypisuje sie wartos¢ funkcji F, ktéra liczbowo opisuje zgodnosé modelu z danymi:

-4
F= (Z(log(fezp(si)) - log(Imodez(si)))2> (2.63)
i
Nastepnie dokonywana jest klasyfikacja chromosoméw ze wzgledu na wartosé F, dzieli si¢ je na
dwie grupy: P.jte do ktorej beda zapisywane chromosomy o najnizszej wartosci F. Liczebno$é P.jze
wynosi 0,5 Pioar (liczba wszystkich chromosoméw). Do modyfikacji losowane sa najlepsze chromo-
somy (frakcja 0,4 Pioar). Wyboru rodzaju operatora genetycznego dokonuje sie losowo z prawdo-
podobienstwem 0,6 dla mutacji i 0,4 dla krzyzowania. Dodatkowo sprawdzane jest czy powstale
chromosomy nie duplikuja sie z innymi. Po przeprowadzeniu operacji genetycznych i usunieciu po-
wtarzajacych sie chromosoméw nowo powstate chromosomy zastepuja druga grupe chromosoméw
(1 — Peite). Tak wyglada jeden cykl algorytmu. Proces ten powtarzany jest dopdki przez pewien
okres czasu (liczbe cykli) warto$é F dla najlepszej konfiguracji nie ulegnie zmianie. W celu szybszego
dzialania algorytmu program startuje z duza wartoécia promienia kuli np. r = 6 1401, po pewnym
czasie promien kuli zostaje zmniejszony, a model zostaje umieszczony w heksagonalnej sieci kul o
promieniu ro < r;. Kule o promieniu 79 ktére znajduja sie w odlegtosci r < 2r; od érodka masy
kuli 7 w nastepnych iteracjach stanowia nowa przestrzen do szukania konfiguracji. Taka zamiana
w trakcie symulacji pozwala na efektywniejsze dzialanie algorytmu oraz ma swoje korzysci gdy nie
mozemy oszacowaé wielkoSci czasteczki. Ostatecznie mozemy zapisaé¢ algorytm w postaci blokéw:
1. Losowanie poczatkowego zestaw chromosoméw z zadanymi parametrami wejSciowymi: r - pro-
mien kul, (a,b,c) wymiary przestrzeni poszukiwania np. pélosie elipsy, R,- dozwolony zakres
wartosci promienia zyracji dla poczatkowych populacji, M - dozwolony zakres masy dla poczat-

kowej populacji.
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2. Obliczenie wartosé funkcji F dla chromosoméw.

3. Podziatlu na grupe Pejite oraz (1 — Pejte)-

4. Na grupie P.j;;. prowadzone sa operacje genetyczne z zadanym prawdopodobiefistwem (po-
wstana nowe chromosomy P,eq ).

5. Selekcja zduplikowanych chromosomy i ewentualne ich usuwanie.

6. Zamiana (1 — Ppjite) na Ppeyw tzn. (1 — Pejite) = Prew-

7. Kontrola zbieznosci F dla najlepszego chromosomu. Jesli zbieznos¢ jest osiagnieta program

koniczy obliczenia. Jesli nie procedura powtarzana jest od punktu 2.

R=7A

ﬁ N=12 '
Przestrzen konfiguracyjna éb > -,
R=7A &
R=5A

N=31 )
Finalny model + 2bb2.pdb

DALAI_GA 8@

R=3A
N=126

i

Dopasowanie do danych
eksperymentalnych

Rysunek 2.16 Schemat dziatania algorytmu DALAI_GA. Na rysunku schematycznie pokazane
sa kolejne kroki i ewolucja modelu oraz jego dopasowanie do struktury krystalograficznej (kolor

niebieski) oraz dopasowanie do krzywej eksperymentalnej.

2.6.6.2 Algorytm symulowanego wyzarzania

Inng zaproponowang metoda do modelowania niskorozdzielczych struktur makroczasteczek na
podstawie danych z eksperymentéw matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego jest
metoda na bazie symulowanego wyzarzania zaproponowany przez Sverguna (Svergun 1999). Symu-
lowane wyzarzanie (Kirkpatrick i wsp., 1983) jest algorytmem stuzacym do poszukiwania minimum
globalnego problemu w sposéb zoptymalizowany, szczegdlnie kiedy przestrzen poszukiwan globalnego
minimum jest bardzo duza i jej calkowite przeszukanie byloby bardzo czasochlonne. Algorytm ten
jest modyfikacja algorytmu Metropolisa (Metropolis i wsp., 1953) bedacy adaptacja metody Monte
Carlo do rozwiazywania probleméw wielu cial w fizyce. W ogdlnym zarysie w metodzie Monte Carlo
wykorzystuje sie zadany wezedniej rozklad prawdopodobienstwa w celu wylosowania konfiguracji (roz-
wiazania) obliczenie wartosé interesujacej nas wartosci wielkosci fizycznej i powtérzenie tych krokéw
N razy w celu obliczenia Sredniej wartos¢ tej wielkosci. W algorytmie Metropolisa startujac z losowej
konfiguracji (stanu ukladu) losowo zmieniamy ten uklad np. zmiane polozenia atomu i 3liczymy
roznice energii AE pomiedzy dwoma konfiguracjami. Jezeli AE < 0 to zmiana jest akceptowana
i nowa konfiguracja jest wykorzystywana w nastepnym kroku symulacji. Natomiast w przypadku
gdy AE > 0 nowa konfiguracja jest akceptowana z prawdopodobienstwem exp(—AE/k,T), gdzie
ky jest stala Boltzmanna. Schemat Metropolisa oryginalnie wykorzystywany do symulacji uktadéw

fizycznych mozna zaadoptowaé¢ do innych problemoéw definiujac odpowiedniki energii oraz tempera-
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ture. Algorytm Metroplisa pozwala na unikniecie problemu minimum lokalnego badanego systemu.
W metodzie symulowanego wyzarzania stosuje si¢ schemat w ktérym na samym poczatku symulacji
wykorzystuje sie symboliczna wysoka “temperature” i obniza si¢ ja w trakcie trwania algorytmu co
odpowiada zmniejszaniu prawdopodobienstwa akceptacji konfiguracji o AE > 0. Nazwa metody
pochodzi od procesu wygrzewania stopow i powolnego ich schtadzania w celu otrzymania prébki
o wysokim uporzadkowaniu. Tak samo w tej metodzie stosowanie “powolnego chtodzenia” ukladu
pozwala na optymalne przeszukanie przestrzeni rozwiazan i znalezienie optymalnego rozwigzania.
Svergun wykorzystal schemat algorytmu symulowanego wyzarzania do symulacji ksztatltu makro-
czasteczek w programie DAMMIN. Program ten wykorzystuje podobnie jak program DALAI_GA
model kulkowy (pseudo-atomy) do generowania modeli. W odréznieniu od poprzedniego podejscia,
metoda zaproponowana przed Sverguna pozwala na otrzymanie modelu czasteczki skladajacej sie z
K faz np. bialek i kwaséw nukleinowych. Dla czasteczki skladajacej sie z K faz, kazdej o kontrascie

Apy, mozemy zapisa¢ wzér na intensywnos$é rozpraszania w nastepujacy sposéb:

K 2
5) = < > (2.64)
k=1 Q

> ApiAx(s)
wykorzystujac metode harmonijek sferycznych mozna zapisa¢ amplitude k-tej fazy oraz intensyw-

noé¢ rozpraszania dla czasteczki w postaci wzoréw:

e’} l
()=>_ > A}.(5)Yim(Q) (2.65)

=0 m=-1
e’} l K
s)=2m"% N {Z[Apmm )7 +2 3" App Al (5)Apn [AR, (s )1*} (2.66)
1=0 m=—1 (k=1 n>k
Ny
Afin(5) = V2T [ (5) 3 51 (575) Vi ) (2.67)

gdzie: j;- funkcja Bessela l-tego rzedu, f(s) - czynnikiem rozpraszania dla pseudo-atomu, Ny -
liczba kul - pseudo-atoméw w modelu. W celu znalezienia najlepszego modelu nalezy zminimalizowaé

funkcje x?:

2
ﬁf:Nﬁ? [ cap(8i) = I' (Sj)] (2.68)
i=1 j=1

Funkcje x? definiuje sie dla M> 1 krzywych eksperymentalnych (krzywe z eksperymentéw wariacji
kontrastu) o N (i) punktach i bledzie pomiarowym o(s;).

W przypadku modeli otrzymywanych w programie DALAI_GA mozna bylo zauwazyé, ze czesto
pojawialy sie przerwy w modelach lub tez wystepowaly luzno zwigzane atomy. Majac na uwadze
rozdzielczo$¢ danych SAXS oraz fizyczno$é modelu Svergun wprowadzit dla danej konfiguracji ato-
moéw X parametr P(X) opisujacy upakowanie atoméw. Dla sieci heksagonalnej liczba sasiadéw N,
wynosi 12 lub mniej gdy dany pseudo-atom znajduje sie na powierzchni modelu. Dla danej fazy

kompaktowo$¢ struktury opisana jest poprzez zliczenie dla kazdego pseudo-atomu danej fazy liczby
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kontaktéw N, z innymi pseudo-atomami danej fazy. Funkcja C(NN,) opisuje kompaktowos$¢ w sposéb

bardziej iloéciowy:
C(N.)=1—-Z(N.) =1— [exp(—0.5N.) — exp(—0.5N)] (2.69)

Wartosé funkcji dla N, = 12 do N, = 6 zmienia si¢ lagodnie od 1 do 0,943 (N, = 6 moze oznaczaé
polozenie na powierzchni) i spada szybko dla N, < 6 takze C(0) = 0,002. Parametr P(X) mozna
zdefiniowaé jako:

P(X) =1-(C(Ne))y (2.70)

k

gdzie (C'(Ne)) y, jest usredniong po wszystkich atomach wartoscig funkeji C(N,). Wprowadza-
jac funkcje P(X) mozemy zmodyfikowaé funkcje x? aby oprécz dobrego dopasowania do danych

eksperymentalnych narzucala rowniez wiezy na kompaktowosé modelu:

f(X) =x*+aP(X) (2.71)

gdzie f(X) jest nowa funkcja do minimalizowania, « jest waga kryterium kompaktowosci. Wartosé
P(X) zalezy od ksztaltu czasteczki dlatego tez, wiedzac czy ksztalt czasteczki jest mniej czy wiecej
anizotropowy (np. z ksztattu krzywej P(r) ) mozemy zmieniaé¢ warto$é a. Majac zdefiniowana funkcje
f(X) mozna zapisaé¢ algorytm symulowanego wyzarzania za pomoca schematu:

1. Generowanie losowej konfiguracji kul Xy w wysokiej temperaturze Tj.

2. Wylosowanie jednego pseudo-atomu i losowa zmiana jego fazy (nowa konfiguracja X’). Obli-
czanie A = f(X') — f(X).

3. Jedli A < 0 akceptacja zmiany (X — X'). JeSli A > 0 akceptacja zmiany z prawdopodo-
biefistwem exp(—A/T). Powtérzenie drugiego kroku z konfiguracji X lub X’ (jesli zostala
zaakceptowana).

4. Utrzymanie temperatury przez 100 N zmian konfiguracji lub 10 N zmian konfiguracji zakon-
czonych sukcesem (A < 0 ). Nastepnie zmniejszenie temperatury: T/ = 0,9 T. Kontynuacja

schladzania do ustabilizowania sie funkeji f(X).

2.6.6.3 Modelowanie struktury domenowej bialek za pomocg algorytmu symulowanego

wyzarzania

Algorytm symulowanego wyzarzania zostal takze zaimplementowany do modelowania modeli bia-
lek w postaci pseudo-tancucha (Svergun i wsp., 2001). W modelu tym lancuch biatkowy przedsta-
wiony jest w postaci kul odpowiadajacym pojedynczym merom (resztom aminokwasowym) taficucha
polipeptydowego. Krzywe rozpraszania dla roznych bialek o réznej masie molekularnej wykazuje

! co odpowiada rozdzielczosci 0,5 nm.

spore réznice w ksztalcie do wartosci wektora s = 12 nm™
Malokatowe rozpraszanie nie nadaje sie wiec do okreslania struktur drugorzedowych. Jednak nawet
rozdzielczo$¢ 0,5 nm znacznie poprawilaby rozdzielczo$é¢ wzgledem modeli otrzymywanych z zasto-
sowaniem modeli pseudo-atoméw. Z ta rozdzielczo$cia mozna teoretycznie modelowaé strukture

biatek i kwaséw nukleinowych na poziomie indywidualnych domen. Z wtasciwosci statystycznych
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wynika, ze dla bialek rozklad prawdopodobienstwa znalezienia innego aminokwasu w odlegloé¢ R
posiada charakterystyczny ksztatt. Oczywiscie najblizszy sasiad znajduje si¢ w odlegltosci 0,38 nm
odpowiadajacej odlegloéci pomiedzy atomami C, dwoch kolejnych aminokwaséw w tancuchu poli-
peptydowym. Wykorzystujac powyzsze wlasciwo$ci mozna natozyé wiezy na tancuch pseudo-reszt,
tak aby jego wlasciwoéci strukturalne jak najbardziej przypominaly te dla prawdziwych tancuchéw
biatkowych (otrzymanych ze struktur biatkowych zdeponowanych w bazie danych PDB). Program
GASBOR napisany przez Sverguna (Svergun i wsp., 2001) implementuje algorytm symulowanego wy-
zarzania z dodatkowymi wiezami opisanymi powyzej. W programie minimalizuje sie funkcje E(X)

dla danej konfiguracji tancucha Xj:

E(X)=x*+aP(X) (2.72)

2

i |: IDR SJ) CI&TP(sj) (273)

o(s))

n—l
j=1

gdzie I.qp(s) krzywa eksperymentalna o n punktach, (c(s)) jest czynnikiem korygujacym blad
krzywej rozpraszania dla modelu pseudo-reszt Ipr(s;), dla duzych wartosci s gdzie istotny wplyw
ma struktura reszt bocznych aminokwaséw, o(s;) - btad danych eksperymentalnych, ¢ - czynnik

skalujacy.

P(X) = [W(Ri) (Npr(Ri) — (N(Ri))))]* + G(X) + [max {0, (|| - r0)}]* (2.74)
k

gdzie W(Ry,) jest odwrotnie proporcjonalna do wariacji na krzywej, Npr(Ry) liczba sasiadéw
dla modelu pseudo-reszt w odleglosci Ry, (N(Ry)) - liczba sasiadéw w odlegloéci Ry odczytana z
histogramu usrednionego dla kilku struktur z bazy danych PDB, G(X) = In(Ng/N) - czlon ten
zapewnia nam lancuch bez przerw, Ng dlugosé najdtuzszego grafu powstalego z polaczenia pseudo-
reszt. Ostatni czlon zapewnia, ze model bedzie znajdowal sie blisko poczatku uktadu wspoétrzednych.
Schemat blokowy algorytmu wyglada bardzo podobnie jak w przypadku algorytmu programu DAM-
MIN:

1. W sferze o promieniu D4, /2 + 79 losowo rozmieszczane jest N pseudo-reszt (N réwne liczbie
aminokwaséw w biatku) oraz M czasteczek rozpuszezalnika. Liczona jest warto$é funkeji F(X)
oraz wybierana jest temperatura Tp.

2. Wybieranie losowo jednej pseudo-reszty i przenoszenie jej na odleglos¢ 0,38 nm od drugiej
pseudo-reszty. Jezeli nowe polozenie znajduje si¢ poza obszarem przeszukiwania powtarza sig¢
krok 2.

3. Jesli jest potrzeba, nastepuje zmiana polozenia czasteczek rozpuszczalnika. Obliczana jest réz-
nica AE = E(X')— E(X). Jedli AE > 0 ruch jest akceptowany jesli AE < 0 ruch akceptowany
jest z prawdopodobienstwem exp(—AE/T).

4. Kroki 2 i 3 sa powtarzane Np razy dopéki uklad sie nie ustabilizuje. Po Np krokach zmie-
niana jest temperatura: T/ = 0,9 T. Schladzanie systemu kontynuowane jest do momentu

ustabilizowania si¢ wartosci funkeji E(X).
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2.6.6.4 Modelowanie bryly sztywnej - wykorzystanie dostepnych struktur wysokoroz-
dzielczych

Metody ab-initio pozwalaja wymodelowaé niskorozdzielcza strukture makroczasteczek de novo.
Jest to szczegblnie przydatne gdy nie dysponujemy zadnymi danymi strukturalnymi. Pierwsza ge-
neracja programéw takich jak DALAI_ GA, DAMMIN i GASBOR stala si¢ standardem w okreslaniu
niskorozdzielczej struktury na podstawie danych z eksperymentéw SAXS. Jednak daja one jedynie
niskorozdzielczy opis ksztaltu makroczasteczki na poziomie precyzji odpowiadajacym danym z mi-
kroskopii elektronowej (TEM). Po zakoficzeniu projektéw sekwencjonowania ludzkiego genomu oraz
genomdéw wielu organizméw (okres ten byl nazywany era genomiki) nastapil wzrost zainteresowa-
nia tym co jest zakodowane w genomie czyli min. biatkami. Czesto uzywa sie terminu ery post-
genomowej. Od kilku lat dzialaja na calym Swiecie konsorcja tzw. genomiki strukturalnej majace za
swoj cel okreslenie struktury przestrzennej okreslonej grupy biatek czy tez biatek z calego organizmu
(np. bakterii Thermotoga maritima - konsorcjum Joint Center for Structural Genomics w USA). Do
okreslania struktury przestrzennej stosuje sie metody krystalografii rentgenowskiej oraz spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Podejscie to w przypadku metody NMR niesie ze soba
ograniczenie co do wielkosSci czasteczek. Standardowo za pomocy spektroskopii NMR mozna badaé
biatka o masie do 20 kDa. W przypadku krystalografii dla wielu bialek mozna byto uzyskaé struk-
ture jedynie dla pojedynczych domen lub tez skréconych wersji badanych bialek. Jednoczesnie im
wieksze biatko, z wieksza iloScia domen potaczonych gietkimi fragmentami, tym trudniej jest otrzy-
mac jego krysztaly. Podobnie w przypadku badania struktur komplekséw makromolekul, otrzymanie
krysztalow jest niejednokrotnie bardzo trudne a metoda NMR narzuca ograniczenie na wielkosé ba-
danego kompleksu. Jak juz wspomniano wczeéniej metoda SAXS nie niesie ze soba ograniczenia
co do wielkoéci czasteczek. Majac do dyspozycji struktury atomowe badanych bialek lub ich frag-
mentéw mozna teoretycznie okregli¢ strukture calego biatka/kompleksu tak jak miato to miejsce gdy
zamiast modeli atomowych mialo sie do dyspozycji model kulkowych. Jednak w przypadku duzych
bialek /komplekséw liczba wzajemnych orientacji do przetestowania w celu znalezienia odpowiedniej,
pasujacej do danych eksperymentalnych jest bardzo czasochlonna. Dlatego tez opracowano szereg
metod i algorytméw, ktore umozliwiaja nam modelowanie bialek czy komplekséw makromolekul na
podstawie danych SAXS (Svergun i wsp., 2005, Mertens i wsp., 2010).

Metoda modelowania bryly sztywnej polega na translacji i rotacji K podjednostek (traktowanych
jak bryla sztywna struktur bialek lub kwaséw nukleinowych) tak aby obliczona krzywa rozpraszania

byta jak najbardziej zgodna z danymi eksperymentalnymi. Dla uktadu K podjednostek mozna zapisaé

K 2
I(s) = < > AW () > (2.75)
k=1 Q

AR(F) = exp (i57%) [ (@) [€P (9)] (2.76)

gdzie: exp (i57}) jest operatorem translacji o wektor 7 przestrzeni rzeczywistej, [[ (caxSBrvk) -

wz6r na krzywa rozpraszania:

jest operatorem obrotu o katy Eulera a, 8, v, C*) (3) - jest krzywa rozpraszania dla k-tej podjed-

nostki w potozeniu referencyjnym. Takze amplitudy A*)(s) zaleza jedynie od sze$ciu parametréw:
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Thy Uk, Zk> Uk, B, Vi Jezeli wyrazimy amplitude A®*)(5) za pomoca harmonijek sferycznych (wzér
2.65) to wspoOlczynniki Al(j;) (s) bedzie mozna wyrazi¢ za pomoca wspotczynnikéw C’l(:;) (s) (Svergun i
wsp., 1997). Dodatkowo jezeli uklad charakteryzuje si¢ pewng symetria lokalng np. osia dwukrotng
(w przypadku dimeréw) lub inna symetria niekrystalograficana odpowiadajaca np. grupie P, lub
P? to w rozwinieciu w harmonijki sferyczne wklad beda dawaé symetrycznie niezalezne podjednostki
oraz jedynie wspotczynniki Al(:l)(s) om = 0, m = ixn. Dodatkowo dla grup punktowych P2
czlony Al((lf )(s) z nieparzystym [ znikaja. Dlatego dla symetrycznych oligomeréw obliczenia staja sie
znacznie prostsze. Dodatkowo mozna narzucié¢ wiezy na sprecyzowane miejsce oddzialywania (np.
informacje z innych technik np. spektroskopii NMR lub mutagenezy). W ogdlnosci do opisu krzywej
rozpraszania potrzebne sa 6 K — 6 parametréw (6K /n —2 dla P,, 3K /n dla P2), ktére zmienia si¢ w
trakcie dzialania algorytmu. W zaleznosci od tego jak duzo jest tych parametréw rézne algorytmy
wykorzystuja ré6zne metody minimalizacji.

Z najprostszym przypadkiem mamy do czynienia podczas modelowania homo- i heterodimeru. Dla
takiego przypadku mamy dwie rézne lub tylko jedng podjednostke. Svergun zaproponowal metoda
modelowania opierajaca sie na funkcji F(w). Najpierw generowane jest N kierunkéw - siatka (w;) w
przestrzeni za pomoca liczb Fibonacciego. W metodzie tej wybierany jest kierunek (w;) i obracana
jest pierwsza podjednostka tak aby w; = z. Nastepnie dla drugiej podjednostki obracamy jej siatke
(w;) tak aby jej w;-ty kierunek byt antyréwnolegly do kierunku w;. W przypadku homodimeréw j = 1.
Drugi monomer nastepnie przesuwany jest wzdiuz osi z o wartosé F(1 (wj) + F® (w;)+6 (parametr
0 = 0,3nm dobrany jest aby zapobiec zawadom sferycznym) i obracany o kat 0 < ¢ < 27. Algorytm
ten jest zaimplementowany w programie DIMFOM (Svergun i wsp., 2005), w ktérym ewaluowane sa

wszystkie pary w;,w; oraz obroty o kat 1.

2.6.6.5 Modelowanie homooligomeréw o okre$lonej symetrii

W przypadku modelowania symetrycznych oligomerdéw o symetrii innej niz P2 powyzszy algorytm
sie juz nie sprawdza. Jednak w tym przypadku mozliwe jest dosy¢ szybkie znalezienie najlepszej struk-
tury pasujacej do danych eksperymentalnych stosujac nieco inne podejécie. Uktad oligomeru zdefinio-
wany jest przez 6 parametréw: przesuniecie wzgledem poczatku ukladu wspétrzednych 7 = (r, 4, ¢)
oraz obrotow o katy Eulera «, 3, . Dodatkowo wlasciwosci harmonijek sferycznych wzgledem sy-
metrii znacznie upraszczaja liczenie funkcji I(s). Dlugos$é wektora 7 zdefiniowana jest w granicach:
0,95 x 79 < |F] < 1,05 X rg, gdzie ro = \/(RZXP)2 + (Rpon)2 a RSP, R7*™ sa promieniami zyracji

dla oligomeru (z eksperymentu) i dla monomeru (obliczony teoretycznie) odpowiednio. Wartosci
(1, ¢) brane sa z siatki Fibonacciego. Aby zapobiec otrzymaniu struktury oligomeru o monomerach
nie bedacych w kontakcie miedzy soba lub majacych zawady steryczne wprowadza sie funkcje, ktora
opisuje czy spelnione sg warunki na brak zawad sterycznych i oddzialywanie pomiedzy monome-
rami. Dla kazdego atomu wegla C, jednego monomeru, kreélona jest sfera o promieniu 0,76 nm
("2xodleglo$é pomiedzy dwoma atomami C,w lancuchu peptydowym). Identyfikowana jest liczba
atoméw C,, nalezacych do innego monomeru wewnatrz kazdej sfery i dla kazdej pary liczona jest odle-
glosé¢ d = C,—Cy. Jesli d < 0,38nm para daje wkiad (1/d — 1/0, 38) do funkcji opisujacej kryterium
kontaktu Pjyierfejs- Jesli 0,38nm < d < 0,76 nm para daje wklad 1/d. Przyjmuje sie, ze dwa mono-

mery oddziatuja ze sobg gdy wartos¢ funkcji Pinterfejs > 2,5 nm~!. Obliczona na calego oligomeru
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funkcja Pjpterfejs jest normalizowana do liczby monomeréw. Wygenerowane struktury oligomeru, w
ktérej czasteczki monomeréw nie oddzialuja miedzy soba oraz te, dla ktérych Piterfejs > 50 nm ™!
sa odrzucane bez liczenia wartosci funkcji I(s). Dodatkowo, mozna narzuci¢ wiezy zwiazane ze zdefi-
niowaniem odleglosci pomiedzy para atomow C,,. Jezeli dla N par spodziewamy sie odlegtosci miedzy
nimi dy0, to mozemy zdefiniowa¢ funkcje: Prontakty = Zﬁ[:l (max (0, d,, — dno))Q, gdzie d,- jest od-
legtoscia dla n-tej pary w danej konfiguracji. Tak zdefiniowane wiezy mozna zebra¢ w postaci funkcji
E:

E= X2 + ainterfejspinterfejs + akontaktypkontakty (277)

Z Wagami Qinier fejs, Ckontakty dObranymi tak aby czlon z wiezami dawal wktad 10 % — 50 % do
funkcji E. Funkcja x? ma analogiczng postaé jak wzér 2.68 i okresla dopasowanie modelu do danych

eksperymentalnych.W trakcie dzialania algorytmu minimalizowana jest wlasnie funkcja E.

2.6.6.6 Modelowania hetero-oligomerdéw

W przypadku komplekséw o réznych podjednostkach przeszukanie wszystkich mozliwych konfi-
guracji jest bardzo czasochlonne, gdyz nie obowiazuja juz uproszczenia opisane powyzej. W tym
przypadku trzeba zastosowaé¢ metody optymalizacji w celu znalezienia odpowiedniej konfiguracji. W
przypadku hetero-oligomeréw Svergun i wspolpracownicy po raz kolejny postuzyli sie algorytmem
symulowanego wyzarzania. W programie SASREF zamiast zmienia¢ pozycje pseudo-atoméw, losuje
sie podjednostke oraz kierunek, w ktérym dokonuje sie translacji o zadana diugo$¢ oraz os wokot
ktérej dokonuje sie rotacji o zadany kat (Petoukhov i wsp., 2005). Za kazdym razem liczone sa
amplitudy Al(fn) jedynie dla podjednostki, ktéra zmienia swoje polozenie. Na poczatku dziatania
algorytmu ustawiana jest wysoka temperatura a ruchy sa niemal dowolne. Natomiast w trakcie
dziatania programu temperatura jest stopniowo obnizana by osiagna¢ minimalng wartosé¢ funkcji E
(wzér 2.78). Dodatkowo mozna dopasowywaé modele do kilku zestawéw danych eksperymentalnych
np. dla konstruktéow zawierajacych tylko kilka domen z calego kompleksu. Dzieki temu mozliwe jest
dokladniejsze wymodelowanie struktury kompleksu. W programie minimalizowana jest funkcja E

podobna do wzoru 2.77:

M
E= Z X; + Qaist Paist + Qinter fejs Pinter fejs + Qkontakty Peontakty (2.78)
i=1
Gdzie x? - sa funkcjami nieosiujacymi dopasowanie do i-tego zestawu danych, waga ag;s oraz
funkcja Pyist = In(K/Kq) (Kg liczba podjednostek w najdluzszym grafie reprezentujacym oddziatu-
jace podjednostki) zapewnia, ze wszystkie podjednostki w kompleksie powinny oddzialywaé ze soba.
Wagi i funkcje: interfejsPinterfejs, ®Prontakty zdefiniowane sa podobmnie jak dla symetrycznych
oligomerow.
W przypadku, gdy dysponujemy jedynie struktura dla fragmentu badanego biatka, mozliwe jest
polaczenie dwoch metod: metody pseudo-tanicucha oraz metody bryly sztywnej. W metodzie tej
brakujace czesci bialka zastepowane sa za pomoca pseudo-tancuchéw. A krzywa rozpraszania dla K

podjednostek oraz N lacznikéw ma nastepujaca postac:
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2

0o l K N
I(s)=2m2 3" S (3" Al (s) + ZDl(Z,Z(s) (2.79)

=0 m=—1 |k=1

Gdzie Al(fl) (s), Dl(f?z(s) sa amplitudami dla modeli atomowych i pseudo-tancuchéw odpowiednio.

A zmodyfikowana funkcja E ma postac:

M
E = Z X; + Qaist Paist + Qinter fejs Pinter fejs + Qkontakty Prontakty + (2.80)
i=1
+kgty torsyjne Praty torsyjne + Qwigzania Pwigzania + Qkompakt Phompakt
Gdzie: Pyompakt = [Z] (max (0, RJ — 3%/@))2} / [9 >, ({/]\7;)} zapewnia, ze pseudo-tancuchy

nie bedg mialy zbyt rozciagnietej konformacji (Rg—promieﬁ zyracji j-tego pseudo-tancucha o M;
pseudo-resztach, 3{/ﬁj—spodziewany promien zyracji globularnego biatka o M; aminokwasach),
Praty torsyjne, Puwigzania 58 Wiezami na dlugo$é wigzan i katy torsyjne pomiedzy pseudo-tancuchami
odpowiednio. Metoda ta zaimplementowana w programach BUNCH (modelowanie pojedynczych
tancuchéw polipeptydowych przylaczonych do sztywnych domen) i CORAL (modelowanie komplek-
séw o kilku taficuchach polipeptydowych) jest warta uwagi, poniewaz wiele struktur zdeponowanych
w bazie danych PDB posiada nieuporzadkowane petle czy fragmenty w strukturze, ktére mozna mo-
delowa¢ w tych programach poprawiajac dopasowanie do danych eksperymentalnych (Petoukhov i
wsp., 2005).

2.6.6.7 Inne metody modelowania na podstawie danych z malokatowego rozpraszania

promieniowania rentgenowskiego

W laboratorium Yanga Zhanga na Uniwersytecie w Michigan stworzono pakiet do przewidywa-
nia struktur biatek SAXSTER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/SAXSTER/). SAXSTER jest
polaczeniem metod przewidywania struktur biatek opracowanych w laboratorium Zhanga takich jak
I-TASSER czy Quark stuzacych do modelowania homologicznego i ab-initio odpowiednio. SAXSTER
na podstawie krzywej rozpraszania lub krzywej P(r) filtruje modele otrzymane w procesie modelo-
wania tak aby obliczona krzywa rozpraszania dla modelu zgadzala si¢ z danymi eksperymentalnymi.
Ciekawym pomystem jest potaczenie metod dynamiki molekularnej bazujacych na zredukowanym
modelu (ang. coarse grainded) bialtek i kwaséw nukleinowych. Sprzezenie metod takich jak: UNRES
(Gotas i wsp., 2012, Liwo i wsp., 2014) czy tez metoda Kolinskiego (Kolifiski 2004) oparta na algo-
rytmach Monte Carlo do de-novo przewidywania struktur biatek, z mozliwoscia selekcji na podstawie
danych otrzymanych z eksperymentu SAXS mogloby by doskonale sprawdzié¢ si¢ w badaniu struktury
bialek z wykorzystaniem danych z eksperymentéow SAXS.

Do badania bialek natywnie nieuporzadkowanych, jak réwniez posiadajacych gietkie sekwencje
taczace domeny metody opisane powyzej nie sprawdzaja sie juz tak dobrze jak w przypadku bia-
tek globularnych. Dzieje sie tak dlatego, ze bialka nieuporzadkowane z definicji nie posiadaja jednej
struktury lecz wystepuja w postaci zbioru kilku konformeréw. Réwniez biatka posiadajace tylko mate

fragmenty nieuporzadkowane czesto wykazuja podobny dynamiczny charakter. Do opisu tego typu
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biatek bylo niezbedne zastosowanie innego podejscia. Bernadé i wspétpracownicy opracowali metode
do badania biatek nieuporzadkowanych, ktéra nazwali EOM (ang. ensemble optimization method)
(Bernadé i wsp., 2007). Metoda ta opiera sie na generowaniu losowych konformacji badanego biatka
(w reprezentacji za pomoca pseudo-reszt), w celu stworzenia ich zestawu. Wygenerowana pula mo-
deli posiada pewien rozktad, w ktérym zawarte sa zardwno rozciggniete jak i bardziej kompaktowe
struktury. Program RanCh stuzy do generowania puli modeli. Umozliwia on generowanie oligo-
merycznych struktur np. dimeréw ze zdefiniowanym przez uzytkownika interfejsie oddzialywania.
Dodatkowo, mozna wykorzysta¢ modele atomowe, ktore beda traktowane jak brylty sztywne, gdzie
tylko fragmenty pomiedzy domenami beda wymodelowane w postaci pseudo-reszt. Generowane mo-
dele sa odrzucane jesli beda posiadaly zawady steryczne. Tak przygotowana pula modeli, lub tez
pula modeli dostarczona przez uzytkownika stuzy nastepnie w programie Gajoe (Bernadé i wsp.,
2007) do wyznaczenia minimalnego zespolu, ktéry opisuje nam zachowanie si¢ biatka w roztworze
i najlepiej dopasowuje si¢ do eksperymentalnych danych z matokatowego rozpraszania promienio-
wania rentgenowskiego. Program Gajoe wykorzystuje algorytm genetyczny do dopasowania zespolu
konformacji do danych eksperymentalnych. 7 wygenerowanych modeli tworzone sa chromosomy o
liczbie konformeréw N>10 (autorzy programu sugeruja liczbe Na50). Najczesciej K = 50 chromoso-
moéw jest losowo generowanych z losowego zespotu struktur. W algorytmie stosuje si¢ dwie operacje
genetyczne: mutacje (gdzie 20 % genéw (gen jest w tym przypadku jedna z konformacji badanej
makromolekuly) jest wymieniana na inne lub 50 % genéw jest na nowo losowanych z losowej puli
lub 50 % genéw jest losowanych z puli reszty K-1 chromosoméw) oraz krzyzowania (losowane sa dwa
chromosomy i wymieniane sa co najmniej dwa geny pomiedzy nimi). Na koniec jednej rundy opera-
cji powstaje 3K chromosoméw z czego wybierane jest K najlepszych. Przewaznie do 5000 generacji
jest powtarzanych w toku dziatania algorytmu. Na sam koniec dziatania algorytmu otrzymujemy
wybrany rozklad konformacji badanej makroczasteczki, ktérych rozklad promienia zyracji R4 oraz
maksymalnego rozmiaru czasteczki D4, jest poréwnywany z rozkladem dla losowej puli. Z roz-
ktadu mozna wywnioskowaé czy badane bialtko jest bardziej sztywne (waski rozklad R,) czy tez
jest niepofaldowane (szeroki rozklad R, podobny do losowej puli). Metoda EOM pozwala na wzbo-
gacenie zespolu w struktury, ktére sa reprezentowane na niskim poziomie w losowej puli (skrajne
przypadki z rozkladu losowej puli modeli). Metoda ta doskonale si¢ sprawdzitla w przypadku badan
nad zdenaturowanym lizozymem w 8 M moczniku (testowe biatko niepofaldowane) jak réwniez dla
wielodomenowego biatka z dynamicznymi fragmentami pomiedzy nimi - kinaza tyrozynowa Brutona
(Bernadé i wsp., 2007). Na rysunku 2.17, zaprezentowane sa wyniki modelowania lizozymu z jaja ku-
rzego dla biatka ze zredukowanymi mostkami di-siarczkowymi (kolor czerwony) i z niezredukowanymi
mostkami (kolor zielony). Zauwazalna jest réznica pomiedzy tymi dwoma bialkami. Zredukowany
lizozym ma bardziej dynamiczng strukture poniewaz jego profil R, jest praktycznie taki sam jak dla
losowej puli modeli.

Innym podejsciem do modelowania biatek o dynamicznej strukturze jest metoda BSS-SAXS (ang.
basis-set supported SAXS) (Yang i wsp., 2010). Metoda ta w skrécie opiera sie na symulacji dyna-
miki molekularnej opartej na gruboziarnistym modelu biatka. Dzigki takiej reprezentacji mozliwe jest
symulowanie dluzszych czasowo proceséw oraz pozwala na uchwycenie nisko reprezentowanych kon-

formacji. W metodzie tej symulacja dynamiki molekularnej zaimplementowana jest z zastosowanie
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réwnania Langevina oraz zredukowanego modelu biatka — modelu GO (Hills i wsp., 2009).

Log |, relative

Log |, relative

o1 02 g3 04 20 2 _ 4 50 0 2 4 6
s(AT) Rg (A) Anisotropy

Rysunek 2.17 Zastosowanie metody EOM do badania bialek zdenaturowanych. Panel gérny (w
kolejnosci od lewej): krzywa rozpraszania dla lizozymu w 8M moczniku wraz z dopasowana krzywa
dla modeli otrzymanych w metodzie EOM, wykres przedstawiajac rozklad promienia zyracji dla lo-
sowej puli (kolor czarny) i dla dopasowanego zestawu konformacji (kolor zielony), rozklad anizotropii
ksztaltu modeli dla losowej puli (kolor czarny) i wybranego zestawu konformacji (kolor zielony). W
panelu dolnym przedstawione sg te same dane lecz dla prébki zredukowanej za pomoca DTT. Rysu-

nek zapozyczono z pracy Bernadd i wsp., 2007.

Rysunek 2.18. Dziewigé réznych konformacji kinazy Hck otrzymanych w metodzie BSS-SAXS.
Rysunek zapozyczony i zmodyfikowany z pracy (Yang i wsp., 2010).
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Nazwa pochodzi od autora pierwszych prac symulacyjnych (Ueeda i wsp., 1978), w ktérych uzyto
tego typu zredukowany model biatka w ktérym biatko reprezentowane jest za pomoca atoméw C,.
Zmodyfikowany jest takze potencjal, w ktérym energetycznie korzystne sa natywne, znane wczesniej
kontakty pomiedzy aminokwasami. Model ten uzywa sie do badania procesu faldowania sie bialek. W
pierwszym kroku przeprowadza si¢ kilka symulacji dynamiki molekularnej w celu otrzymania zestawu
struktur.

W dynamice molekularnej mozna zmienia¢ parametry oddziatywania tak aby otrzymaé jak naj-
wieksza przestrzen konformacyjna. Modele sa klastrowane a nastepnie grupowane na podstawie
podobienstwa krzywych rozpraszania obliczonych za pomoca metody FAST-SAXS zoptymalizowanej
dla modeli gruboziarnistych (Yang i wsp., 2009). W ten sposéb przygotowuje si¢ zestaw krzywych,
ktérych kombinacje liniowa przygotowuje sie tak aby pasowala do danych eksperymentalnych przy
pomocy metody Bayesian Monte Carlo. Metoda ta po raz pierwszy zostala zaimplementowana do
okreslenia struktury przestrzennej i dynamiki konformacyjnej kinazy tyrozynowej Hck bioracej udziat
w aktywacji uktadu odpornosciowego (Martin 2001) (rysunek 2.18).

Autorzy pracy wykazali, ze w roztworze kinaza Hck wystepuje w réwnowadze co najmniej dwéch
konformacji: nieaktywnej-zamknietej, gdzie domeny SH2 i SH3 oddzialuja z domena kinazy oraz
aktywnej konformacji gdzie domeny SH2 i SH3 z nia nie oddzialuja a samo bialko ma bardziej
rozciagnieta konformacje. Po zwiazaniu peptydéw przez domeny SH2 i SH3 biatko Hck istnieje
w wielu réznych konformacjach. Za pomoca SAXS i metody BSS udalo sie zbadaé¢ jak dynamika
konformacyjna moze wplywaé¢ na modulowanie funkcji kinaz z rodziny Src.

Podobne podejscie stosuje metoda EROS (ang. ensemble refinment of SAXS) (Rézycki i wsp.,
2011). Metoda ta sklada sie z dwdch krokéw. W pierwszym kroku przeprowadzana jest symulacja
metoda Replica Exchange Monte Carlo (REMC) w temperaturze 300 K z gruboziarnistym poten-
cjatem oddzialywan (oddzialywania pomiedzy resztami bocznymi aminokwaséw), ktéry sklada sie z
dwdch czlonéw (Karanicolas i wsp., 2002, Kim i wsp., 2008): pierwszy czlon opisuje oddzialywania

krétko-zasiegowe:

u;j(r) = |es) [13 (03/7)'2 =18 (035 /1) + 4 (035 /7)°| f(r) (2.81)
gdzie: .
f(r) = 11 (r/1505) (2.82)

Funkcja f(r) - zapewnia gladkie odciecie potencjalu. Potencjal ten bazuje na statystycznym poten-
cjale otrzymanym za danych eksperymentalnych. Potencjal ten rézni si¢ od potencjatu Lennarda-
Jonesa tym, ze zawiera w sobie dodatkowy czlon, ktory daje wkiad pochodzacy od czasteczek rozpusz-
czalnika zwiazanego z bialkiem (w postaci bariery energetycznej), ktére musza zostaé przemieszczone
w celu utworzenia kontaktu pomiedzy aminokwasami. Drugim cztonem w potencjale sa daleko-
zasiegowe oddziatywania elektrostatyczne modelowane za pomoca potencjalu Debye’a—Hiickela:

qiq; exp (—r /&) Je,r (& dlugosé ekranowania Debye’a). Na samg symulacje REMC sklada si¢ 20
réwnolegle prowadzonych symulacji Monte Carlo w temperaturze od 300 K do 485 K (71,15, ..., T2o).
W symulacji typu REMC co jaki$ czas pomiedzy symulacjami o sasiednich temperaturach np. T i

Ts, nastepuje wymiana aktualnych konfiguracji np. konfiguracja z symulacji w temperaturze T5 staje
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sie nowg konfiguracja w temperaturze Ty a prawdopodobienstwo przyjecia nowej konfiguracji okresla
algorytm Metropolisa. Takie podejécie ma na celu przySpieszenie symulacji i ominiecie problemu
minimum lokalnego. Symulacja trwa 2 * 108 krokéw Monte Carlo: 10® krokéw stanowi réwnowazenie
systemu a przez kolejne 10® krokéw prowadzona jest sama symulacja. W trakcie samej symulacji
REMC wybieranych jest 10* modeli do dalszych analiz, kazdy po 10* kroku symulacji. W symula-
¢ji domeny /biatka traktowane sg jako bryly sztywne. W drugim korku wybrane do analizy modele
sa klastrowane, a same klastry nastepnie stuza do otrzymania krzywej rozpraszania podobnie jak
mialo to miejsce w metodzie EOM. Metoda EROS wykorzystuje metode maksymalnej entropii w
celu unikniecia zbyt doktadnego, nierealistycznego dopasowania do danych eksperymentalnych. Za-
leta tej metody jest zastosowanie ,fizycznego” jak okreslaja autorzy pracy podejscia zastosowanego
w konstrukcji potencjalu oddziatywania. Wprowadzenie potencjatu Debye’a—Hiickela pozwala na
wybranie odpowiedniej sity jonowej dla danej symulacji, zeby otrzymac¢ warunki jak najlepiej zgodne
z warunkami w eksperymencie. W odréznieniu od innych metod, metoda EROS zaklada symulacje
w bardziej fizjologicznych warunkach niz inne podejscia.

Podejsciem, ktére coraz bardziej zyskuje na popularnosci jest taczenie danych z spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego z danymi z eksperymentéw SAXS/WAXS (Grishaev i wsp.,
2005). Dane SAXS moga zostaé uzyte w postaci wiezé6w w procesie obliczania struktury na podstawie
danych NMR. Innym podej$ciem moze by¢ dyskryminowanie juz otrzymanych za metody NMR
modeli na podstawie danych SAXS. W podejéciu tym ze zbioru modeli wybierane sa te, ktérych
obliczona krzywa rozpraszania lub funkcja P(r) najlepiej pasuja do eksperymentalnych danych SAXS
(Kozak i wsp., 2010).

Jak wspomniano wyzej dane SAXS moga zostaé¢ uzyte jako wiezy w celu obliczania struktury
bialek i kwaséw nukleinowych za pomoca metody NMR. Najbardziej popularne jest uzycie danych
SAXS z danymi z eksperymentéw RDC. Resztkowe sprzezenie dipolowe RDC (ang.residual dipolar
coupling) jest sprzezeniem pomiedzy dwoma dipolami magnetycznymi wystepujace gdy nie jest usred-
nione z powodu ruchéw molekularnych sprzezenie dipolowe. Hamiltonian dla dwéch oddzialujacych

spinéw jadrowych ma nastepujaca postaé¢ (Levitt i wsp., 2008):

. ho/ /= . o

i = 052 (3 (Lefs ) (Seeis) - 16) (2.83)
dr 1ig

gdzie: ryg jest odlegloécia pomiedzy dwa spinami jadrowymi o spinach Sil odpowiednio, a ejg

jest wektorem jednostkowym réwnolegtym do odcinka taczacego dwa jadra. Sprzezenie dipolowe jest

wiec odwrotnie proporcjonalne do r3odlegloci pomiedzy dwoma spinami. Powyzszy wzér mozna

zapisa¢ w prostszej postaci:

H = Dj;5(0) 21,5, — (IS + 1,Sy)] (2.84)
to v1vsh 2
Dys (0) = — 1 —3cos” 6 (2.85)
4 i [ ]

gdzie: - jest katem pomiedzy wektorem indukcji magnetycznej B a wektorem taczacym dwa ja-
dra. W przypadku makromolekutl w roztworze sprzezenie dipolowe usredniane jest do zera ze wzgledu

na dynamike ruchéw Browna. Jednak jest mozliwe czastkowe uporzadkowanie np. poprzez dodanie
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do roztworu czasteczek porzadkujacych uklad (biceli lub np. wiruséw o paleczkowatym ksztalcie),
ktére orientuja sie w polu magnetycznym spektrometru NMR. Udaje sie wtedy zmierzyé¢ sprzezenie
dipolowe - nazywane wtedy resztkowym sprzezeniem dipolowym. Wartos¢ RDC jest jak wspomniano
zalezna od r—3 | dostarcza wiec informacji na temat daleko zasiegowych korelacji w strukturze biatka
w poréwnaniu z odleglosciami prébkowanymi za pomoca jadrowego efektu Overhausera - NOE (ang.
nuclear Overhauser effect), ktérego sita zalezy od r—¢ (Cavanagh i wsp., 2007). Informacje na temat
RDC mozna potaczyé¢ z danymi SAXS w celu modelowania struktur biatek i kwaséw nukleinowych
(Grishaev i wsp., 2005, Wang i wsp., 2010b). Zeby w pelni scharakteryzowaé czasteczke potrzeba
duzej liczby zmierzonych RDC, a dodatkowe wiezy z eksperymentu SAXS pozwalaja na zwiekszenie
precyzji modelowania. Jednocze$nie w réwnaniu (2.85) dla czterech réznych wartosci kata 6 otrzyma
sie ta sama warto$¢ Drg (). Wprowadza to niejednoznaczno$ci mogace prowadzi¢ do otrzymania
btednych struktur. Zastosowanie tutaj danych SAXS pozwala znies¢ wspomniane niejednoznaczno-
§ci, poniewaz krzywa SAXS bedzie si¢ réznita dla kazdego kata 6 dajacego ta sama warto$¢ Dyg.
Dane SAXS mozna takze wykorzystaé¢ do obliczen struktury za pomoca pakietéw do modelowania

NMR np. NIH-Xplor (Schwieters i wsp., 2014). Dodatkowy potencjal ma nastepujaca postaé:

N
2
Esaxs = ksaxs y_wi (ICAC — IPXF) (2.86)

K3

Gdzie: ksaxs zapewnia odpowiednia wage wiezéw z eksperymentu SAXS, w; = 1/(No?2) - N
liczba punktéw na krzywej SAXS, o;-blad pomiaru SAXS, I¢ ALC _ obliczona krzywa rozpraszania

EXP
Ii

dla modelu, - eksperymentalna krzywa rozpraszania. Potencjal Es4x g jest podobny do funkcji

x2. Metode ta mozna stosowaé zaréwno do biatek jak réwniez do kwaséw nukleinowych. Zuo i
wspOlpracownicy okredlili strukture 30 kDa dimeru receptora petli czteronukleotydowej RNA (Zuo
i wsp., 2008). RMSD pomiedzy oryginalng strukturg obliczona na podstawie eksperymentu NMR a
strukturg obliczona z wiezami SAXS wyniést 3,2 A. Metoda laczaca NMR i SAXS JWAXS pozwala
na otrzymanie poprawnych struktur biatek i kwaséw nukleinowych nawet dla relatywnie duzych

czasteczek, trudnych do badania za pomocg metody NMR.

2.6.7 Metoda SVD

Metoda rozkladu wzgledem wartosci osobliwych SVD (ang. singular value decomposition) jest me-
toda rozktadu macierzy na trzy ortogonalne macierze (http://mathworld.wolfram.com/SingularValue
Decomposition.html): U, S, VTtj:

A=USVT (2.87)

gdzie A jest macierza o wymiarach N x M, U ma wymiar N X M a kolumny tej macierzy nazywane
sa lewymi wektorami wlasnymi, S ma wymiar M x M i jest macierzg diagonalna, ktorej wartosci
nazywane sa wartoéciami wilasnymi, V ma wymiar M x M 1i jej kolumny nazywane sa prawymi
wektorami wlasnymi. Macierz S zawiera wagi dla poszczegdlnych wektoréw wlasnych macierzy U.
Jej wartosci maja wlasnosé, ze s11 > Soo > S33--- > Sym. Wektory wiasne U z mniejszymi
indeksami daja wiekszy wktad do rozktadu macierzy A. Za pomoca metody SVD jesteSmy w stanie

zredukowac serie danych do mniejszej liczby komponentéw tj. zaprezentowaé je jako kombinacje
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liniowa pewnych wektoréw wilasnych. Macierz U ma ten sam wymiar jak wyj$ciowa macierz A,
lecz w wielu przypadkach tylko kilka pierwszych wektoréow wlasnych U jest w stanie zrekonstruowaé

wyjsciowa macierz A z zadanym bledem. Takze mozna zapisac:
A=A =U'S'V'T (2.88)

gdzie nowe macierze: U’, S’, V'maja zredukowany wymiar M do liczby M’ nie zerowych warto$ci wla-
snych macierzy U. Za pomoca testéw statystycznych mozna okredli¢, ktére wektory wlasne macierzy
U sg statystycznie nie istotne (np. test Wilcoxona w programie PRIMUS z pakietu ATSAS). Inna
metoda jest obliczenie funkcji autokorelacji dla wektoréw wlasnych macierzy U i wybranie jedynie
tych dla, ktérych funkcja autokorelacji ma niezerowa wartosé (funkcja autokorelacji dla szumu ma
taki sam charakter jak sam szum). Metoda SVD znalazla zastosowanie w problemach naukowych po-
niewaz pozwalala na oszacowanie za pomocg kombinacji ilu komponentéow da sie zapisa¢ otrzymana
serie danych (Feng i wsp., 2013, de Juan i wsp., 2014). W zastosowaniu do metody SAXS, metoda
SVD pozwala oszacowaé ile réznych réznych czasteczek (np. oligomerdéw, réznych konformacji danego
biatka) daje wklad do rozpraszania w serii danych np. eksperymentéw czasowo-rozdzielczych czy tez
zmianie pH, sily jonowej, stezenia czasteczek w roztworze temperaturze itp. (Williamson i wsp., 2008,
Minh i wsp., 2013). Nie mniej jednak wektory wlasne U nie maja zadnego sensu fizycznego tak jak
macierz V7T, ktéra opisuje jak zmienia sie udzial poszczegélnych wektoréw wiasnych w pojedynczych
zestawach danych. Nie mniej jednak okazuje sig, ze da sie zrekonstruowaé krzywe rozpraszania i/lub
profil stezenia komponentéw za pomoca metody SVD (Williamson i wsp., 2008, Galantini i wsp.,
2010).

Niech macierz A bedzie teraz macierza danych, gdzie kazda kolumna jest jedna seria danych (N
krzywych) o ¢ punktach tj. macierz A ma wymiar ¢ x N. Jezeli uklad da si¢ opisaé¢ za pomoca K
komponentow tj. w poszczegolnej serii danych w eksperymencie kazda krzywa jest kombinacja liniowa
krzywych dla K komponentéw a zmienia sie jedynie ich utamek wagowy (objetosciowy) mozemy
zapisaé:

A~ OF (2.89)

gdzie: O jest macierza o wymiarze ¢ X K, a macierz F opisuje ulamki wagowe dla poszczegdlnych
komponentéw w i-tej serii danych i ma wymiar K x N. Laczac réwnanie 2.88 i rownanie 2.89
otrzymamy:

A~OF =U'(S'V'") (2.90)

mozemy réwniez zatozyé, ze za pomoca kombinacji wektoréw wlasnych U’ mozemy, réwniez za-
pisa¢ macierz O. Ten, krok jest uzasadniony poniewaz macierz U opisuje serie danych, ktéra jest

kombinacja liniowa kolumn macierzy O.
O=UH (2.91)

taczac réwnania 2.90 i 2.91 mozemy zapisaé:

UHF =U'(S'V'" (2.92)
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HF =S'V'T (2.93)

W celu zrekonstruowania macierzy O nalezy w jaki$ sposéb okresli¢ wspotczynniki macierzy H i
F. W pracy (Williamson i wsp., 2008) autorzy pokazali, ze optymalne wartoéci H i F w przypadku
oligomeryzacji biatka mozna znalez¢ poprzez przeszukanie wartosci statych dysocjacji Kgys, za po-
moca ktérych da si¢ wyliczy¢é macierz F (za pomoca prawa dzialania mas), a nastepnie wyznaczyé
macierz H i zrekonstruowaé krzywe rozpraszania. W przypadku danych czasowo-rozdzielczych Kim i
wspoltpracownicy zastosowali podobne podejscie lecz zamiast prawa dzialania mas zastosowali model
kinetyczny (Kim i wsp., 2012).

W ich przypadku macierz V'T mozna zapisaé w postaci réwnania:
VT = (P)T (2.94)

gdzie: C jest macierza o wymiarach n; x K, gdzie n; jest iloScig punktéw czasowych a K iloécia
zakladanych komponentéw. Macierz C okresla jak zmienia sie stezenie komponentéw K w poszczegdl-
nych punktach czasowych. Macierz P bezpos$rednio wiaze macierz V z macierza C. Macierz obliczana
jest za pomoca pewnego modelu kinetycznego, dla ktérego nalezy zdefiniowaé reakcje (state czasowe

reakcji k;;) prowadzace do wzajemnych przemian komponentéw K tj.:

K = K- (2.95)
k)ij,kji

Jest to analogiczne jak skonstruowanie macierzy F za pomoca stalych dysocjacji. Dla takiego
modelu nalezy znalezé kombinacje wartosci macierzy P i C (okre$lonej modelem kinetycznym), dla
ktérych réznica pomiedzy oryginalng macierza danych A a macierza zrekonstruowang A’ bedzie
jak najmniejsza. Majac macierz P mozna zrekonstruowaé¢ krzywe dla K komponentéw za pomoca

réwnania:

K=U's'PT (2.96)

W dwoch poprzednich przyktadach zastosowania metody SVD potrzebny byl model pozwalajacy
na otrzymanie krzywych (np. model kinetyczny, stale dysocjacji). Nie mniej jednak w wielu przy-
padkach zdefiniowanie takiego modelu jest trudne. W taki przypadku mozna wykorzysta¢ metode
MCR-ALS (ang. multicurve resolution - alternating last squeres) (Blobel i wsp., 2009, Minh i wsp.,
2013, de Juan i wsp., 2014). Metoda ta stuzy w ogdlnosci do modelowania danych chemometrycz-
nych dotyczacych np. profili reakcji chemicznych, w celu okreslenia liczby komponentéw reakcji i
ich profilu stezenia. Podobne podejscie stosuje si¢ tez do danych spektroskopowych. Najwazniejsza
zaletg tej metody jest mozliwo$cé jej zastosowania bez uprzedniej wiedzy na temat badanego systemu

(np. modelu kinetycznego). W metodzie tej mozna zapisa¢ macierz danych D w postaci:

D=D*+E (2.97)
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D* =CsT (2.98)

macierz E jest macierza opisujaca blad metody, a D* jest zrekonstruowang macierza danych.
Macierze C i S odpowiadaja odpowiednio: profilowi stezenia i krzywymi komponentéw (np. dane
ze eksperymentéw SAXS, spektroskopii UV czy dichroizmu kolowego). W metodzie MCR-ALS za
pomocy analizy SVD oszacowuje sie liczbe komponentéw, a pdzniej przyblizone rozwiazanie tj, macie-
rze C i S, ktére nastepnie udokladnia sie za pomoca algorytmu ALS (ang. alternating last-squares).
Przyblizone rozwigzanie mozna otrzymac za pomoca kilku metod np. wybierajac z zestawu krzywych
“najczystsza’ tj. ta ktora sktada sie tylko z jednego komponentu. Dla wstepnie okreslonej macierzy

C mozna otrzymaé¢ wtedy macierz S za pomoca réwnania:
ST = C'Dsyp (2.99)

gdzie C'fjest macierza pseudo-odwrotna do C, Dsyp - jest odfiltrowana macierza D (macierz A’
w réwnaniu 2.88). Do analizy mozna uzyé takze wiezy np. unimodalny ksztalt krzywej czy tez
pozytywne wartosci macierzy ST (np. krzywa absorpcji UV czy krzywa SAXS) czy tez, zalozyé ze
suma utamkow wagowych musi by¢ réwna 1. W kolejnym kroku nowa macierz C jest obliczana za

pomoca réwnania:
C = (") Dsvp (2.100)

Kroki algorytmu powtarza si¢ az otrzyma sie zgodno$¢ macierzy D* z macierzg Dgy p tj. macierz
E jest takiego samego rzedu jak zakladany poziom bledu. Metode MCR -ALS mozna podsumowaé

za pomoca schematu przedstawionego na rysunku 2.19.

/ D B CST+ E Kilka rund

udokfadniania

C

Krzywe rozpraszania I(s)

Wstepny § dla K komponentéw
model o
72}
E E
o
a
)>0; 2.c=
Oszacowanie liczby I(Sl) O’ ZJCJ 1
komponentéw \—-\/—’_
wiezy

Rysunek 2.19 Schemat analizy MCR-ALS (na podstawie: Tauler 2005) .
Blobel i wspdélpracownicy (2009) wykazali, Zze metoda ta moze by¢ skutecznie wykorzystana do

modelowania danych SAXS dla mieszaniny kilku form oligomerycznych biatka lmwPTP (ang. low

molecular weight protein tyrosine phosphatase). Autorom udalo sie uzyskaé¢ krzywe rozpraszania dla
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dimeru i monomeru bialka ImwPTP i wygenerowaé¢ niskorozdzielcze modele dla obu form oligome-
rycznych.

Podsumowujac metody SVD i MCR-ALS stanowia doskonate narzedzie analizy danych matoka-
towego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego dla mieszanin w celu okreslenia ilo$¢ kompo-
nentéw i stezenia a co najwazniejsze takze krzywych rozpraszania. Nalezy jednak mieé¢ na uwadze, ze
zalozenia jakie stosujemy do modelowania (up. liczba komponentéw, model kinetyczny itp.) moga
mieé istotny wplyw na otrzymane wyniki. To samo dotyczy takze jakosci danych eksperymental-
nych, poniewaz szum w danych wprowadza btad do zrekonstruowanych krzywych rozpraszania, a co

najmniej redukuje zakres krzywej SAXS mozliwej do rekonstrukcji.

2.7 Dichroizm kotowy
2.7.1 Zjawisko dichroizmu kolowego

Zjawisko dichroizmu kolowego jest jednym z przykladéw istnienia aktywnosci optycznej. Ak-
tywnos¢ optyczna ma miejsce gdy, czasteczka zawierajaca chromofor jest chiralna lub gdy niechi-
ralny chromofor znajdzie sie w chiralnym otoczeniu. Aktywnos$é¢ optyczna manifestuje sie w postaci:
zmiany polaryzacji z liniowej na eliptyczna podczas przechodzenia $wiatta przez prébke, dichroizmu
kotowego - rézny stopien absorpcji $wiatla lewoskretnie i prawoskretnie spolaryzowanego, zjawiska
skrecania polaryzacji $wiatla, réznego wspolczynnika zalamania dla réznej skretnoséci padajacego
Swiatta. Schematycznie efekt dichroizmu kolowego oraz samego eksperymentu przedstawiony jest na
rysunku 2.20.

Spektrometr dichroizmu kolowego przedstawiony jest schematycznie na rysunku 2.20 C. Promie-
niowanie generowane jest przez lampe UV jest kierowane na monochromator i polaryzator. W celu
otrzymania promieniowania o polaryzacji kotowej, na drodze optycznej ustawiony jest modulator
fotoelastyczny (ang. photoelastic modulator - PEM). Najczesciej w spektrometrach dichroizmu ko-
lowego wykorzystuje sig¢ element piezoelektryczny drgajacy z czestotliwoscia ok. 50 kHz potaczony z
blokiem stopionego kwarcu. Po przylozeniu naprezenia uklad staje siec dwojlomny. PEM dziala jak
¢wieréfalowka powodujac przesuniecie w fazie skladowej horyzontalnej wzgledem wertykalnej pola
elektrycznego o /4 i na odwr6t, zgodnie z kierunkiem przylozonego naprezenia. Takze, po przejsciu
przez PEM, $wiatlo ma polaryzacje kotowa lewo- lub prawo-skretna. Skretnos¢ zmienia sie wraz z
czestotliwosécia drgan elementu piezoelektrycznego. Nastepnie wiazka kierowana jest na probke. Je-
zeli probka absorbuje $§wiatto niezaleznie od rodzaju skrecenia polaryzacji to sygnal obserwowany na
detektorze jest staly w czasie. W przypadku, gdy wspélczynniki ekstynkcji roznia sie¢ w zaleznosci od
rodzaju skrecenia polaryzacji, na detektorze sygnal bedzie oscylowal z czestoscia 50 kHz. vAC jest
roznicg w absorpcji pomiedzy rodzajami polaryzacji kolowej. Sygnal na detektorze jest skalowany
do $redniej intensywnosci padajacego swiatla (vDC) i przemnozony przez czynniki G, zapewniajacy

odpowiednie jednostki (np. AA lub ) sygnalu dichroizmu kolowego.
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TU'N
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Rysunek 2.20 Zjawisko dichroizmu kolowego. A. Przed przejSciem przez osrodek optycznie
czynny fale elektromagnetyczng liniowo spolaryzowang mozna rozpatrywaé jako zlozenie dwoch fal:
o polaryzacji kotowej lewo- i prawo-skretnej: E=E_+Ep. B.W wyniku réznicy wspoélczynni-
kow ekstynkeji dla skladowych kolowych, fala elektromagnetyczna po przejéciu przez prébke ma
polaryzacje eliptyczna. Na rycinie C. kolorem zielonym zaznaczone sg poéltosie elipsy oraz kat
skrecenia «. C. Schemat eksperymentu dichroizmu kolowego (opis w tekécie ponizej) (rysunek
zaadaptowano ze strony internetowej http://www.photophysics.com/tutorials/circular-dichroism-cd-

spectroscopy /4-cd-spectrometer-operating-principles) .
Jak wspomniano wyzej, w eksperymencie dichroizmu kolowego na probke na zmiane kierowane

jest sSwitalto spolaryzowane kotowo lewoskretnie lub prawoskretnie i obliczana jest réznica we wspol-
czynnikach ekstynkcji:
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Ae=¢€1, —€p (2.101)

gdzie: er, ep sa wspélczynnikami ekstynkcji dla swiatla lewo - prawo-skretnego. Inng miara

efektu dichroizmu kotowego jest eliptycznosé zdefiniowana jako:
a
6 = arctan 7 (2.102)

gdzie: a i b sa odpowiednio dlugoscia wielkiej i malej polosi elipsy Swiatta spolaryzowanego
eliptycznie (patrz rysunek 2.20 B). Obie te wielko$ci mozna wyrazié¢ za pomoca jednego wzoru:
0[°] =2.303 (AL — ARg) %TO (2.103)
gdzie: Ay, Ap sg wartosciami sktadowej lewo- i prawo-skretnej absorbancji zwigzanymi ze wzorem
2.101 za pomoca prawa Lamberta-Beera.

Zjawisko dichroizmu kolowego ma miejsce, gdy oprocz dipolowego momentu przejécia bedzie wy-
stepowal magnetyczny moment przejécia (Cantor and Schimmel 1998, Parson 2009). Poprzez kolejna
analogie z fizyka klasyczng moment dipolowy bedzie indukowany, gdy nastapi rotacja tadunku elek-
trycznego podczas przejécia ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego. Rotacja moze byé¢ lewo
lub prawo-skretna. Samo zjawisko polega na réznej absorpcji switata spolaryzowanego lewo i pra-
woskretnie. Swiatlo liniowo spolaryzowane mozemy rozwazaé jako superpozycje dwéch skladowych
o polaryzacji kolowej i tej samej amplitudzie ale przeciwnej skretnosci. W wyniku zajscia efektu
dichroizmu kotowego jedna ze sktadowych jest pochtaniana silnej i §wiatto przechodzac przez probke
zmienia swoja polaryzacje z liniowej na eliptyczna. Miarg dichroizmu kolowego jest wigc eliptycznoscé.
7 teoretycznego punktu widzenia wielkoscia opisujaca efekt dichroizmu kolowego jest sitg skrecenia

R, ktéra mozna obliczyé za pomoca wzoru wyprowadzonego przez Rosenfelda (Rosenfeld 1928):
R = Im (< Yol f]vg >< o|m| g >) (2.104)

gdzie m jest operatorem momentu magnetycznego a wielko$é < ¢ |m|¢, > jest nazywana magne-
tycznym momentem przejécia i jest odpowiednikiem dipolowego momentu przejscia. Zeby wystapilo
zjawisko dichroizmu kolowego podczas przejscia musza wystapi¢ niezerowe momenty przejscia oraz
nie moga by¢ one do siebie prostopadte. Dichroizm kotowy powstaje, gdy w hamiltonianie oddzia-
lywania ukladu z falg elektromagnetyczna uwzgledni sie takze wklad od oddzialywania z polem
magnetycznym. W przypadku przejs¢ elektronowych ich absorpcja moze byé¢ mala natomiast efekt
dichroizmu kotowego bardzo silny. Przykladem przejscia elektronowego mogacego daé efekt dichro-
izmu kolowego jest przejécie n — m* wolnej pary elektronowej atomu tlenu (orbital 2p,) w wigzaniu
karbonylowym. W tym wypadku nastepuje obrét orbitalu okupowanego przez wolna pare elektro-
nowa o kat § poniewaz orbital molekularny 7* jest asymetryczng superpozycja orbitali 2p.z atoméw
wegla i tlenu: % (2pf — QpZO). Magnetyczny moment przejscia ma niezerowa warto$¢ w przeciwien-
stwie do dipolowego momentu przejicia. Przejécie te jest dozwolone jezeli wiazanie to znajdzie sie
w otoczeniu zaburzajacym symetrie orbitali elektronowych. Zaburzenie to jest zrédlem niezerowego

dipolowego moment przejscia. Przejécie to schematycznie jest przedstawione na rysunku 2.21.
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Dla przejécia n — 7* w wiagzaniu karbonylowym dipolowy moment przejscia < ¥ .|@|w, > jest
rowny zero. Tak wiec w prostym przyblizeniu takie przejscie jest zabronione, jednak w eksperymen-
cie czesto da sie je zarejestrowaé poniewaz w obliczeniach nie uwzglednia si¢ otoczenia oraz drgan
molekularnych. Nie mniej jednak absorpcja promieniowania dla tego przejécia jest duzo stabsza niz w
przypadku przejécia m — 7*. Natomiast magnetyczny moment przejécia jest rézny od zera i dlatego

tez to przejscie jest duzo bardziej widoczne na widmie dichroizmu kolowego.

Rysunek 2.21 Przejscie elektronowe n — 7% w wiazaniu karbonylowym. Wiazanie karbonylowe
znajduje sie w plaszczyznie xy. A. Orbitale n atomu tlenu i 2p, atomu wegla sa do siebie syme-
tryczne przed absorpcja kwantu promieniowania. W wyniku absorpcji nastepuje rotacja orbitalu n.
B. Po rotacji orbital 2p, atomu tlenu tworzy antysymetryczng kombinacje liniowg z orbitalem 2p,
atomu wegla. Rysunek wykonano na podstawie (William W. Parson, Modern Optical Spectroscopy
Springer-Verlag 2009, pp 312.)

Eksperymentalnie mierzona eliptyczno$é¢ dla przejscia elektronowego 0 — a mozna zwiazaé ze

wzorem na site skrecenia za pomoca wzoru:

Rao = <87::§’LJCVO> / {G&M}dA (2.105)

Wz6r ten stanowi wiec podstawe do poréwnywania danych eksperymentalnych z modelem teore-

tycznym. Dla nieoddzialujacych dipoli sygnal dichroizmu kotowego ma taki sam ksztalt jak widmo
absorpcji ale moze przyjmowaé zaréwno dodatni jak i ujemny znak. Dla czasteczek bedacych ste-
reoizomerami sygnal dichroizmu bedzie mial taki sam ksztalt ale przeciwny znak. W przypadku
gdy mamy do czynienia z dwoma oddzialujacymi dipolami Hamiltonian dla takiego uktadu bedzie

nastepujacej postaci:

Hi, = H} + Hy + Vi (2.106)
Vig = 222 — 5 1225(“2“2) (2.107)
T2 12

gdzie: Via - jest operatorem oddzialywania pomiedzy dwoma dipolami odlegtymi o wektor 7o, ji1i
[l2sa operatorami momentu dipolowego jednego i drugiego monomeru. Dodatkowy czton w Hamil-

tonianie bedzie prowadzit do rozszczepienia poziomu energetycznego: Ey, £ Vi2 i obserwacji dwoch
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zamiast jednego pasma absorpcji dla przej$cia 0 — a. Rozszczepienie to nazywamy rozszczepieniem
ekscytonowym. W przypadku dichroizmu kotowego wystepuje jeszcze dodatkowe sprzezenie magne-
tyczne wywotane przez oddzialywanie momentéw magnetycznych przejscia. Takze sila rotacji bedzie
sktadata sie z trzech komponentéow: cztonu jedno-elektronowego, ktory jest suma g, dla monome-
row, czlonu sprzezenia elektromagnetycznego, ktory pochodzi od oddzialywania pomiedzy momentem
magnetycznym jednego monomeru a momentem dipolowym drugiego oraz trzeciego czlonu nazywa-
nego czlonem sprzezenia ekscytonowego. Trzeci czlon jest zwiazany z oddzialywaniem momentow
dipolowych pomiedzy monomerami. Czlon ten bardzo czesto jest cztonem dominujacym. Przykla-
dowy sygnal dichroizmu kotowego dla oddzialujacych monomeréw ma posta¢ widoczng na rysunku
2.22. Na wykresie mozna zaobserwowaé dwa pasma o przeciwnym znaku polozone symetrycznie

wokél pasma absorpcji dla monomeru.

Ag [arb.u.]

Dtugosé fali &

Rysunek 2.22 Schemat przykladowego widma dichroizmu kolowego dla dimeru czasteczek. Ry-
sunek wykonano na podstawie (William W. Parson, Modern Optical Spectroscopy Springer-Verlag
2009, pp 326). Kolorem czerwonym i niebieskim zaznaczone sa widma dichroizmu kolowego dla

indywidualnych przej$é. Kolorem zielonym zaznaczony jest catkowity sygnat dichroizmu kotowego.

2.7.2 Wykorzystanie spektroskopii dichroizm kolowego do wyznaczania struktury dru-

gorzedowej biatek

W przypadku bialek dwa przejscia elektronowe daja wktad do obserwowanego widma dichroizmu
kotowego. PrzejSciami tymi sa przejscia m — n* oraz n — m w wigzaniu peptydowym. Bialka sa po-
limerami skladajacymi si¢ z wielu monomeréw (aminokwaséw) i w przypadku tych przej$é¢ dochodzi
do sprzezenia ekscytonowego i wystepowania charakterystycznego sygnatlu dichroizmu kolowego dla
roznych konformacji lancucha polipeptydowego. W przypadku biatek, widma dichroizmu kotowego
dla poszczegdlnych struktur drugorzedowych mozna wyliczy¢ teoretycznie (Tinoco i wsp., 1963, Wo-
ody i wsp., 1967, Sreerama i wsp., 2004). Dla helisy alfa przejscia elektronowe m — 7* daja wkiad w
postaci minimum przy ok. 205 nm, oraz dwa pasma o pozytywnym sygnale ponizej pasma 205 nm
(przewaznie w poblizu 190 nm). Przejscie przy 205 nm jest spolaryzowane réwnolegle do osi helisy a
dwa przejscia wysokoenergetyczne sa spolaryzowane prostopadle do osi helisy. Przejscie n — 7 jest
zabronione, poniewaz moment dipolowy jest réwny 0. Przejscie to moze zosta¢ wzbudzone poprzez
sprzezenie ekscytonowe z wysokoenergetycznymi przejsciami m — 7m*dajac w rezultacie dodatkowe

pasmo o negatywnym sygnale przy dlugosci fali ok. 220 nm. W rezultacie spektrum sktada sie z
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trzech pikéw dodatniego przy dtugoéci fali ok. 190 nm oraz dwdéch negatywnych przy dtugoéci fali 205
nm i 220 nm. Model ten wyjatkowo dobrze zgadza si¢ z wynikami eksperymentalnymi otrzymanymi
dla modelowego peptydu o konformacji helisy alfa.

Dla struktury arkusza beta spektrum dichroizmu kotowego wystepuja pasma o dodatnim sygnale
ok 200 nm oraz negatywnym sygnale dla kréotszych dlugosci fali pochodzace od sprzezenia ekscytono-
wego przejscia m — 7* (Tinoco i wsp., 1963, Woody i wsp., 1967, Sreerama i wsp., 2004). Sprzezenie
przejécia m — w* z przejéciem n — 7*jest rezultatem pasma o negatywnym sygnale przy ok. 215
nm. W odréznieniu jednak od wynikéw otrzymanych dla helisy alfa przewidywania dla arkuszy beta
mniej zgadzaja sie z eksperymentalnie otrzymanymi widmami dla modelowych uktadéw. Najpraw-
dopodobniej jest to zwiazane z wrazliwo$cia widma na skrecenie g-arkusza.

7 eksperymentéw nad zwijaniem si¢ bialek wynika, ze konformacja klebka statystycznego ma inny
sygnatl dichroizmu kolowego. Dodatni sygnal dichroizmu kolowego wystepuje ponizej 210 nm a ne-
gatywny ponizej 210 nm. Teoretycznie za pomoca kombinacji liniowej widma dla helisy alfa, arkusza
beta oraz struktury niepofaldowanej (klebka statystycznego) mozna okresli¢ ich procentowy wklad
do ogdlnej struktury drugorzedowej bialka. Przykltadowe widma dichroizmu kotowego dla wybranych

bialek przedstawione sa na rysunku 2.23.

0 [mdeg]

Rysunek 2.23 Widmo dichroizmu kotowego dla bialek. A. Eksperymentalne widma dichroizmu
kolowego dla trzech bialek o réznej zawartosci elementéow struktury drugorzedowej: mioglobiny z ka-
szalota (kolor czerowny) - biatko bogate w helisy alfa, poryny OmpG z bakterii E.coli (kolor zielony)
- biatko bogate w arkusze beta, ferredoksyny z bakterii Clostridium acidurici - biatka z licznymi
fragmentami o nieregularnej strukturze i petlach (kolor niebieski). B. Struktury przestrzenne wy-
mienionych bialek, w kolejnosci: mioglobiny, poryny OmpG oraz ferredoksyny. Dane CD pochodza
z bazy danych Protein Circular Dichroism Data Bank (http://pcddb.cryst.bbk.ac.uk/).

W przypadku bialek spektroskopia dichroizmu kotowego znalazta zastosowanie w okreslaniu struk-

tury drugorzedowej. W tym celu zarejestrowane widmo dla badanego biatka rozklada sie w postaci

65



2 WSTEP

kombinacji liniowej krzywych bazowych, ktére w najprostszym przypadku sa widmami dla modelo-
wych bialek o strukturze helisy alfa, arkusza beta i klebka statystycznego. Nowsze wersje algorytmow
uwzgledniaja takze inne struktury drugorzedowe jak np. helise 31¢ czy tez skrety beta. W zalozeniu
dla danej dlugosci fali A eliptyczno$é 0 jest réwna kombinacji liniowej eliptycznosci dla poszczegdl-
nych struktur drugorzedowych:
0, = Zs,’Si,\ + szum (2.108)
i

D ei=1 (2.109)

g >0 (2.110)

Nie mniej jednak takie podejscie ma swoje wady (Compton i wsp., 1986). Po pierwsze, naj-
pierw nalezy okredli¢ jak wygladaja widma dla poszczegélnych struktur drugorzedowych. Jak wyzej
wspomniano teoretyczne przewidywanie widm CD dla biatek nie zawsze jest dokladne. Widma dla
modelowych uktadéw, takich jak peptydy o okreslonej strukturze drugorzedowej, tez maja ograni-
czone zastosowanie. Wykazano, ze nawet dla modelowych ukladéw rézne parametry takie jak np.
dlugoéé helisy alfa czy tez skrecenia w arkuszach beta maja wplyw na ksztalt widma. Dlatego tez
zaproponowano inne rozwiazanie. Hennessey i wspélpracownicy (Hennessey i wsp., 1981) wykazali,
ze dla zbioru widm CD dla 16 modelowych bialtek, dla ktérych znana byla struktura przestrzenna,
istnieje pewna iloé¢ informacji wystarczajaca do rekonstrukcji widma oraz do okreslenia wkladu po-
szczegllnych struktur drugorzedowych. Autorzy postuzyli sie analizg SVD wspomniang wczesniej
przy analizie danych SAXS. Wykazali, ze dla macierzy wektoréw wlasnych pie¢ pierwszych wektorow
wystarczy, by zrekonstruowaé¢ widma i okresli¢ strukture drugorzedowa dla zbioru 16 modelowych
biatek. Dla zbioru modelowych bialek mozna zdefiniowaé¢ macierz F, ktora opisuje ilosé struktur
drugorzedowych w widmie tj:

C = BF (2.111)

F=XC (2.112)

gdzie: C' jest macierza zawierajaca dane CD, B - macierza zawierajacg widma dla wyodrebnionych
struktur drugorzedowych, macierz X - zawiera tzw. odwrotne widma CD dla struktur drugorzedo-
wych. Majac zdefiniowane macierze: eksperymentalnie wyznaczona macierz C oraz obliczona na
podstawie zdeponowanych w bazie danych struktur macierz F' mozna za pomoca metody najmniej-
szych kwadratéw wyznaczy¢ macierz X. Za pomoca macierzy X nastepnie mozna okresli¢ wklad
poszczegblnych struktur drugorzedowych dla innych biatek tj. innej macierzy C’. Znajac macierz
F mozna takze zrekonstruowaé¢ macierz B widm dla wyodrebnionych struktur drugorzedowych za

pomoca metody SVD rozkladajac najpierw macierz F (Compton i wsp., 1986):
F=UpSpVE (2.113)
a nastepnie obliczy¢ warto$¢ B ze wzoru:

B=C (VpStUL) (2.114)
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Macierz Vp jest transponowana macierza V1, macierz UL jest transponowana macierza U, a macierz
St jest macierza pseudo odwrotna (Moora-Penrosa) macierzy Sr. Jednak w przypadku metody
najmniejszych kwadratow, gdy liczba widm jest wieksza niz liczba informacji dostepnych w danych,
rozwiazanie moze by¢ niestabilne. Zaproponowano wigc inne podjecie z zastosowaniem metody SVD
oraz metody samouzgodnionej (Sreerama i wsp., 1993, Johnson 1999). W metodzie tej tak jak
poprzednio definiowana jest macierz F. Jednak w odréznieniu od poprzedniej metody w sktad danych
macierzy widm bazowych C' wchodzi rowniez widmo dla bialka o nieznanej strukturze drugorzedowej
tworzac macierz Cy. Analogicznie tworzona jest macierz Iy, ktéra zawiera takze wktad od nieznanego
biatka f. Poniewaz f jest szukana przez nas funkcja, zaklada sie wartos¢ poczatkowa f i oblicza sie¢

macierz X za pomoca metody SVD:
X =RvstuT (2.115)

Macierze U, S, VT oraz V, ST, UT pochodza z rozkladu macierzy C za pomoca metody SVD:
C =USVT. W analizie SVD wykorzystuje sie, tak jak wspomniano poprzednio, tylko 5 pierwszych

wektoréw i wartoséci wlasnych. Z pomoca tak otrzymanej macierz X oblicza si¢ wartosé fi:
hH=XC (2.116)

W nastepnym kroku obliczen warto$¢ f1 zastepuje f w macierzy Fy. Korki algorytmu powtarzane
sg az poprawa w wartoSci f nie ulegnie zmianie tj. gdy réznica pomiedzy kolejnymi wartosciami f
bedzie mniejsza niz 0,025. W trakcie pracy algorytmu dodatkowo zmieniane sa widma w macierzy ba-
zowej C tak, aby rozwigzanie bylo jak najlepsze. Zabieg ten pozwala rowniez na unikniecie problemu
zwigzanego z tym, ze poniewaz ilo$¢ informacji w macierzy C jest ograniczona do pieciu, jedynie
pie¢ réwnan (z analizy SVD) musi wystarczy¢ do opisania struktury drugorzedowej. Niestety liczba
roznych struktur drugorzedowych jakie mozna wyr6zni¢ jest wieksza niz pie¢ jak réwniez ich udzial
w poszczegdlnych biatkach z macierzy C jest rézny. Autorzy w pracy wykazali, ze jezeli zmniejszy
sig¢ ilo§¢ biatek z macierzy C do o$miu otrzymane wyniki beda jeszcze bardziej doktadne. Oczywiscie
wybo6r osmiu bialek z 16 nie jest prosty i jednoznaczny. Dlatego w programie osiem skladowych
bazowych jest losowo dobierana i rozwiazania, dla ktérych 0,952 < 3. f; < 1,05 oraz f; > —0,03 sa
zatrzymywane. Dodatkowym, kryterium jest warunek, ze sredniokwadratowy btad pomiedzy orygi-
nalnym widmem a widmem zrekonstruowanym wynosi mniej niz 0,25 Ae. Metoda opisana powyzej i
zaimplementowana w programie CDSSTR jest w stanie oszacowaé warto$¢ struktury drugorzedowej
w widmie z bledem mniejszym niz 4 %.

Istnieje kilka programéw do analizy zawartosci struktur drugorzedowych bialek na podstawie da-
nych ze spektroskopii dichroizmu kolowego. Réznia sie one miedzy soba stosowana metoda obliczen,
cho¢ programy VARSLC i CDSSTR wykorzystuja podobna technike obliczeni (dobieranie krzywych
referencyjnych). Réwniez CDSSTR oraz SELCON3 dziela cze$é metod obliczeniowych (metoda sa-
mouzgodniona). Program K2D wykorzystuje metode oparta na sieciach neuronowych. Natomiast
CONTINLL wykorzystuje polaczenie metody najmniejszych kwadratow z dodatkowymi wigzami sta-
tystycznymi zapewniajacymi stabilnos¢ rozwiazania. Kazdy z tych programéw wymaga okreslonego
minimalnego zakresu dlugosci fali w celu przeprowadzenia analizy (tabela 2.1). Program K2D potrze-

buje do analizy najmniejszy zakres dlugo$é fali. Istnieje tez mozliwo$é wyboru zestawu referencyjnych
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widm. Opis kazdego z zestawéw dostepny jest na stronie internetowej (http://dichroweb.cryst.bbk.
ac.uk/html/userguide_datasets.shtml). Wszystkie wymienione w tabeli 2.1 programy sa dostepne za
pomoca serwera Dichroweb (Whitmore i wsp., 2004).

Tabela 2.1 Wybrane programy do estymacji struktur drugorzedowych na podstawie danych ze

spektroskopii dichroizmu kotowego.

Program Minmalny zakres dtugosci fali Referencje
K2D 200-241 nm Andrade i wsp., 1993
CDSSTR 190-260 nm Johnson 1999
SELCON3 190-240 nm Sreerema i wsp., 1993
CONTINLL 178-240 nm Van Stokkum i wsp., 1990
VARSLC 178-260 nm Compton i wsp., 1986, Manavalan i wsp., 1987

2.8 Zrédla promieniowania rentgenowskiego

W rozdziale tym chcialbym przedstawié¢ zrédla promieniowania rentgenowskiego jakie stosowane
sa w badaniach SAXS. Informacje te dopelniaja wczesniej opisang metodyke analizy danych SAXS
od strony eksperymentalnej. Historycznie pierwszym Zrodlem promieniowania rentgenowskiego byla
wykorzystana w pionierskich eksperymentach przez Wilhelma Konrada Rontgena tzw. lampa wyta-
dowcza Crookes’a. Zmodyfikowana wersja lampy wyladowczej Crookes’a ale opierajaca si¢ na tych
samych zasadach uzywana jest do dzisiaj jako laboratoryjne Zrédlo promieniowania rentgenowskiego.
Obecnie standardowym zrédtem promieniowania w zakresie rentgenowskim jest synchrotron. Ponizej,

zostanie krétko opisane wytwarzanie promieniowania w synchrotronach.

2.8.1 Promieniowanie synchrotronowe

7 fizyki klasycznej wiemy, ze ladunek majacy przyépieszenie bedzie zrédlem fali elektromagne-
tycznej. W przypadku czasteczki poruszajacej sie po okregu w wyniku dzialania np. sily Lorentza
czasteczka bedzie miala przySpieszenie radialne. Dla czastki naladowanej poruszajacej sie po okregu
zalezno$é¢ katowa wypromieniowanej energii w uktadzie odniesienia zwiazanym z poruszajacym si¢

tadunkiem (*) ma posta¢ (Wiedemann 2003):

@ _reme
dQ  4rw

a? sin? ©* (2.117)

gdzie: ©*- jest katem pomiedzy kierunkiem obserwacji a wektorem przy$pieszenia a*, r. =

1 e?
4meq mc?

cej sie z predkoscia zblizona do predkosci $wiatta przechodzac do uktadu laboratoryjnego zwigzanego

jest tak zwanym klasycznym promieniem elektronu. W przypadku czasteczki poruszaja-

z obserwatorem musimy zastosowaé transformacje Lorentza. Transformacja ta powoduje znieksztal-
cenie pola elektrycznego zwiazane ze skonczona predkoscia swiatlta. W wyniku tego znieksztalcenia
promieniowanie emitowane przez czastke jest silnie skolimowane w kierunku stycznym do toru ruchu

czastki. Rozklad katowy promieniowania mozna opisaé za pomoca kata O:

O ~ sin ©*

1
N a o 2.118
Y(1+ BeosO©*) v (2.118)
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Gdzie: v = \/ﬁ , B = 2. Dla relatywistycznych elektronéw poruszajacych si¢ w akcelerato-
rach czastek 7 ~ 10% — 10* a O jest rzedu miliradianéw. Innymi stowy promieniowanie emitowane
przez czastke ma kat rozwarcia @. Promieniowanie synchrotronowe jest spolaryzowane i ma bardzo
duzg intensywnos$¢ w poréwnaniu z konwencjonalnymi zrédtami promieniowania. Mozna wykazaé, ze
liczba fotonéw wypromieniowania przez elektrony jest proporcjonalna do statej struktury subtelnej
o

1
Nyad ~ 70 (2.119)

Dla pradu elektronéw rzedu 1A otrzymamy warto$é rzedu 1017 (na jedno przejécie przez pierscien
akumulacyjny synchrotronu).

Jedli chodzi o wykorzystanie promieniowania synchrotronowego (nazwa pochodzi od typu akce-
leratora czastek elementarnych, w ktérym zarejestrowano po raz pierwszy eksperymentalnie pro-
mieniowanie emitowane przez naladowane czastki w ruchu po okregu) to w pierwszych latach po
odkryciu traktowano je jedynie jako promieniowanie pasozytnicze, ktore ogranicza mozliwosci akce-
leratoréw czastek. Jednak bardzo szybko zreflektowano sig, ze intensywne promieniowanie otrzymy-
wane w akceleratorach czastek, moze by¢ wykorzystane w wielu dziedzinach. Z biegiem czasu zaczeto
budowaé akceleratory czastek, ktére stuzyty tylko do otrzymywania promieniowania synchrotrono-
wego a obecnie na $wiecie pracuje kilkadziesiat synchrotronéw (pelna lista na stronie internetowej:

http://www.lightsources.org/).

A B N sekcji magnesow
— e
— o~
orhitd £ =
pierscien akceleratora _
V~=C
o eray

promieniowanie synchrotronowe

O=1/y

Rysunek 2.24 A. Schemat powstawania promieniowania synchrotronowego w pierscieniu aku-
mulacyjnym dla relatywistycznych elektronéw. B. Schemat powstawania promieniowania synchro-

tronowego w urzadzeniach typu insertion device.

Na rysunku 2.24 przedstawiony jest schematycznie proces powstawania promieniowania synchro-
tronowego. W nowoczesnych synchrotronach pierécien akumulacyjny sktada sie z sekcji prostych
oraz sekcji zakrzywiajacych tor ruchy. Sekcje zakrzywiajace tor ruchu sa to tzw. magnesy zakrzy-
wiajace (ang. bending magnet). Magnesy zakrzywiajace generuja promieniowanie synchrotronowe
na zasadzie opisanej powyzej. Efektywniejszym sposobem na otrzymywanie promieniowania synchro-
tronowego jest wykorzystanie urzadzen wstawkowych: tzw. wiggleréw i undulatoréw (ang. wiggler,

undulator). Oba te urzadzenia skladaja sie z kilkunastu dipoli magnetycznych ulozonych jeden za
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drugim ale naprzemiennie utozonych biegunami. Takie ulozenie powoduje, ze elektron porusza sie w
ptaszczyznie horyzontalnej ruchem oscylujacym. Zmiana toru ruchu elektronu zwiazana jest z po-
jawieniem sie przyspieszenia, ktore jest Zrodtem promieniowania co schematycznie pokazane jest na
rysunku 2.24 B. W przypadku undulatoréw magnesy sa utozone w taki sposéb, ze promieniowanie po-
wstale podczas jednego okresu oscylacji jest w fazie z promieniowaniem powstalym podczas kolejnych
oscylacji. Teoretycznie tak powstale promieniowanie jest monochromatyczne, jednak ze wzgledu na
skonczona liczbe magneséw jest ono jedynie quasi-monochromatyczne. W przypadku wigglera oscy-
lacje elektronu sa duzo wieksze a emitowane promieniowanie nie jest juz koherentne. Tor ruchu w
wigglerze moze zostaé roztozony na 2N (N liczba sekcji magneséw) okreséw, gdzie elektron porusza
sie po torze poélkolistym. W rezultacie wiggler bedzie generowal promieniowanie 2N razy bardziej
intensywne niz magnes zakrzywiajacy o tej samej wartosci indukcji pola magnetycznego.
Undulatory stanowia techniczng podstawe do budowy lasera na swobodnych elektronach. Gdy
elektrony poruszaja si¢ w undulatorze kazdy elektron bedzie emitowal promieniowanie niezaleznie
od innych (elektrony beda zachowywaly sie jak gaz elektronowy). Jednak im dluzej paczka elek-
tronéw (o odpowiedniej gestosci) bedzie podlegala oscylacjom w undulatorze tym promieniowanie
bedzie bardziej koherentne (rysunek 2.25). Jedli jednak uda sie w jaki$ spos6b zmusi¢ elektrony
do uporzadkowania si¢ w taki sposéb, zeby paczka falowa podzielona byla na fragmenty odlegle od
siebie o dlugo$é generowanego promieniowania wtedy kazdy fragment bedzie mozna traktowaé (w
skali dlugosci fali generowanego promieniowania) jak ladunek punktowy o tadunku réwnym eN (N
liczba elektronéw). Promieniowanie z tak podzielonej paczki falowej byloby koherentne. Elektrony
w undulatorze po pewnym czasie zaczynajg odczuwaé wplyw generowanego promieniowania o pew-
nej dlugosci fali. Oddzialywanie to powoduje grupowanie sie elektronéw w przestrzeni z periodem
modulacji réwnym wtasnie dtugoéci fali promieniowania. Gdy zajdzie juz ten proces wiecej promie-
niowania jest generowane i modulacja przestrzenna jest jeszcze bardziej efektywna. Proces ten nosi
nazwe SASE (ang. self amplified stimulated emission). Wymagana szeroko$é¢ paczki elektronéw to
~ 30 pm (szeroko$é poléwkowa) i czasie 0,1 ps pomiedzy kolejnymi paczkami. Lasery na swobod-
nych elektronach dostarczaja promieniowania o ogromnej intensywnosci i koherencji. Dzieki tym
parametrom pozwalaja na zarejestrowanie np. dyfrakcji na pojedynczych czasteczkach jak réwniez

na badanie zjawisk fizycznych o bardzo szybkiej dynamice rzedu femtosekund.

1000000
A
Emisja mikro-paczka
spontaniczna

,.gaz elektronow”

Log [Intensywnos¢]

SASE Nasycenie

Dhugo$¢ undulatora

Rysunek 2.25 Schematyczny rysunek przedstawiajacy zaleznos¢ mocy promieniowania od dlu-

gos¢ drogi przebytej w undulatorze przez elektrony. Na wykresie zaznaczony jest tez obszar gdzie
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wystepuje efekt SASE jak réowniez gdzie elektrony tworzg mikro-paczki oddalone od siebie o dtu-
go$¢ fali promieniowania. (Rysunek wykonano na podstawie Nielsen JA. Elements of Modern X-ray
Physics, 2nd Edition Wiley 2011 pp.60).
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3 Materialy i metody

W niniejszym rozdziale przedstawiono podstawowe protokoly wykonywanych w ramach prezen-

towanej pracy doktorskiej eksperymentéw.

3.1 Lista wektoréw uzywanych do nadekspresji biatek

Nazwa wektora Zrédlo/Producent Tag/Bialtko fuzyjne Miejsce cigcia proteaza —Konstrukty

pETM11 EMBL Heidelberg 6xHis TEV TaHSP90, HvHSP90AC,
HvTPR, AtTPR, ScTPR,
HsTPR

pETM30 EMBL Heidelberg  6xHis-GST TEV HvSGT1-CS (SAXS),
AtSGT1a-CS

pETMA41 EMBL Heidelberg 6xHis-MBP TEV HvSGT1-CS (CD)

pnEA-vH IGBMC Illkirch 6xHis TEV HvSGT1ASGS,
HvSGT1ATPR

pET151-D-TOPO Life Technologies  6xHis TEV HvSGT1

pDEST-HisMBP  Addgene 6xHis-MBP TEV HvRAR1

Opis skrotow: TEV - miejsce rozpoznawane przez proteaze z wirusa wzerkowej plamistosci tytoniu
(ang. Tobacco each virus), GST (ang. glutathione S-transferase) - transferaza S-glutationowa, MBP
(ang. maltose binding protein) - biatko wiazace maltoze. Opis konstruktéw znajduje siec w dalszej

czedci tekstu.

3.2 Transformacja bakterii E.colt metoda szoku cieplnego

Dla trzech uzywanych w pracy szczepéw bakterii E.coli: DH5« (Invitrogen), BL21(DE3) Codon-
Plus (Stratagene), BL21 Rosetta 2 (MerckMilipore), komérki kompetentne transformowano wektorem
plazmidowym w ten sam sposéb. Do rozmrozonych komérek dodawano 1-2 pl plazmidu (7100 ng)
i inkubowano przez 30 minut na lodzie. Nastepnie bakterie inkubowano przez 45 sekund w 42 °C
i przenoszono na 16d w celu inkubacji przez dwie minuty. Po inkubacji do bakterii dodawano 300
ul pozywki LB (o temperaturze 37 °C) i wytrzasano 300 rpm w 37 °C przez godzine. Nastepnie
wysiewano na szalki z pozywka LB i odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym i inkubowano przez
noc w 37 °C.

3.3 Przygotowanie konstruktéw plazmidowych do nadekspresji biatek w

systemie prokariotycznym
3.3.1 Przygotowanie wektora do klonowania

Wektor wpierw transformowano wg. procedury opisanej powyzej a nastepnie oczyszczano za
pomocy zestawu do oczyszczania plazmidowego DNA z komérek E.coli GenElute Plasmid Miniprep
Kit (Sigma Aldrich) wedlug protokolu producenta. Do przygotowania wektoréw wykorzystywanych

w pracy uzywano komérek E.coli szczep DH5a (Invitrogen). 25 ml hodowli bakterii dzielono na 4
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probéwki 2 ml, zwirowujac przez 1 minute 14000 rpm na wiréwce Hettich Mikro 200, jednorazowo
2 ml zawiesiny. Na jedna kolumienke, ze zltozem wigzacym DNA, nakladano spernatant otrzymany
po lizie komoérek z kazdej z czterech probéwek. Dalej, postepujac zgodnie z protokotem zestawu
GeneElute, otrzymywano czysty plazmid. Stezenie plazmidu mierzono za pomoca spektrometru UV-

VIS Nanodrop 1000, mierzac absorbancje przy dlugosci fali 260 nm.

3.3.2 Ciecie wektora za pomocg enzymoéw restrykcyjnych

Do reakcji ciecia enzymami restrykeyjnymi wykorzystywano enzymy z firmy Fermentas. Przykla-

dowy sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 50 ul wygladal nastepujaco:

Reagent objetosé
Enzym 1 (10 j./ul) 1wl
Enzym 2 (10 j./pl) 1l
plazmidowe DNA 30 wl “3ug
10x stezony bufor 5 ul

H50 13 wl

Po reakcji ciecia, trwajacej okoto 16 godzin w 37 °C dodawano 1 ul fosfatazy alkalicznej z cielecych
jelit (ang. calf intestinal alkaline phosphatase - CIAP) (Fermentas) i inkubowano przez 1 godzine
w celu usuniecia grupy fosforanowej z konca 5° DNA powstalego w wyniku cigcia enzymami, ktéra
powodowala by obnizenie wydajnosci reakcji ligacji insertu DNA do wektora. Po reakcji defosforylacji
dezaktywowano obie reakcje przez inkubacje przez 20 minut w 80 °C. Produkt ciecia oczyszczano
za pomocy elektroforezy w zelu agarozowym. Wyciety z zelu prazek DNA oczyszczano nastepnie za

pomocy zestawu GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich).

3.3.3 Przygotowanie insertu DNA do klonowania do wektora plazmidowego

Insert DNA przygotowywano poprzez reakcje tancuchowej polimerazy (ang. polimerase chain re-
action - PCR). Do przygotowania konstruktéw zawierajacych pelna sekwencje biatka wykorzystywano
c¢DNA (ang. complementary DNA) z odpowiedniego organizmu. Do przygotowywanie konstruktéw
zawierajacych tylko pojedyncze domeny lub fragmenty bialek do reakcji PCR wykorzystywano go-
towe konstrukty z wklonowana pelna sekwencja kodujaca bialko. Sklad przykladowej mieszaniny

reakcyjnej PCR o objetoéci tacznej 25 pl przedstawiony jest w tabelce ponizej:

Reagent objetosé
dNTP mix (4x2.5 mM kazdy) 2 pl
25mM MgSOy4 2 pl
Starter Forward (10 pM) 2.5ul
Starter Reverse (10 uM) 2.5ul
Matryca DNA 1wl
Polimeraza Pfu (Fermentas) (2.5j./ul) 0.5 ul
10xBufor Pfu 2.5 pl
H,0 12 pl
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Produkt reakcji PCR oczyszczano za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym za pomocy ze-
stawu GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich). Nastepnie oczyszczony produkt reakcji PCR
trawiono za pomoca odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych podobnie jak plazmidowe DNA, jedynie

opuszczajac etap defosforylacji.

3.3.4 Ligacja insertu DNA do wektora plazmidowego

Reakcje ligacji przeprowadzano w objeto$é 10 ul z uzyciem ligazy DNA z faga T4 (Fermentas).
Zazwyczaj do przygotowania jednego konstruktu wykonywano trzy reakcje zmieniajac stosunek mo-

lowy insertu do wektora: 3:1, 2:1, 1:1, zgodnie ze wzorem (gdzie n = 3, 2 lub 1):

wielkos¢ insertu [pz]

ilo$¢ insertu w ng = e —" il x ilo$¢ wektora w ng (3.1)

a sama mieszanina reakcyjna wygladata nastepujaco:

Reagent objetosé

10xT4 ligase buffer 1wl

T4 ligaza (200 jednostek Weissa) 1 ul

wektor x ul~20-30 ng

insert y pl (zgodnie ze wzorem)

H>O do 10 pl

Reakcje przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Reakcje dezaktywowano
przez 10 minut w 70 °C. Cala objetoscig reakcji transformowano nastepnie komoérki E.coli DH5«

zgodnie z protokotem.

3.3.5 Reakcja PCR “kolonijna”

Reakcje PCR “kolonijng” wykonywano w celu sprawdzenia reakcji ligacji. W tym celu wyko-
nywano reakcje PCR ze starterami specyficznymi dla danego wektora, ktére dawaly produkt PCR
zawierajacy wklonowana sekwencje. Identyfikacje wielko$é produktu (powinna byé taka jak wielkosé
prowadzanego insertu) przeprowadzano za pomocy elektroforezy w zelu agarozowym. Pojedyncze
kolonie z szalki zawieszano w 20 ul pozywki LB i hodowano w 37 °C wytrzasajac 300 rpm przez 1
godzine. Nastepnie, bakterie uzywano jako matryce w reakcji PCR z uzyciem polimerazy DreamTaq

(Fermentas). Sklada mieszaniny reakcyjnej (10 pl na jedna reakcje) wygladal nastepujaco:

Reagent objetosc¢
10xDreamTaq buffer 1wl
dANTP mix (4x2.5mM kazdy) 0,8 ul
Starter Forward (10 pM) 0,5 pul
Starter Reverse (10 puM) 0,5 ul
Matryca DNA 1wl
Polimeraza DreamTaq (5 j./ul) 0,1 pl
H,O 6,1 pl
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3.3.6 Namnazanie pozytywnych klonéw

Kolonie bakteryjne zawierajace wektor z wklonowanym insertem dodawano do 25 ml pozywki
LB z antybiotykiem selekcyjnym i hodowano przez noc w 37 °C. Nastepnie wektor oczyszczano z
komoérek E.coli tak jak w procedurze (3.2.1). Wyizolowane plazmidy sprawdzano czy zawieraja po-
prawnie wklonowana sekwencje poprzez sekwencjonowanie w Wydzialowej Pracowni Technik Biologii
Molekularnych Wydziatu Biologii UAM.

3.4 Nadeskpresja biatek na matg skale w komoérkach E.col:

W celu sprawdzenia poziomu ekspresji rekombinowanych biatek przeprowadzano testy ekspresji
w komérkach BL21 CodonPlus oraz Rosetta 2. W tym celu transformowano bakterie odpowied-
nim wektorem, zgodnie z protokotem 3.1. Nastepnego dnia po wysianiu, z szalki pobierano dwie-trzy
kolonie i zawieszano je w 10 ml pozywki LB z dodatkiem odpowiednich antybiotykéw. Bakterie hodo-
wano przez noc (okoto 16 godzin) w 37 °C wytrzasajac 200 rpm. Tak przygotowana kultura bakterii
stuzyla nastepnie do zaszczepienia 25 ml $wiezej pozywki LB. Do 25 ml pozywki LB dodawano 1 ml
hodowli calonocnej i wytrzasano przez okolo 2 godziny w 37 °C do uzyskania ODggg psm, = 0,6-0,8
(pomiar absorpcji (rozpraszania) $wiatla przy dlugosci fali 600 nm przez kulture bakterii). Nastepnie
bakterie inkubowano przez okoto pét godziny w temperaturze pokojowej w celu jej schtodzenia. Do
schlodzonej kultury baterii dodawano IPTG (izopropylo 3-D-1-tiogalaktopiranozyd), zwiazku ktéry
indukuje ekspresje rekombinowanego biatka, w ilosci od 0,1 mM do 1 mM stezenia konicowego. Na-
stepnie bakterie inkubowano przez noc w temperaturze 18 °C przez 16 godzin wytrzasajac 240 rpm.
Dla niektérych bialek nadekspresje prowadzono w 37 °C przez pie¢ godzin bez schtadzania przed
indukcja. Na sam koniec bakterie wirowano w 4 °C przy predkosci 14000 rpm 2 minuty i zamrazano

w -20 °C do czasu dalszych analiz.

3.4.1 Nadekspreja bialek na mata skale metoda szoku cieplnego i osmotycznego

Metoda ta rézni si¢ od metody opisanej powyzej. W tej metodzie bakterie hoduje si¢ najpierw
na ptynnej pozywce LBN zawierajacej 0,5 M NaCl w celu wywolania szoku osmotycznego. Szok
osmotyczny powoduje wytworzenie przez bakterie matoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych zwa-
nych osmolitami. Zwiazki te stabilizuja biatka w komérce, w tym takze rekombinowane biatko, ktére
chcemy otrzymaé. W 10 ml pozywki LBN zawieszano 2-3 kolonie bakterii a nastepnie hodowano
przez noc w 37 °C. Nastepnego do $wiezej pozywki LBNB (pozywka LBN z dodatkiem 1mM beta-
iny) dodawano 1 ml hodowli calonocnej i wytrzasano 240 rpm w 37 °C do uzyskania ODggg nm =
0,6-0,8. Nastepnie bakterie przenoszono do tazni wodnej o temperaturze 47 °C az do ustalenia si¢ tej
temperatury. Nastepnie bakteri¢ wytrzasano 240 rpm w 47 °C przez 20 minut. Zabieg ten mial na
celu indukceji ekspresji biatek szoku cieplnego, ktore pomagaja w faldowaniu si¢ innych biatek w tym
rekombinowanego biatka, ktére chcemy otrzymaé. Nastepnie bakterie inkubowano w temperaturze 4
°C przez okoto 20-30 minut w celu schtodzenia i dodawano IPTG w celu indukcji nadekspresji. Bak-
terie inkubowano przez 16 godzin w 18 °C, wytrzasajac 240 rpm. Po inkubacji bakterie wirowano w
4 °C przy predkosci 14000 rpm 2 minuty i zamrazano w -20 °C do czasu dalszych analiz.
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3.5 Analiza poziomu ekspresji bialek za pomoca elektroforezy w zelu po-

liakrylamidowym

Poziom ekspresji bialek sprawdzano za pomoca elektroforezy w zelu poliakrylamidowym wedtug
systemu Laemliego. Do analizy poziomu ekspresji bialek pobierano 2 ml kultury baterii i wirowano
przez 2 minuty z predkoscia 14000 rpm. Odrzucano supernatant a osad zawieszano w 100 pl buforu
do lizy: 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 500 mM NaCl, 30 mM imidazol, 10 mM S-merkaptoetanol
(dodawany tuz przed uzyciem do buforu). Zawieszony osad bakteryjny sonikowano nastepnie z uzy-
ciem sonikatora Bioruptor firmy Diagenode, 15 cykli: 30 sekund sonikacja, 30 sekund inkubacja w
temperaturze 4 °C. Po sonikacji bakterie wirowano 14000 rpm przez 10 minut w temperaturze 4
°C. Supernatant pobierano do nowej probowki a osad zawieszano w 100 ul buforu do lizy. Z proby
supernatantu i osadu pobierano po 10 pl i do kazdej dodawano 10 pl buforu 2xSSB. Préby nastepnie
denaturowano w 95 °C przez 5 minut i naktadano na zel poliakrylamidowy przygotowany wedlug

nastepujacej procedury. Najpierw przygotowywano zel separujacy (10 ml) o skladzie:

Sktadnik Objetosé
1M Tris pH 8,6 3,68 ml

30 % akrylamid/0,8 % bis-akrylamid 4 ml (14 %)
20 % dodecylosiarczan sodu 50 pl

10 % nadsiarczan amonu 33 ul
TEMED (N,N,N’ N’-Tetrametyloetylenodiamina) 33 pul

H,O 9,232 ml

Czekano pot godziny az zel spolimeryzuje. Nastepnie wierzchniag warstwa zelu pokryto izopropa-
nolem (7300 pl) w celu wyréwnania jego powierzchni. Po pét godziny wylewano izopropanol a na zel

separujacy naktadano zel zageszczajacy o skladzie:

Sktadnik Objetosé
1M Tris pH 6,8 0,68 ml

30 % akrylamid/0,8 % bis-akrylamid 0,85 ml (5%)
20 % dodecylosiarczan sodu 25 ul

10 % nadsiarczan amonu 25 ul
TEMED (N,N,N’ ,N’-Tetrametyloetylenodiamina) 12.5 ul

H50 3,468 ml

Do roztworu niespolimeryzowanego zelu zageszczajacego dodawano rowniez kilka kropel wodnego
roztworu blekitu bromofenolowego w celu lepszego uwidocznienia kieszonek do nakladania préb. Zel
pozostawiano do spolimeryzowania przez pél godziny. Elektroforeze prowadzono w dwodch etapach.
W pierwszym etapie, az do momentu jak proby wnikna w zel separujacy, uzywano napiecia 125 V.
W drugim etapie, az do momentu gdy barwnik zacznie wyptywaé z zelu, elektroforeze prowadzono
przy napieciu 155 V. Po elektroforezie zel plukano w wodzie dwa razy po 10 minut a nastepnie
barwiono za pomoca koloidalnego roztworu blekitu Coomassie: zel pokrywano roztworem barwnika
i grzano w mikrofaléwce az do momentu pojawienia sie pierwszych babelkéw wrzacej wody. Po

pieciu minutach mozna bylo zaobserwowaé¢ wyraznie wybarwione prazki bialka w zelu. Barwienie
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kontynuowano przez noc. Zel odbarwiano poprzez ogrzewanie w mikrofaléwee i plukanie w wodzie
z wlozonym kawaltkiem recznika papierowego, ktory absorbowal wyplukiwany barwnik. W celu ar-
chiwizacji wykonywano zdjecie za pomoca systemu G:Box firmy Syngene. Do nadekspresji na duza
skale wybierano warunki, w ktérych poziom rekombinowanego biatka byl jak najwiekszy we frakcji

rozpuszczalnej (supernatant).

3.6 Nadeskpresja na duza skale rekombinowanych bialek w bakteriach
E.colr

Po ustaleniu warunkow nadeskpresji na mata skalg prowadzono wtasciwa nadekspresje na duza
skale w celu uzyskania preparatu biatkowego do eksperymentéw. Nadekspresje na duzg skale prowa-
dzono w objetosé 1,6 litra (cztery kolby o objetosci 11z 400 ml pozywki) lub 2 litry pozywki (dwie
kolby o objetosci 31z 11 pozywki) . W 100 ml pozywki zawieszano 2-3 kolonie z szalki i wytrzasano
przez noc 200 rpm w 37 °C. Nastepnego dnia do pozywki o temperaturze 37 °C dodawano 20 ml
(kolby 1 1) lub 30 ml (kolby 3 1) calonocnej kultury bakterii do kazdej z kolb i wytrzasano w 37
°C 220-240 rpm az do uzyskania ODggg nm = 0,6-0,8. Nastepnie kolby inkubowano w temperaturze
pokojowej przez pét godziny i dodawano IPTG do stezenia ustalonego w eksperymentach na mala
skale. Wytrzasano nastepnie przez 16 godzin w temperaturze 18 °C lub, bez uprzedniego chtodzenia,
przez 5 godzin w 37 °C 220-240 rpm. Po zakonczonej nadekspresji bakterie wirowano przez 15 minut
5000 g w 4 °C na wiréwce Sorvall Evolution XL (rotor SLC-6000) lub Beckman Avanti J-26 XP
(rotor JLA 9.1000). Osad zamrazano w temperaturze -20 °C do czasu dalszych analiz.

Procedure nadekspresji na duza skale z zastosowaniem szoku osmotycznego i cieplnego przeprowa-
dzano w takich samych warunkach jak nadekspresje na mala skale oraz tak samo jak nadekspresje w

zwyklych warunkach na duza skale z uzyciem kolb o objetosci 1 1.

3.7 Oczyszczanie bialek z uzyciem systemu do chromatografii cieczowej
Akta Explorer 10

Preparatywne oczyszczanie biatek do analiz SAXS oraz dichroizmu kotowego przeprowadzano za
pomoca systemu do chromatografii cieczowej Akta Explorer 10 firmy Pharmacia. Ponizej zamiesz-

czony jest standardowy protokél uzywany do oczyszczania biatek wykorzystywanych w pracy.

3.7.1 Oczyszczanie za pomoca chromatografii powinowactwa

W pierwszym etapie bialka oczyszczano za pomoca chromatografii powinowactwa do immobili-
zowanych jonach niklu. W technice tej, wprowadzone za pomoca inzynierii genetycznej, szesé¢ reszt
histydyny selektywnie wiaze si¢ do zloza agarozowego zawierajacego immobilizowane na jego po-
wierzchni jony Ni?t. Zamrozone w temperaturze -20 °C bakterie rozmrazano inkubujac na lodzie.
Do rozmrozonych komérek dodawano bufor IMAC A (sklad buforu réznil sie dla réznych bialek,
sktad buforéw dla réznych bialek zebrany jest w tabeli w sekcji 3.7.5 z dodatkiem Triton X-100 0,5
% oraz inhibitoréw proteaz bez EDTA (Roche). Do zawieszenia komérek w buforze uzywano 20 ml
buforu na osad z 1,6 1 hodowli bakterii. Bakterie zawieszano do momentu az nie byly obserwowane

zadne agregaty osadu. Nastepnie za pomoca strzykawki z igta rozbijano komorki obierajac roztwoér
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komérek i przepuszczajac szybko przez igle. Tak przygotowane bakterie sonikowano za pomoca
sonikatora Unipan ustawionego na poziom 4. Sonikacje przeprowadzano przez 6-7 cykli sonikacji
trwajacej 45 sekund z przerwa trwajaca 1 minute, podczas ktérej inkubowano komorki na lodzie. Po
sonikacji prébe wirowano 1 godzine w 4 °C przy predkosci 8500 rpm z uzyciem rotora kontowego i
wiréwki Heraeus (Thermo Scientific) . Zbierano supernatant i filtrowano go przez filtr Milex (Mili-
popre) o $rednicy poréw 0,22 um-0,45 pm. Nastepnie probe naktadano na kolumne HisTrap FF 1ml
z predkoscia 0,5 ml/min z uzyciem buforu IMAC A. Prébe nakladano za pomoca petli SuperLoop
10 ml (Pharmacia). Po nalozeniu préby, kolumne plukano dziesiecioma objetosciami kolumny (10
ml) buforem A z predkoscia 1 ml/min w celu odmycia niespecyficznie zwiazanych bialek. Nastepnie
zwiazane biatko eluowano za pomoca buforu IMAC B (zmieniajac liniowo jego stezenie od 0 % do
100 % przez objetosé elucji dwudziestu objetosci kolumny (20 ml). Elucje przeprowadzano przy prze-
plywie 0,5 ml/min. Eluowane biatko zbierano w postaci frakcji o objetosci 1 ml. Obecno$é bialka
we frakcjach oraz jego czysto$¢ sprawdzano za pomocsy elektroforezy denaturujacej w zelu poliakry-
lamidowym. Frakcje zawierajace biatko zbierano, dodawano proteazy TEV (mutant S219V) w ilos¢
60 wl-70 pl (stezenie 4-5 mg/ml) w celu odciecia fragmentu szesciu histydyn na N -konicu biatka i
dializowano (membrana Spectra-por o $rednicy poréw przepuszczajacych czasteczki mniejsze niz 8
kDa lub membrany Snake Skin o §rednicy pordéw przepuszczajacych czasteczki mniejsze niz 3 kDa)
wobec buforu IMAC A przez noc w 4°C delikatnie mieszajac roztwér za pomoca mieszadla magne-
tycznego. Nastepnego dnia prébe przefiltrowano przez filtr Milex w celu pozbycia sie ewentualnego
precypitatu powstalego podczas dializy. Nastepnie roztwér biatka nakladano na kolumne HisTrap
FF 1 ml z uzyciem buforu IMAC A. Zbierano frakcje nie zwiazane ze ztozem, ktére powinny zawieraé

interesujace nas biatko bez etykiety sze$ciu histydyn.

3.7.2 Oczyszczanie bialek za pomocg sgczenia molekularnego

Roztwér biatka po oczyszczaniu na kolumnie HisTrap FF 1 ml zageszczano do objetosdci ~ 2 ml.
W tym celu roztwér biatka zageszczano za pomoca filtréw Amicon 15 (Milipore) z membrana prze-
puszczajaca czasteczki o masie mniejszej niz 3 kDa. Wirowanie przeprowadzano przy predkosci 4000
g z uzyciem rotora wychylnego i wiréwki Heraeus. Jedno wirowanie trwalo 10 minut. Po zageszcze-
niu prébe filtrowano przez filtr Milex o érednicy poréow 0,22 pm-0,45 pum i nakladano, przy pomocy
petli SuperLoop 10 ml, na kolumne HiLoad 16/60 Superdex 200pg (GE Lifescience) z przeplywem
0,2 ml/min przy pomocy 3 ml buforu SEC (sklad buforu w sekcji 3.7.5). Elucje prowadzono przy
przeplywie 0,5 ml/min, kolekcjonujac frakcje o objetosci 1,5 ml/min. Zebrane frakcje analizowano za
pomocy elektroforezy w warunkach denaturujacych w zelu poliakrylamidowym. Frakcje zawierajace
biatko, zbierano i zageszczano za pomoca filtra Amicon 15 do objetosci 0,5 ml - 1 ml. Stezenie bialtka
mierzono za pomoca spektrofotometru UV-vis Nanodrop-1000 przy dtugosci fali 280 nm korzystajac
z teoretycznie obliczonego wspoétczynnika ekstynkcji na podstawie sekwencji biatka. Roztwor biatka
dzielono na porcje o objetosci 50 pl -100 pl, zamrazano w ciekltym azocie i przechowywano do czasu

dalszych analiz w temperaturze -80 °C.

79



3 MATERIALY I METODY

3.7.3 Oczyszczanie bialek za pomoca chromatografii jonowymiennej

Dla niektérych bialek, w celu otrzymania czystego preparatu, niezbedny byl jeszcze jeden krok
oczyszczania - chromatografia jonowymienna. W zaleznoéci od biatka stosowano kolumne z wymie-
niaczem kationowym MonoS 5/5 HR (Pharmacia) lub anionowym MonoQ 5/5 HR (Pharmacia).
Sktad uzywanych buforéw opisany jest w sekcji 3.7.5. Przed rozdzialem frakcje z kolumny Superdex
dializowano przez noc wobec buforu IEX A w celu pozbycia sie chlorku sodu. Prébe po dializie filtro-
wano przez filtr Milex i nakladano na kolumne z przeptywem 0,5 ml/min uzywajac buforu TEX A. Dla
niektérych bialek zbierany byl przesacz zawierajacy wlasciwe, oczyszczone juz biatko. Nastepnie od-
myto niespecyficznie zwiazane bialka przemywajac kolumne dziesiecioma objetosciami kolumny (10
ml) buforem IEX A. Biatko wymywano za pomoca buforu IEX B, liniowo zmieniajac jego stezenie
od 0 % do 50 % w trakcie elucji przez trzydziesci objetoéci kolumny a nastepnie zmieniajac stezenie
od 50 % do 100 % przez dziesie¢ objetosci kolumny. Zbierano frakcje o objetosci 0,5 ml/min. Frakcje
zawierajace biatko zbierano i dializowano przez noc w 4 °C wzgledem buforu docelowego. Po dializie
roztwor biatka zageszczano za pomocy filtra Amicon 15 do objetosci 0,5 ml-1 ml. Stezenie biatka
mierzono za pomoca spektrofotometru UV-vis Nanodrop-1000 przy dtugosci fali 280 nm korzystajac
z teoretycznie obliczonego wspoétczynnika ekstynkeji na podstawie sekwencji biatka. Roztwor biatka
dzielono na porcje o objetosci 50 pl -100 pl, zamrazano w cieklym azocie i przechowywano do czasu

dalszych analiz w temperaturze -80 °C.

3.7.4 Oczyszczanie biatka SGT1 z komoérek F.coli

W tym celu postuzono sie strategia polegajaca na ekspresji bialtka SGT1 z dolaczong etykieta
szesciu histydyn do oczyszczania za pomoca chromatografii powinowactwa. Oprécz etykiety 6xHis
wprowadzono réowniez miejsce rozpoznawane przez proteaze TEV, za pomoca ktérej mozliwe bylo
dociecie etykiety 6xHis i otrzymania pelnej dlugosci biatka SGT1 (z dodatkowymi dwoma amino-
kwasami na N-konicu, pozostalymi po odcieciu etykiety 6xHis). Biatko SGT1 bylo produkowane w
bakteriach F.coli BL21 CodonPlus na wysokim poziomie i znajdowalo si¢ gtéwnie we frakcji roz-
puszczalnej. Biatko oczyszczano z komérek bakteryjnych zgodnie z protokotem. Najpierw postuzono
sie chromatografia powinowactwa w celu wstepnego oczyszczania bialka. Podczyszczony material
byt dalej oczyszczany na kolumnie HiLoad Superdex 200pg. Biatko SGT1 wyptywalo z kolumny w
postaci jednego, asymetrycznego piku. Asymetria jest czesto zwigzana z wystepowaniem réwnowagi
pomiedzy formami oligomerycznymi lub degradacja. W tym przypadku degradacja biatka SGT1 byla
odpowiedzialna za ten efekt. Analiza czystosci zebranych frakcji pokazala, ze jedynie dwie pierwsze
frakcje zawieraja niezdegradowane biatko SGT1. Frakcje te byly dalej ciete za pomocy proteazy TEV
przez noc a nastepnie oddzielono proteaze TEV i niepociete biatko SGT1 za pomoca chromatografii

powinowactwa. Zebrany roztwér biatka SGT1 dializowano do ostatecznego buforu przez noc.
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3.7.5 Sktad buforéw uzywanych podczas oczyszczania bialek

Nazwa buforu Sktad Konstrukty
IMAC A 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 300 mM NaCl, 30 HvSGT1, HvSGT1-CS (CD), HvSGT1-CS (SAXS),
mM imidazol, 10 mM 2-merkaptoetanol AtSGT1a-CS, HvSGT1ASGS, HvSGT1ATPR,
HvTPR, AtTPR, ScTPR, HsTPR,
IMAC B 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 300 mM NaCl, HvSGT1, HvSGT1-CS (CD), HvSGT1-CS (SAXS),
500 mM imidazol, 10 mM 2-merkaptoetanol AtSGT1a-CS, HvSGT1ASGS, HvSGT1ATPR,
HvTPR, AtTPR, ScTPR, HsTPR,
IMAC A 50 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCl, 30 mM TaHSP90, HvHSP90AC
imidazol, 10 mM 2-merkaptoetanol
IMAC B 50 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCl, 500 mM TaHSP90, HvHSP90AC
imidazol, 10 mM 2-merkaptoetanol
IMAC A 50 mM Tris pH 7,5, 500 mM NaCl, 30 mM HvRAR1
imidazol, 100 uM ZnSOy4, 1 mM DTT
IMAC B 50 mM Tris pH 7,5, 500 mM NaCl, 500 mM HvRAR1
imidazol, 100 uM ZnSOy4, 1 mM DTT
Bufor SEC 20 mM Tris pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM DTT wszystkie konstrukty
Bufor IEX A 20 mM Tris pH 7,5, 1 mM DTT TaHSP90, HvHSP90A, HvRAR1
Bufor IEX B 20 mM Tris pH 7,5, 1 M NaCl, 1 mM DTT TaHSP90, HvHSP90A, HvRAR1

3.7.6 Oczyszczanie wariantéw bialek RAR1, SGT1 i HSP90

Biatka uzywane w eksperymentach wykonanych w pracy zostaly oczyszczone wg. protokotéw
3.7.1-3.7.3. W ponizszej tabeli zostaly zebrane wszystkie oczyszczone i uzywane przeze mnie kon-
struktu biatek RAR1, SGT1 i HSP90.

Nazwa konstruktu aminokwasy  Organizm Bialko (nazwa z bazy Numer w bazie
biatka danych Uniprot) danych Uniprot
HvSGT1 1-373 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
HvSGT1ASGS 1-261 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
HvSGT1ATPR 174-373 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
HvSGT1-CS (SAXS) 167-276 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
HvSGT1-CS (CD) 173-264 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
AtSGT1a-CS 151-240 Arabidopsis thaliana SGT1a QISUR9
HvRAR1 1-232 Hordeum vulgare RARI1 QISE34
TaHSP90 1-700 Triticum aestivum HSP90.2-B1 F4Y593
HvHSP90AC 1-531 Hordeum vulgare HSP90 Q7XJ80
HvTPR 6-124 Hordeum vulgare SGT1 Q8W516
AtTPR 1-120 Arabidopsis thaliana SGT1b QISURY
ScTPR 10-138 Saccharomyces cerevisiae SGT1 Q08446
HsTPR 6-129 Homo sapiens SUGT1 QIY27Z0-2
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Na rysunku 2.4 pokazany jest schemat struktury domenowej biatek RAR1, SGT1 i HSP90 wraz

z zaznaczonymi numerami aminokwaséw na granicach domen.

3.8 Pomiary dichroizmu kotowego biatka SGT1 oraz konstruktéow zawie-
rajacych domeny TPR-CS, CS-SGS, CS

Roztwory bialka do badan dichroizmu kolowego dializowano przez noc w 4 °C wzgledem buforu
10 mM fosforan sodu pH 7,5. Po dializie prébe wirowano przez 30 minut 14000 rpm w 4 °C oraz
przefiltrowano przez filtr o srednicy poréw 0,1 um w celu pozbycia si¢ agregatéw, ktére mogly po-
wstaé podczas dializy. Préby mierzono w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 0,02 cm z uzyciem
spektrofotometru Jasco J-815. Dla pelnej dlugosci biatka SGT1 o stezeniu 12 uM pomiar wykonano
w postaci szesciu skandéw w zakresie dlugosci fali od 178 nm do 280 nm. Domeny TPR-CS (stezenie
10,4 uM) oraz CS-SGS (stezenie 12,8 pM) mierzono w zakresie 185 nm-260 nm wykonujac sze$¢ ska-
néw. Pomiary dla domeny CS z biatka SGT1 z jeczmienia i Arabidopsis przeprowadzono w zakresie
205 nm-260 nm réwniez w ilos¢ 5 skanéw. W celu sprawdzenia efektu zageszczenia molekularnego
na konformacje domeny SGS, konstrukt domeny CS-SGS mierzono w buforze: 10 mM fosforan sodu
pH 7.5, 30 % Ficoll 70K, w zakresie dtugosci fali 205 nm- 260 nm, w ilosci 5 skanéw.

3.9 Pomiary malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotrono-

wego

Pomiary synchrotronowe wykonywano w ten sposéb, ze dla kazdej prébki mierzono bufor, na-
stepnie roztwor biatka i drugi raz bufor. Dwukrotny pomiar rozpraszania dla buforu przeprowadzano
w celu otrzymania dobrego tta, ktére nalezalo docia¢ w celu otrzymania krzywej rozpraszania dla
samego biatka. Na kazdej linii pomiarowej, za pomoca robota, wykonano pomiar rozpraszania ma-
lokatowego promieniowania synchrotronowego na roztworze bialka w objetosci od 30 ul do 100 pl
w kapilarze szklanej w temperaturze 15°C. W zaleznoéci od linii pomiarowej, jednorazowy pomiar
trwal od 2 sekund do 2 minut. W programie PRIMUS z pakietu ATSAS dokonywano odjecia tta od

krzywej rozpraszania dla badanego biatka.

3.9.1 Pomiary SAXS biatka HvSGT1

Biatko HvSGT1 mierzono na linii pomiarowej X33 na synchrotronie Doris w Hamburgu. Biatko
mierzono w buforze 50 mM Tris HCl, 5 mM DTT oraz: NaCl 0 mM i stezeniu biatka 3,46 mg/ml,
500 mM NaCl i stezeniu biatka 3,41 mg/ml, 1 M NaCl i stezeniu biatka 2,71 mg/ml.

3.9.2 Pomiary SAXS biatka HvRAR1

Biatko HvRAR]1 mierzono na linii pomiarowej BM29 na synchrotronie ESRF. Biatko mierzono w
buforze 50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 50 uM ZnClow dwdch stezeniach 3,01 mg/ml
i 6,02 mg/ml.
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3.9.3 Pomiary SAXS bialek HvTPR, AtTPR, ScTPR, HsTPR

Pomiary SAXS biatka HvTPR przeprowadzono na lini pomiarowej BM29 na synchrotronie ESRF
w Grenoble, Francja. Natomiast biatka AtTPR, ScTPR, HSTPR mierzono na linii pomiarowej P12
na synchrotronie Petra III w Hamburgu. Wszystkie biatka mierzono w buforze 50 mM Tris HCI pH
7,5, 5 mM DTT oraz stezeniu NaCl (biatko HvTPR) lub KCI (biatka AtTPR, ScTPR, HsTPR) od
0 mM do 800 mM.

3.9.4 Pomiary SAXS biatka TaHSP90

Pomiary SAXS biatka TaHSP90 w réznym stezeniu KCl i z réznymi nukleotydami przeprowadzono
na linii pomiarowej BM29 na synchrotronie ESRF w Grenoble, Francja. Stezenie biatka wynosito 4
mg/ml. Pomiary przeprowadzono w buforze 50 mM Tris HCl, 1 mM DTT, 10 mM MgClyoraz KCl
w stezeniu od 0 mM do 800 mM z dodatkiem 10 mM nukleotydu lub bez. Pomiary temperaturowe
biatka TaHSP90 przeprowadzono na linii pomiarowej P12 na synchrotronie Petra III w Hamburgu.
Prébka zawierala biatko TaHSP90 o stezeniu 9 mg/ml oraz bufor o sktadzie: 50 mM Tris HCl, 1 mM
DTT, 150 mM NaCl. Temperature zmieniano co 5 °C stopni w zakresie od 10 °C do 50 °C, inkubujac

probe 1 minute w zadanej temperaturze. Dla kazdej temperatury badana byta nowa probka.

3.9.5 Pomiary SAXS komplekséw bialek TaHSP90-HvSGT1ASGS

Pomiary synchrotronowe kompleksu biatek TaHSP90-HvSGT1ASGS przeprowadzono na linii po-
miarowej P12 na synchrotronie Petra III w Hamburgu, Niemcy. Biatka mierzono w buforze 50 mM
Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM ADP i 10 mM MgCl,. Biatko HvSGT1ASGS
mierzono w stezeniu 0,9 mg/ml a biatko TaHSP90 przy stezeniu 4 mg/ml. Pomiary dla kompleksu
biatek prowadzono przy stezeniu biatka 4 mg/ml i zmieniajac stezenie biatka HvSGT1ASGS by otrzy-
macé stosunek molowy biatka TaHSP90 do biatka HvSGT1ASGS: 1,2:1; 1:1; 1:1,2; 1:1,5; 1:1,7, 1:2.
Kompleksy biatek przygotowano poprzez zmieszanie bialek w odpowiednich stosunkach molowych i

inkubacje na lodzie przynajmniej 30 minut.

3.9.6 Pomiary SAXS komplekséw bialek HYHSP90AC- HvSGT1ASGS i HYHSP90A-
HvSGT1-CS

Pomiary synchrotronowe kompleksu biatek HvHSP90AC-HvSGT1ASGS i HvHSP90AC-HvSGT1-
CS oraz pojedynczych bialek przeprowadzono na linii pomiarowej B21 na synchrotronie Diamond w
Didcot, Wielka Brytania. Biatka mierzono w buforze 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
10 mM DTT i 10 mM MgClsoraz 10 mM ADP. Kompleks bialek HvHSP90AC- HvSGT1ASGS mie-
rzono przy stezeniu biatka HvHSP90 4,55 mg/ml i zmieniajac stezenie biatka HvSGTIASGS by
otrzymaé stosunek molowy biatka HvHSP90AC do biatka HvSGT1ASGS: 1,5:1; 1,2:1; 1:1; 1:1,2;
1:1,5;. Kompleks biatlek HVvHSPI0AC- HvSGT1-CS mierzono przy stezeniu biatka HvHSPI0 4,42
mg/ml i zmieniajac stezenie biatka HvSGT1-CS by otrzymaé stosunek molowy biatka HvHSP9OAC
do biatka HvSGT1-CS: 1,5:1; 1,2:1; 1:1; 1:1,2; 1:1,5;. Kompleksy biatek przygotowano poprzez zmie-

szanie bialek w odpowiednich stosunkach molowych i inkubacje na lodzie przynajmniej 30 minut.
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3.9.7 Lista programéw uzywanych w analizie danych SAXS

W ponizszej tabeli przedstawione sa uzywane przeze mnie programy, ktérymi poslugiwalem sig

w tracie analizy danych matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego.

Program Wydawca Pakiet oprogramowania Typ analizy danych

PRIMUS EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Redukcja danych, analiza R,

GNOM EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Obliczanie krzywej P(r), analiza
Do

CRYSOL EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Obliczanie krzywej rozpraszania
dla teoretycznych modeli biatek

DAMMIN EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie niskorozdzielczej
struktury biatek

DAMMIF EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie niskorozdzielczej
struktury biatek

DAMAVER EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 USrednianie modeli kulkowych

MONSA EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie niskorozdzielczej
struktury biatek

GASBOR EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie niskorozdzielczej
struktury biatek
(taticucho-podobnej)

BUNCH EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie struktury biatek
metoda bryly sztywnej (z
dynamicznymi potaczeniami
pomiedzy domenami)

SASREF EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie struktury biatek
metoda bryty sztywnej

CORAL EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie struktury biatek
metoda bryly sztywnej (kilka
tancuchéw polipeptydowych)

EOM EMBL, D.Svergun ATSAS 2.3-2.6 Modelowanie struktury biatek
za pomocy zespotu konformacji

Scatter Diamond Light Source, Scatter 2.3a Redukcja danych, analiza R,

R.Rambo okreslanie masy molekularnej

Matlab MathWorks, Inc. Matlab R2010, R2014 analiza SVD

MCR-ALS Toolbox Roma Tauler, IDAEA-CSIC Matlab R2010, R2014 analiza MCR-ALS

Quark Yang Zhang, University of http://zhanglab.ccmb.med.uModelowanie ab-initio struktury

Michigan mich.edu/QUARK/ biatek
I-Tasser Yang Zhang, University of http://zhanglab.ccmb.med.uModelowanie homologiczne

Michigan

mich.edu/I-TASSER/

struktury biatek

Wartos$é dopasowania modeli otrzymanych przez programy do modelowania ab-initio (programy

z pakietu ATSAS) do danych eksperymentalnych podawane jest w postaci wartosci x. Dla programu

EOM warto$¢ dopasowania podawana jest w postaci wartosci 2.
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4 Wyniki

4.1 Otrzymywanie pelnej dlugosci biatka SGT1

Jednym w gléwnych celéw pracy doktorskiej byto okreslenie struktury biatka SGT1 z jeczmienia
w roztworze za pomoca malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego. W tym celu
nalezalo otrzymaé czysty i homogenny roztwdr biatka SGT1. Z prac innych autoréw wynikalo, ze
biatko SGT1 ma tendencje do ulegania czesciowej proteolizie podczas nadekspresji w komorkach
bakteryjnych i owadzich (Nyarko i wsp., 2007, Catlett i wsp., 2006). Pierwszym zadaniem byto
wiec opracowanie metody otrzymania niezdegradowanego biatka SGT1. W tym celu zastosowano
procedure oczyszczania nadprodukowanego w bakteriach FE.coli biatka SGT1, na ktéra sktadaja sie:
chromatografia powinowactwa na zlozu z immobilizowanymi jonami niklu, saczenie molekularnego
na ztozu Superdex 200, ciecie proteaza TEV, ponownie chromatografia powinowactwa na ztozu z
immobilizowanymi jonami niklu. Na rysunku 4.1 zamieszczone sg przykladowe wyniki oczyszczania

za pomocg chromatografii powinowactwa oraz saczenia molekularnego.
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Rysunek 4.1 Oczyszczanie biatka SGT1. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym
frakeji zebranych po wstepnym oczyszczaniu za pomoca chromatografii powinowactwa a), oraz po
saczeniu molekularnym b). Na wykresie ¢) przedstawiony jest profil elucji biatka SGT1 z kolumny
Superdex 200pg.
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Jak wida¢ na rysunku 4.1 B jedynie dwie pierwsze frakcje otrzymane z oczyszczania na kolumnie ze
ztozem Superdex 200 zawieraly biatko SGT1 o odpowiedniej czystosci. Na rysunku 4.2 przedstawiona
jest czystos¢ biatka SGT1 podczas kolejnych krokéw oczyszczania analizowana, na zelu poliakryla-
midowym. Procedura ta pozwalala na otrzymanie 1 do 2 miligraméw czystego biatka SGT1 z 1,6 1

hodowli komérek FE.coli.
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Rysunek 4.2 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (14 %) podsumowujaca poszczegdlne

etapy oczyszczania pelnej dtugosci biatka SGT1.

4.2 Pomiary spektroskopii dichroizmu kotowego pelnej dlugosci bialtka
SGT1 oraz konstruktéw zawierajacych domeny: TPR-CS, CS-SGS
oraz CS

4.2.1 Oczyszczanie bialek do pomiaréw dichroizmu kolowego

Konstrukty biatka SGT1 zawierajace domeny: TPR-CS (HvSGT1ASGS), CS-SGS (HvSGT1ATPR),
CS (HvSGT1-CS (CD) oraz AtSGT1a-CS ) (dokladny opis w tabeli w paragrafie 3.7.5) oczyszczane
byly wedlug protokotéw opisanych w sekcji 3.7.1-3.7.3, przy uzyciu chromatografii powinowactwa,
ciecia proteaza TEV, ponownym oczyszczaniu za pomocg chromatografii powinowactwa oraz sacze-
nia molekularnego. Na rysunku 4.3 przedstawiona jest czystos¢ konstruktéow bialek po oczyszczania
za pomoca saczenia molekularnego. W przypadku konstruktéow domen CS, rekombinowane bialtka
oczyszczano z 200 ml bakterii F.coli, a do saczenia molekularnego poshizono sie kolumna Superdex
200 10/300 GL o mniejszej objeto$é zloza niz kolumna HiLoad 16/60 Superdex 200pg.
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Rysunek 4.3 Oczyszczanie konstruktéw biatka SGT1 do pomiaréw dichroizmu kolowego A.
Oczyszczanie konstruktu domen TPR-CS na kolumnie Superdex 200pg. B. Oczyszczanie kon-
struktu domen CS-SGS na kolumnie Superdex 200pg. C. Oczyszczanie konstruktu domeny CS
biatka HvSGT1 na kolumnie Superdex 10/300 GL. Czarna ramka zaznaczone sa frakcje uzyte do po-
miaréw dichroizmu kotowego. D. Oczyszczanie konstruktu domeny CS biatka AtSGT1a na kolumnie

Superdex 10/300 GL. Czarna ramka zaznaczone sa frakcje uzyte do pomiaréw dichroizmu kotowego.

4.2.2 Pomiary dichroizmu kotowego

Pomiary dichroizmu kolowego przeprowadzano w celu zbadania stopnia uporzadkowania (struk-
tury drugorzedowej) biatka SGT1 oraz jego domen. Widmo dichroizmu kotowego dla pelnej dlugosci
biatka SGT1 przedstawione jest na rysunku 4.4 A. 7 analizy ksztaltu widma CD mozna wywnio-
skowaé, ze pelnej dlugosci biatko posiada fragmenty zawierajace helisy «, o czym $wiadcza dwa
minima: przy 208 nm oraz przy 222 nm. Drugie minimum na widmie CD ma mniejsza intensywno$¢
co Swiadczy o wkladzie innych elementéw struktury drugorzedowej do widma dichroizmu kolowego.
W celu procentowego okreslenie poszczegélnych komponentéw struktury drugorzedowej dokonano
dekonwolucji widma za pomoca programu CDSSTR. Niestety dla izolowanej domeny CS udalo sie
zarejestrowaé¢ widma jedynie od 205 nm, co uniemozliwilo wykonanie dekonwolucji w programie
CDSSTR oraz innych dostepnych programach, poniewaz do dekonwolucji wymagane sa dane CD
zarejestrowane co najmniej od 200 nm (program K2D). Wyniki zebrane sa w tabeli 4.1. Z widma

CD zebranego dla domeny CS (rysunek 4.4 D, krzywa czerwona) wynika, ze domena CS uporzad-
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kowana jest w przewazajacej mierze w postaci struktury arkusza 3, poniewaz mozna zaobserwowaé

charakterystyczne minimum dla dtugosci fali ~ 215 nm.

Tabela 4.1 Analiza zawartos¢ elementéw struktury drugorzedowej na podstawie pomiaréw di-

chroizmu kotowego.

Konstrukt helisy a arkusz 8 zwrot 8 regiony nieuporzadkowane

SGT1 pelnej dlugoéci 33,9 % 21,9 % 1,8 % 335 %

TPR-CS 6%  17% 16%  30%
CS-SGS 5% 29 % 18% 48 %
S - - - -

CS-SGS + Ficoll - - - -
Dla poréwnania, na tej samej rycinie, przedstawione jest takze widmo dichroizmu kolowego dla
domeny CS z biatka SGT1 z Arabidopsis thaliana (rysunek 4.4 D), dla ktérego znana jest struktura
przestrzenna. Oba widma maja ten sam ksztalt jedynie réznig si¢ wartoscia sygnatu, co moze by¢

spowodowane bledem w okresleniu stezenia biatka, nie mozna wykluczyé réwniez drobnych zmian

strukturalnych pomiedzy domenami CS z réznych organizmow.
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Rysunek 4.4 Widma dichroizmu kolowego dla biatka SGT1 i jego izolowanych domen. A. Widmo
dichroizmu kotowego dla pelnej dtugosci biatka SGT1. Krzywa czerwona dane eksperymentalne, do-

pasowana krzywa jasnoniebieska otrzymana w procesie dekonwolucji. W kolorze szarym widoczne sa
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widma dla poszczegblnych struktur drugorzedowych: (-) struktury nieuprzadkowane, (—) arkusz 5,
(.....) helisy a, (.-.-.) zwrot 5. B. Widma dichroizmu kotowego dla izolowanych bialek TPR-CS oraz
CS-SGS, krzywa ciemnoniebieska oraz jasnoczerwona odpowiednio wraz z dopasowaniem z programu
CDSSTR, dla izolowanych biatek TPR-CS, krzywa jasnoniebieska oraz CS-SGS, krzywa bordowa. C.
Whplyw zageszczenia $rodowiska na strukture drugorzedowa biatka SGT1 CS-SGS. Kolor czerwony
konstrukt CS-SGS w buforze bez czynnika zageszczajacego Ficoll 70k, kolor niebieski widmo dichro-
izmu kolowego dla domeny CS-SGS w buforze zawierajacym 30 % czynnika zageszczajacego Ficoll
70k. D. Widmo dichroizmu kolowego dla domeny CS z biatka SGT1 z jeczmienia (kolor czerwony) i

Arabidopsis thaliana (kolor niebieski).

Na podstawie analizy zawartosci struktur drugorzedowych dla pelnej dlugosci biatka mozna wy-
wnioskowaé, ze bialtko ma najwiekszy udzial helis a w strukturze drugorzedowej. Wyklad od helis «
mozna przypisaé strukturze drugorzedowej domeny TPR, poniewaz domena TPR sktada si¢ gltéwnie z
helis @. Wktad procentowy jest proporcjonalny do dlugosci domeny TPR, ktéra ma dtugosé 120 ami-
nokwaséw w poréwnania do 373 aminokwaséw dla catego biatka. Jak juz wspomniano wyzej widmo
dla domeny CS zawiera cechy charakterystyczne dla bialek o budowie arkusza §. Wktad arkuszy
wynosi 21,9 % dla pelnej dlugosci bialka. Réwniez i w tym przypadku jest to zgodne z poréwnaniem
dhugosci domeny CS do dlugosci calego biatka SGT1. Wyniki otrzymane dla krotszych fragmentow
biatka SGT1: TPR-CS oraz CS-SGS réwniez potwierdzaja, ze domena TPR oraz CS maja odpowied-
nio strukture a-helikalng i arkusza 8. Analiza zawartosci struktur nieuporzadkowanych w widmach
dla pelnej dlugosci biatka SGT1 oraz konstruktéw TPR-CS oraz CS-SGS (widma widoczne na ry-
sunku 4.4 B) pozwalaja wywnioskowad, ze regiony pomiedzy domenami TPR i CS (VR1) oraz CS i
SGS (VR2) sa nieuporzadkowane. Regiony VR1 i VR2 maja dlugo$é lgcznie 67 aminokwaséw (18 %
aminokwaséw w bialku SGT1). Takze mozna wywnioskowaé, ze ok 18 % struktury drugorzedowej
pochodzi od regionéw VR1 i VR2. Natomiast 33,5 % struktury drugorzedowej stanowia struktury
nieuporzadkowane. Jezeli przyjac, ze struktury nieuporzadkowane pochodza tylko od regionéw VR1
i VR2 to prawie 12 % musi jednak pochodzi od reszty biatka. W konstrukcie TPR-CS nieuporzad-
kowane struktury stanowia 30 %, a poniewaz domeny TPR i CS sg strukturalnie uporzadkowane,
fragment VR1 musi by¢ nieuporzadkowany. Uwaza sie, ze domena SGS biatka SGT1 jest nieuporzad-
kowana (Lee i wsp., 2004, Botér i wsp., 2007). Domena ta ma dlugo$é 84 aminokwasy co stanowi
okoto 22 % dlugosci bialka. Przyjmujac, ze pozostate 12 % struktur drugorzedowych pochodzi wia-
$nie od domeny SGS, sama domena musi mie¢ takze jakie$ fragmenty uporzadkowane. Poniewaz dla
fragmentu CS-SGS wykazano 5 % wklad helis o, mozna wysnué przypuszczenie, ze te 5 % pocho-
dzi wlasnie od domeny SGS. W celu sprawdzenia czy, zageszczenie molekularne moze mie¢ wplyw
na faldowanie si¢ domeny SGS przeprowadzono pomiar dichroizmu kolowego w obecnosci czynnika
zageszczajacego Ficoll 70k, polisacharydu o sredniej masie molekularnej 70 kDa powszechnie uzywa-
nego do nasladowania efektéw komorkowego zageszczenia molekularnego. Niestety iloSciowa analiza
nie byla mozliwa do przeprowadzenia, ze wzgledu na waski zakres zebranych danych CD. Jednak ze
zmiany ksztaltu widma CD widocznej na rysunku 4.4 C, mozna wywnioskowaé, ze w zageszczonym

srodowisku domena SGS ma tendencje do porzadkowania sie.
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4.3 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego
biatka SGT1 z jeczmienia

Do tej pory niewiele bylo wiadomo na temat struktury pelnej dlugosci biatka SGT1 oraz jak
wyglada dimer tego biatka. W celu poznania niskorozdzielczej struktury biatka SGT1 z jeczmienia
w roztworze w ramach niniejszej pracy wykonane zostaly pomiary matokatowego rozpraszania pro-
mieniowania synchrotronowego. Pomiary te przeprowadzono na synchrotronie DESY w Hamburgu
na lini pomiarowej X33. Zarejestrowano krzywe rozpraszania dla trzech réznych stezen NaCl 0 M,
0,5 M oraz 1 M. Trzy stezenia soli wybrano w celu zbadania wplywu sily jonowej na dimeryzacje
biatka SGT1. Zarejestrowane krzywe SAXS dla bialka po odjeciu rozpraszania przez bufor zapre-
zentowane sa na rysunku 4.5 A. Dla trzech krzywych rozpraszania wyznaczono promien zyracji z
wykresu Guiniera (rysunek 4.5 B). Wraz ze zwiekszeniem stezenia soli mozna zaobserwowaé spadek
wartosci rozpraszania dla wartos¢ wektora S— 0. Moze to oznaczaé, ze biatko SGT1 zmienia swéj
stan oligomeryczny. Z pracy innych autoréw wynikato, ze biatko SGT1 tworzy dimery w roztworach o
niskiej sile jonowej (Nyarko i wsp., 2007). Takze spadek wartosci I(0) mozna wiazaé z przesunieciem
sie rbwnowagi w strone tworzenia monomeru. Promien zyracji obliczony dla biatka SGT1 dla trzech
stezen soli wyniést odpowiednio: 5,52 nm dla 0 M NaCl, 5,40 nm dla 0,5 M NaCl oraz 5,02 nm dla
1 M NaCl. Nie zaobserwowano na krzywych SAXS agregacji oraz elektrostatycznych oddziatywan
miedzyczasteczkowych, o czym $wiadczy bardzo dobre dopasowanie danych eksperymentalnych do
linii prostej wyznaczonej na podstawie réwnania Guiniera. Réwniez z analizy zmian wartosé pro-
mienia zyracji mozemy wysnué te same wnioski jak z analizy zachowania sie wartosci I(0). Wraz ze

wzrostem sily jonowej promien zyracji zmienia sie od 5,52 nm do 5,02 nm.
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Rysunek 4.5 A. Krzywe rozpraszania dla biatka SGT1 z jeczmienia dla trzech stezen soli 0 M,
0.5 M, 1 M. B. Wykres Guiniera i wyznaczony promien zyracji Rg dla biatka SGT1.

4.3.1 Analiza SVD danych z malokgtowego rozpraszania promieniowania synchrotro-

nowego

Poniewaz z powyzszych analiz jasno wynika, ze biatko SGT1 w roztworze wystepuje w réwnowadze
pomiegdzy kilkoma stanami oligomerycznymi przeprowadzono analize SVD w celu sprawdzenia liczby
komponentéw (stanéw oligomerycznych) dajacych wktad do kazdej z krzywych rozpraszania. Analize

SVD oraz funkcje autokorelacji obliczono za pomoca pakietu Matlab R2010. Analiza SVD pozwolila
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oszacowal, ze zestaw danych eksperymentalnych (trzy krzywe rozpraszania) mozna przedstawié¢ za
pomoca kombinacji liniowej dwéch krzywych - dwéch pierwszych wektoréw wlasnych macierzy U z
analizy SVD. Wektory wlasne macierzy U oraz ich krzywe autokorelacji przedstawione sg na rysunku
4.6. Wektory wlasne Ul, U2 oraz U3, cechuja sie wartosciami wlasnymi rownymi 639,29, 26,71 oraz
12,46. Poniewaz wartosci wlasne dla wektorow U2 i U3 maja podobny rzad wielkodci w celu spraw-
dzenia czy oba wektory daja istotny wkiad do macierzy danych obliczono dla nich, jak rowniez dla
wektora Ul, funkcje autokorelacji. Postaé wektoréw wilasnych Ul oraz U2 oraz ich funkcji autoko-
relacji wskazuje, ze sa one rézne od szumu w przeciwienstwie do wektora U3. Wektor U3 oraz jego

funkcja autokorelacji sg ptaskie i przypominajg losowy szum.
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Rysunek 4.6 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla biatka SGT1 z jeczmienia. A, C, E -
Wektory wlasne Ul, U2 i U3 oraz odpowiadajace im funkcje autokorelacji B, D, F - Na krzywych

przedstawiajacych wektory wtasne zaznaczone sa rowniez wartos¢ wlasne dla kazdego wektora.

Wiadomo réwniez, ze funkcja autokorelacji szumu bialego jest szumem. Z analizy funkcji auto-
korelacji mozemy wywnioskowaé, ze w serii krzywych SAXS dla pelnej dlugosci biatka SGT1 mozna
wyodrebni¢ dwa komponenty, reprezentowana przez wektory wtasne Ul i U2, ktérych liniowa kombi-
nacja da w rezultacie krzywe eksperymentalne. Istnienie dwéch komponentéw zostato potwierdzone

réwniez w programie PRIMUS, ktory wykonuje analize SVD i ocenia statystycznie otrzymane wyniki.
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4.3.2 Analiza krzywych rozpraszania dla monomeru i dimeru biatka SGT1 za pomoca
procedury MCR-ALS

Wektory wlasne Ul oraz U2 nie sa jednak prawdziwymi krzywymi rozpraszania. W celu otrzy-
mania krzywych SAXS dla dwéch komponentéw postuzono sie analiza MCR-ALS. Za pomoca tej

metody, otrzymano krzywe dla monomeru oraz dimeru biatka SGT1. Analize MCR-ALS ograni-

1

czono do danych w zakresie do 2 nm™" w celu unikniecia btedow zwiazanych z niskim stosunkiem

sygnalu do szumu dla s>2 nm~'.

Kombinacja liniowa tych krzywych daje w rezultacie ekspery-
mentalne krzywe rozpraszania. Na podstawie krzywych rozpraszania w programie GNOM obliczono
krzywe rozkladu odlegloéci wewnatrzczasteczkowych dla monomeru i dimeru biatka SGT1. Krzywe

rozpraszania oraz znormalizowane do wartosci I1(0) krzywe P(r) przedstawione sa na rysunku 4.7.
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Rysunek 4.7 A. Krzywe rozpraszania dla dimeru (kolor czerwony) i monomeru (kolor grana-
towy) biatka SGT1 z jeczmienia otrzymane z analizy MCR-ALS. B. Znormalizowane krzywe P(r)

dla monomeru (kolor granatowy) i dimeru (kolor czerwony) pelnej dlugosci biatka SGT1 z jeczmienia.

Ksztalt krzywych rozpraszania zaréwno dla dimeru i monomeru pozbawiony jest wyraznych mi-
niméw oraz maksiméw jest charakterystyczny dla czasteczek o wydtuzonym ksztalcie i/lub majacych
dynamiczna strukture. Natomiast na krzywej P(r) dla monomeru (rysunek 4.7 B, granatowa krzywa)
mozna wyrdzni¢ dwa wyrazne maksima oraz zarys trzeciego dla wiekszych wartosci R. Maksima te
mozna interpretowaé jako odlegloéci pomiedzy uporzadkowanymi domenami biatka SGT1. W przy-
padku dimeru biatka SGT1 maksima te sa zarysowane duzo mniej wyraznie cho¢ nadal sa widoczne.
Ich polozenie nieznacznie tylko rézni sie od polozenia w krzywej P(r) dla monomeru. Swiadczy to o
tym, ze prawdopodobnie, przestrzenne ulozenie domen w monomerze jak i dimerze biatka SGT1 jest
bardzo podobne. Za pomoca programu GNOM wyznaczono takze, maksymalny rozmiar czasteczki
(Diaz). Wynosi on odpowiednio 17 nm dla monomeru oraz 22 nm dla dimeru. Dla kuli o masie
biatka SGT1 (40997 Da) i $redniej gestoéci biatka 1,37 g/cm?®, maksymalny rozmiar takiej czasteczki
jest rowny ~ 7 nm. Tak wiec dla biatka SGT1 o masie 41 kDa maksymalny rozmiar czasteczki 17

nm wskazuje, ze bialko to ma wydluzony ksztalt.
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4.3.3 Modelowanie ab-inttio monomeru bialtka SGT1

W celu poznania struktur biatka SGT1 w roztworze postuzono si¢ modelowaniem ab initio za
pomoca program DAMMIN i GASBOR. Program DAMMIN generuje modele kulkowe, ktére stanowia

niskorozdzielczy model badanego biatka w roztworze. Wyniki modelowania przedstawione sa na
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Rysunek 4.8 Modelowanie struktury niskorozdzielczej monomeru biatka SGT1 w programie
DAMMIN. A. Usredniony model niskorozdzielczej struktury monomeru biatka SGT1 w roztworze.
B. Dopasowanie teoretycznej krzywej rozpraszania dla modelu do krzywej eksperymentalnej. Model
przedstawiony jest w postaci powierzchni, na ktéra natozone sa teoretyczne modele domen: TPR

(kolor czerwony), CS (kolor jasno niebieski), SGS (kolor niebieski).

Otrzymany model monomeru biatka SGT1, zgodnie z przewidywaniami, ma wydluzony ksztalt.
Na model zostaly natozone teoretyczne struktury domen biatka SGT1 otrzymane w programie Quark
(Xu i wsp., 2012). Z rysunku 4.8 A wynika, ze rozmiary i ksztalt domen pasuja do modelu otrzyma-
nego z programu DAMMIN. W roztworze biatko SGT1 ma rozciagnieta konformacje, a kazda z domen
stanowi indywidualny modul. Na koncach bialka znajduja sie domeny TPR, na N-koncu oraz SGS
na C-koncu. Domena CS stanowi centralna domene biatka SGT1. Pomiedzy domenami jest miejsce,
gdzie moga znajdowac sie fragmenty VR1 i VR2. Odleglosci pomiedzy domenami TPR, CS, SGS sa
na tyle duze, ze fragmenty zmienne musza by¢ rozciagniete. Nawet jesli, umiejscowienie domen w

modelu jest arbitralne, to i tak jasno potwierdza teze, ze fragmenty VR1 i VR2 sa nieuporzadkowane
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i rozciagniete. Réwniez przegiecie w $rodkowej czeéci modelu, kaze przypuszczaé, ze jest to miejsce
gdzie najprawdopodobniej znajduje si¢ domena CS.

W celu potwierdzenia przypuszczen co do struktury fragmentéw VR1 i VR2 postuzono sie dru-
gim programem do modelowania ab initio: GASBOR. Modele otrzymywane w programie GASBOR
maja strukture “lancucho-podobna”, gdzie odlegloéé pomiedzy pseudo-atomami jest réwna odlegtosci

pomigdzy aminokwasami w biatku. Wyniki modelowania przedstawione sa na rysunku 4.9.
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Rysunek 4.9 Modelowanie struktury niskorozdzielczej monomeru biatka SGT1 w programie
GASBOR. A. Reprezentatywny model niskorozdzielczej struktury monomeru biatka SGT1. B. Do-
pasowanie teoretycznej krzywej rozpraszania dla modelu do krzywej eksperymentalnej. Na model

kulkowy nalozone sa teoretyczne modele domen: TPR (kolor czerwony), CS (kolor jasno niebieski),

SGS (kolor niebieski).

W modelu “kulkowym” widocznym na rysunku 4.9 C mozna zauwazy¢ trzy, wyrazZnie zaryso-
wane globularne struktury, na ktére natozone sa modele dla trzech domen biatka SGT1. Tak, wiec
réwniez w modelowaniu za pomoca programu GASBOR, fragmenty VR1 i VR2 maja rozciagnieta
konformacje. Co wiecej, ksztalt modelu “kulkowego” jest bardzo podobny do modelu otrzymanego
z programu DAMMIN, z wyraznym przegieciem w srodkowej czesci, gdzie znajduje sie domena CS.
Podobnie, tak jak dla modelu z programu DAMMIN, dopasowanie teoretycznej krzywej rozpraszania
dla modelu z programu GASBOR bardzo dobrze pasuje do krzywej eksperymentalnej.

Modele otrzymane z programéw DAMMIN i GASBOR sg gruboziarniste. Majac do dyspozy-

¢ji modele teoretyczne dla domen SGT1 przeprowadzono modelowanie bryly sztywnej w programie
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BUNCH (Petoukhov i wsp., 2005) by otrzymaé¢ dokladniejszy model monomeru biatka SGT1. Otrzy-
many model wraz z dopasowaniem do danych eksperymentalnych przedstawiony jest na rysunku 4.10.
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N
T

0,0

Rysunek 4.10 Modelowanie metoda bryly sztywnej monomeru biatka SGT1. A. Dopasowanie
krzywej teoretycznej do danych eksperymentalnych. B. Model otrzymany w programie BUNCH.
Kolorem niebieskim oznaczona jest doman TPR, kolorem morskim domena CS a kolorem jasno fio-

letowym domena SGS.

Otrzymany model jest bardzo podobny do modeli niskorozdzielczych uzyskanych za pomocsa, pro-
graméw DAMMIN i GASBOR i tak samo jak modele otrzymane za ich pomoca, model otrzymany
w programie BUNCH posiada charakterystyczne przegiecie w obrebie domeny CS. Jednak w dopaso-
waniu krzywej teoretycznej do danych eksperymentalnych mozna zauwazy¢, ze dopasowanie nie jest
zbyt dobre dla danych w zakresie od 1,5 nm™! do 2 nm~!. Moze si¢ to wiazaé¢ z tym ze, bialko SGT1
wystepuje w roztworze w kilku konformacjach o zblizonym ksztalcie. Nie mniej jednak jasno widac,
ze wyniki modelowania w programach GASBOR, DAMMIN i BUNCH sg zbiezne.

Poniewaz fragmenty VR1 oraz VR2 maja rozciggnieta konformacje istnieje duze prawdopodo-
bienstwo, ze konformacja monomeru biatka SGT1 otrzymana w programach GASBOR, DAMMIN
i BUNCH jest jedynie uéredniong konformacja a samo biatko wykazuje dynamiczne zachowanie w
roztworze co tlumaczylo by tez ksztalt krzywej rozpraszania dla modelu z programu BUNCH. W
celu sprawdzenia powyzszej hipotezy postuzono sie analiza EOM. Wyniki analizy EOM przedsta-
wione sg na rysunku 4.11. Analize EOM przeprowadzono dla dwéch konfiguracji molekularnych. W
pierwszej, do analizy uzyto modeli teoretycznych dla wszystkich trzech domen biatka SGT1, przy-
kltadowy model przedstawiony jest w prawym, gérnym rogu rysunku 4.11 A. W drugiej konfiguracji
domene SGS modelowano za pomocg modelu tancucho-podobnego tak jak fragmenty VR1 i VR2 w
celu sprawdzenia czy konformacja domeny SGS ma istotny wplyw na ksztalt krzywej rozpraszania
i rozktad promieni zyracji. Dla obu konfiguracji krzywa rozpraszania jest bardzo podobna i pasuje
bardzo dobrze do danych eksperymentalnych. Réwniez rozklad promienia zyracji w obu przypadkach
jest podobny z ta réznica, ze dla drugiej konfiguracji rozklad jest “gladszy”. Ksztalt jest natomiast

ten sam i zasadniczo rézni si¢ od rozkladu dla 10000 losowych konformacji. Maksimum przypada na
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okolo 5,5 nm - 5,8 nm i szybko maleje wraz ze wzrostem R4. Ponizej 5,5 nm rozklad maleje wolniej i
jest szerszy. Z rozkladu wynika, ze bialtko SGT1 ma dynamiczny charakter w roztworze i wystepuje

gléwnie w rozciagnietej konformacji.
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Rysunek 4.11 Analiza EOM monomeru biatka SGT1. A, C - Dopasowanie teoretycznej krzy-
wej rozpraszania dla zespolu otrzymanej z analizy EOM. B, D - Rozklad promienia zyracji R, dla
losowej puli (kolor niebieski) oraz dla wyselekcjonowanego zespotu (kolor czerwony). Na wykresach
A i B przedstawione sa wyniki dla analizy EOM przeprowadzonej dla modelu biatka SGT1, gdzie
domena SGS przedstawiona jest za pomoca modelu teoretycznego otrzymanego w programie Quark.
Na wykresach C i D przedstawione sa wyniki dla analizy EOM przeprowadzonej dla modelu bialka
SGT1, gdzie domena SGS byta modelowana w takim sam sposéb jak fragmenty VR1 i VR2.

Sredni promien zyracji dla konfiguracji z modelem domeny SGS, otrzymany z wybranego zestawu
struktur ma wartos¢ 5,08 nm i jest bardzo podobny do wartoéci otrzymanej dla biatka SGT1 w 1
M NaCl. Natomiast dla drugiej konfiguracji promien zyracji wyniést 5,38 nm. Wynik ten, moze

wskazywac, ze domena SGS jest jednak w pewnym stopniu uporzadkowana.
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4.4 Badanie struktury dimeru bialka SGT1 w roztworze za pomoca ma-

lokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego

W celu zbadania struktury dimeru biatlka SGT1 réwniez postuzono sie modelowaniem ab initio
w programie DAMMIN. Do modelowania wykorzystano krzywa SAXS zrekonstruowang za pomoca
analizy MCR-~ALS. Wynik modelowania przedstawiony jest na rysunku 4.12. Model dimeru biatka
SGT1 ma wydluzony ksztalt. Na model dimeru biatka SGT1 otrzymanego z programu DAMMIN
mozna nalozy¢ dwa modele monomeru biatka SGT1 otrzymane za pomoca programu GASBOR

(rysunek 4.12 A, B). Z nalozenia modeli monomeru biatka SGT1 widaé, ze w dimerze biatko SGT1

ma bardzo podobng konformacje do monomerycznego biatka SGT1.
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Rysunek 4.12 Modelowanie struktury niskorozdzielczej dimeru biatka SGT1 przy pomocy pro-
gramu DAMMIN. A, B - Model biatka SGT1 (szara powierzchnia) z nalozonymi uérednionymi
kulkowymi modelami monomeru biatka SGT1 z programu GASBOR (kolor niebieski i czerwony).
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C, D - Model biatka SGT1 (szara powierzchnia) z nalozonymi modelami dla domen biatka SGT1
(modele dla jednego monomeru maja kolor w odcieniach niebieskiego, dla drugiego monomeru maja
kolor w odcieniach czerwonego). E - Dopasowanie teoretycznej krzywej rozpraszania dla modelu

dimeru biatka SGT1 do danych eksperymentalnych.

W strukturze dimeru widoczne jest takze, charakterystyczne zgiecie w miejscu gdzie powinna
znajdowaé si¢ domena CS. Wynik ten potwierdza, ze model struktury niskorozdzielczej otrzymany
dla dimeru biatka SGT1 jest poprawny. Na rysunku 4.12 C, D nalozone sa modele strukturalne
dla domen biatka SGT1. Dimer domen TPR stanowi centralny punkt w strukturze biatka SGT1, z

ktérego rozchodzi sig reszta biatka, odpowiedzialna za oddzialywanie z innymi biatkami.

4.4.1 Badanie dimeryzacji domeny TPR bialka SGT1 z jeczmienia
4.4.1.1 Oczyszczanie domeny TPR biatka HvSGT1

Do badan dimeryzacji domeny TPR biatka HvSGT1 wybrano fragment, ktory jest najbardziej
zakonserwowany w sekwencji pomiedzy biatkami SGT1 z réznych organizméw (Azevedo i wsp., 2002).
Fragment ten zawieral aminokwasy 6-124 z pelnej dtugosci bialtka SGT1 z jeczmienia. Biatko HvTPR
oczyszczano z 1,6 1 bakterii E.coli BL21 CodonPlus wg. protokotéw 3.7.1-3.7.2 za pomocg chroma-
tografii powinowactwa na zlozu ze zwiazanymi jonami niklu Ni?*, ciecia proteaza TEV, ponownym
oczyszczaniu za pomocg chromatografii powinowactwa oraz saczenia molekularnego. Po ostatnim eta-
pie oczyszczania otrzymano biatko HvTPR o czystodci odpowiedniej do badan strukturalnych. Na
rysunku 4.13 pokazana jest czystoéé frakcji biatka HvTPR po saczeniu molekularnym na kolumnie

ze ztozem Superdex 200 w postaci zdjecia elektroforezy w zelu poliakrylamidowym.
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Rysunek 4.13 Oczyszczanie domeny TPR biatka HvSGT1 na kolumnie Hiload 16/60 Superdex
200pg.
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4.4.1.2 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego bialka
HvTPR

Model dimeru biatka SGT1 otrzymany w programie DAMMIN jest modelem niskorozdzielczym.
Brak struktury lub modelu dimeru domeny TPR uniemozliwia modelowanie za pomocg metody bryty
sztywnej. W celu zbadania jaka strukture ma dimer domeny TPR w roztworze przeprowadzono ekspe-
rymenty malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego dla izolowanej domeny TPR
z bialka SGT1 z jeczmienia. Dimeryzacja jest zalezna od sily jonowej dlatego tez przeprowadzono
eksperymenty w zakresie stezenia NaCl od 0 mM do 800 mM. Krzywe SAXS dla domeny TPR oraz
odpowiadajace im wykresy Guiniera wraz z wyznaczonym promieniem zyracji R, w réznych warun-
kach sily jonowej przedstawione sa na rysunku 4.14. Promien zyracji zmniejsza si¢ od wartosci 2,05
nm dla 0 mM NaCl do wartosci 1,69 nm dla 800 mM NaCl.
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Rysunek 4.14 A. Krzywe SAXS dla domeny TPR biatka SGT1 z jeczmienia zarejestrowane w
réznych stezeniach NaCl. B. Wykresy Guiniera i wyznaczony promien zyracji R, dla domeny TPR
biatka SGT1.

Dla zwigkszajacej si¢ sily jonowej zaréwno I(0) jak i promien zyracji maleja. Poniewaz pelnej dtu-
gosci biatko SGT1 wystepuje w réwnowadze monomer-dimer, zachowanie I(0) oraz R jest wynikiem
zmiany stanu oligomerycznego domeny TPR. Zachowanie sic domeny TPR jest wigc analogiczne do
zachowania sie pelnej dlugosci biatka SGT1. W celu sprawdzenia, czy domena TPR moze wystepowaé
w kilku stanach oligomerycznych, przeprowadzono takze analize SVD, ktorej wynik przedstawiony
jest na rysunku 4.15. Na rysunku 4.15 A, C, E widoczne s trzy pierwsze wektory wlasne. Wektory
U1 i U2 sa znaczaco rézne od szumu w przeciwienstwie do wektora U3. Réowniez funkcje autokorelacji
dla wektoréw Ul i U2 sa rézne od szumu w przeciwienstwie do funkcji autokorelacji dla wektora U3.
Ksztalt funkcji autokorelacji jak réwniez wartosci wlasne wektoréw (dla Ul: 244,23; dla U2: 13,91;
dla U3: 1,70) wskazuja, ze tylko dwa pierwsze wektory sa istotne. Mozna wiec przypuszczaé, ze

podobnie jak pelnej dlugosci biatko, domena TPR wystepuje w réwnowadze monomer-dimer.
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Rysunek 4.15 Analiza SVD krzywych SAXS dla domeny TPR biatka SGT1 z jeczmienia. A,
C, E - Wektory wlasne Ul, U2 i U3 oraz odpowiadajace im funkcje autokorelacji B, D, F - Na
krzywych przedstawiajacych wektory wlasne zaznaczone sa réwniez warto$é¢ wtasne dla kazdego wek-

tora.

W celu otrzymania krzywych rozpraszania dla monomeru i dimeru domeny TPR biatka SGT1
przeprowadzono analize MCR-ALS. Otrzymane krzywe rozpraszania wraz z obliczonymi krzywymi
rozktadu odleglosci wewnatrzczasteczkowych przedstawione sa na rysunku 4.16 A, D. Dla otrzyma-
nych krzywych, z wykresu Guniera (rysunek 4.16 B) wyznaczono promienie zyracji R,. Wartosé
R, dla monomeru wynosita 1,66 nm a dla dimeru 2,04 nm. Obie wartoéci sa bardzo podobne do
skrajnych wartosci R, otrzymanych dla krzywych rozpraszania w réznych stezeniach soli. Dla 0 mM
oraz 100 mM NaCl, jak wynika z wykresu na rysunku 4.16 C, domena TPR tworzy jedynie dimery.
Wraz ze wzrostem stezenia NaCl réwnowaga przesuwa sie w strone monomeru. Dla 800 mM NaCl

93% (wagowo) stanowi monomer domeny TPR.
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Rysunek 4.16 Analiza MCR-ALS krzywych SAXS domeny TPR biatka SGT1 z jeczmienia. A.
Krzywe rozpraszania dla monomeru (kolor niebieski) i dimeru (kolor czerwony) domeny TPR. B.
Wykres Guiniera i wyznaczony promien zyracji R, dla dimeru (gérna krzywa) i monomeru (dolna
krzywa) domeny TPR. C. Zalezno$¢ frakcji monomer-dimer domeny TPR w roztworze o réznym ste-
zeniu NaCl (kolor czerwony-dimer, kolor niebieski monomer). D. Krzywe P(r) dla monomeru (kolor

niebieski) i dimeru (kolor czerwony) domeny TPR.

Otrzymana krzywa rozpraszania dla dimeru domeny TPR wykorzystano do modelowania za po-
mocg programu DAMMIN i SASREF. W programie DAMMIN otrzymano usredniony model kul-
kowy, ktéry przedstawiony jest wraz z dopasowaniem do krzywej rozpraszania dla dimeru domeny
TPR biatka SGT1 na rysunku 4.17. Usredniony model dimeru domeny TPR ma ksztalt sptaszczo-
nego dysku. Na model otrzymany w programie DAMMIN mozna natozyé model dimeru domeny
TPR otrzymany w programie SASREF.
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Rysunek 4.17 Modelowanie dimeru domeny TPR w programie DAMMIN. A. Model dimeru
domeny TPR (szara powierzchnia) z nalozonym na niego modelem z programu SASREF (kolor

czerwony 1 niebieski). B. Dopasowanie do krzywej eksperymentalne;j.
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Rysunek 4.18 Modelowanie dimeru domeny TPR w programie SASREF. A. Model dimeru do-
meny TPR biatka SGT1 otrzymany w programie SASREF. B. Dopasowanie dla modelu otrzymanego
w programie SASREF do krzywej dla dimeru domeny TPR oraz dopasowanie dla modelu monomeru
domeny TPR wymodelowanego w programie Quark do krzywej dla monomeru domeny TPR bialtka
SGT1. Helisy jednego powtdrzenia TPR (helisa-petla-helisa) w domenie TPR, oznaczone sa kolejno
jako A i B oraz numerem tego powtdrzenia, petle pomiedzy helisami kolejnymi numerami a helisa

solwatujaca jako S.
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Wymiarami oba modele pasujg do siebie, aczkolwiek model z programu DAMMIN jest bardziej
ptaski. Moze to wynika¢ z usrednienia dziesigciu otrzymanych indywidualnych modeli. Roéwniez
ksztalt modelu z programu DAMMIN jest mniej szczegélowy, nie mniej jednak mozna np. zauwazy¢
zwezanie sie modelu kulkowego w miejscu gdzie w helisy B3 oddzialuja ze soba. Poniewaz domena
TPR jest malym biatkiem, rozdzielczo$é danych moze by¢ niewystarczajaca do dokladniejszego mo-
delowania. Wewnetrzna, wklesta strona domeny TPR jest skierowana przeciwnie w obu monomerach
dimeru domeny TPR. Taka konformacja pozwala na jednoczesng dimeryzacje i wiazanie potencjal-
nych ligandéw przez wklesta strone domeny TPR. Na rysunku 4.18 przedstawiony jest model otrzy-
many metoda bryly sztywnej w programie SASREF. W modelu tym domeny TPR oddziatujg ze
soba gléwnie poprzez helisy B3 nalezace do trzeciego powtérzenia TPR. Zaréwno model otrzymany
w programie SASREF, jak réwniez model monomeru domeny TPR bardzo dobrze pasuja do danych
eksperymentalnych, jak wynika z dopasowania krzywych dla modeli do danych eksperymentalnych
(rysunek 4.18 B).

4.4.2 Modelowanie dimeru biatka SGT1 pelnej dlugosci

Majac do dyspozycji model dimeru domeny TPR, mozna bylo wymodelowaé¢ strukture pelnej
dtugosci biatka SGT1 w formie dimerycznej za pomoca metody modelowania bryly sztywnej. Podczas
modelowania struktura dimeru domen TPR byla “zablokowana”, a reszta domen byla modelowana
jako bryty sztywne. Regiony VR1 i VR2 modelowane byly za pomoca modelu pseudo-tancucha.

Wynik modelowania przedstawiony jest na rysunku 4.19.

Rysunek 4.19 Modelowanie dimeru pelnej dlugosci biatka SGT1. A. Model dimeru biatka SGT1
otrzymany w programie CORAL (Petoukhov i wsp., 2005). Przedstawione sa dwie rézne orientacje
modelu. B. Dopasowanie krzywej rozpraszania dla modelu do danych eksperymentalnych. Na ry-
sunku A domeny poszczegdlnych podjednostek zaprezentowane sa w odcieniach koloru czerwonego

lub niebieskiego. Fragmenty VR1 oraz VR2 maja szary kolor.
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Rysunek 4.20 Modelowanie dimeru biatka SGT1 w programie CORAL. A. Cztery przyktadowe
modele otrzymane w programie CORAL przy braku zalozonej symetrii lokalnej modelu. B. Dwa
przyktadowe modele otrzymane w programie CORAL przy zalozonej symetrii P2 modelu. Na kaz-

dym rysunku podana jest warto$é dopasowania x2 krzywej dla modelu do danych eksperymentalnych.

Model dimeru biatka SGT1 ma rozciagniety ksztalt, a regiony VR1 i VR2 sg nieuporzadkowane
tak samo jak w przypadku monomeru. W roztworze, réwniez dimer biatka SGT1 nie ma jednej, okre-
Slonej struktury i moze przyjmowaé wiele konformacji. Na rysunku 4.20 przedstawione sg modele
otrzymane w programie CORAL. Modele te r6znia si¢ miedzy soba ogdlng konformacja, jednak we
wszystkich modelach fragmenty VR1 i VR2 sa nieuporzadkowane. Konformacja ta nie jest zalezna od
tego czy podczas modelowania narzucona byta symetria lokalna P2 czy nie. Dla wszystkich modeli
dopasowanie do danych eksperymentalnych bylo w przedziale wartosci x? od 1,355 do 1,431. Nie-

stety ze wzgledéw na brak mozliwosci symulacji struktury niesymetrycznych oligomeréw w programie
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EOM nie mozna bylo przeprowadzié¢ takiej samej analizy jak dla monomeru biatka SGT1. Niemniej
jednak, podobnie jak w przypadku monomeru dopasowanie do krzywej eksperymentalnej najbardziej
odstaje dla danych SAXS w okolicy S ~ 2 nm ™!, gdzie krzywa eksperymentalna jest bardziej ptaska.
Otrzymane dane i ich analiza wskazuja na to, ze zaréwno monomer i dimer biatka SGT1 w roztworze
ma rozciagnieta konformacje, a nieuporzadkowane regiony VR1 i VR2 powoduja, ze biatko SGT1 ma

dynamiczna konformacyjne w roztworze.
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4.5 Badania struktury i konformacji w roztworze biatka RAR1 z jeczmie-
nia
4.5.1 Oczyszczanie biatka RARI1 z bakterii E.col:

Rekombinowane biatko RAR1 z jeczmienia do pomiaréw matokatowego rozpraszania promieniowa-
nia synchrotronowego oczyszczano z bakterii E.coli zgodnie z nastepujaca procedura: oczyszczanie za
pomoca chromatografii powinowactwa, cigcie proteaza TEV, kolejny raz oczyszczanie chromatografia
powinowactwa w celu usuniecia proteazy TEV, saczenie molekularne, chromatografia jonowymienna.
Czysto$¢ rekombinowanego biatka RAR1, podczas kolejnych krokéw oczyszczania przedstawiona jest

ma rysunku 4.21.
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Rysunek 4.21 Etapy oczyszczania biatka RAR1 z jeczmienia. Zel SDS-PAGE przedstawiajacy

czystosé biatka RAR1 podczas kolejnych krokéw oczyszczania.

Jak wynika z rysunku 4.21 czystosé biatka RAR1 po koncowym etapie jest bardzo dobra z jedynie

marginalnym zanieczyszczeniem w postaci biatka MBP.

4.5.2 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego bialtka
RARI1

W celu zbadania struktury i konformacji biatka RAR1 z jeczmienia w roztworze postuzono sig
tak jak w przypadku bialka SGT1 metoda malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotro-
nowego. Zarejestrowano dwie krzywe rozpraszania dla stezenia biatka RAR1 3,01 mg/ml oraz 6,03
mg/ml. Poniewaz obie krzywe nie réznia sie od siebie i nie obserwowano zadnych efektéw zwiazanych
ze stezeniem bialtka do analizy wykorzystano krzywa dla wickszego stezenia, ktéra wykazywata wigk-
szy stosunek sygnalu do szumu. Krzywa SAXS dla prébki biatka RAR1 z jeczmienia o stezeniu 6,03
mg/ml zaprezentowana jest na rysunku 4.22 A. Podobnie jak dla bialka SGT1 krzywa rozpraszania
pozbawiona jest wyraznych maksiméw i miniméw i posiada charakterystyczny ksztalt dla biatka o
wydluzonym ksztalcie. Wyznaczony z wykresu Guiniera (rysunek 4.22 A, mniejszy wykres) promien

zyracji wynosi 4,33 nm. Promien zyracji RARI jest nie wiele mniejszy niz Ry dla monomeru biatka
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SGT1. Biatko RAR1 jak wykazano wcze$niej jest monomerem o masie molekularnej 28 kDa w roz-
tworze i nie wykazuje tendencji do tworzenia oligomeréw. Wartos¢ R, sugeruje, ze bialko RAR1 ma
rozciagnieta konformacje w roztworze. Wyznaczony z funkcji rozktadu odlegtosci wewnatrzczastecz-
kowych P(r) maksymalnym rozmiar czasteczki Dya = 19 nm, jest bardzo duzy jak dla biatka o
masie 28 kDa. Funckja P(r) ma maksimum dla wartoéci R réwnego okolo 2,5 nm - 3 nm. Powyzej 3
nm funkcja P(r) maleje az do Dypep = 19 nm. Wartosé funkeji P(r) dla r w przedziale pomiedzy 12,5
nm a 19 nm jest bardzo mala co wskazuje, ze biatka RAR1 moze wystepowaé¢ w kilku konformacjach

i jedynie niewielka czes¢ populacji osiaga D,yq, réwny 19 nm.
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Rysunek 4.22 Eksperyment malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego dla
bialka RAR1. A. Krzywa rozpraszania dla biatka RAR1 z jeczmienia wraz wykresem Guiniera i
wyznaczonym promieniem zyracji Ry. B. Rozklad odlegloéci wewnatrzczasteczkowych dla biatka

RAR1 wraz z wyznaczonym maksymalnym rozmiarem czasteczki D,y gz

4.5.3 Modelowanie ab initio struktury biatka RAR1 w roztworze

W celu zbadania struktury biatka RAR1 w roztworze, postuzono sie¢ modelowaniem ab initio w
programach DAMMIN i GASBOR. Wyniki modelowania zaprezentowane sg na rysunku 4.23. Za-
rowno dla usrednionego modelu z programu DAMMIN jak i GASBOR, biatko RAR1 ma rozciagnieta
konformacje. Rowniez pojedyncze modele o najlepszym dopasowaniu do danych eksperymentalnych
maja rozciagnieta konformacje. W roztworze bialko RAR1 wystepuje wigc gtéwnie w postaci roz-
ciggnietej. Nie mniej jednak wyniki te nie daja jednoznacznej odpowiedzi czy bialko RAR1 jest
pofaldowane czy tez nie. W celu zbadania czy bialko RARI jest w roztworze niepofaldowane i wy-
stepuje w kilku konformacjach przeprowadzono analize EOM w réznych konfiguracjach programu. W
programie EOM wygenerowano losowe konformacje dla modelu biatka RAR1 z domenami CHORD I
oraz CHORD II wymodelowanymi za pomocg serwera I-TASSER, domenami CHORD I oraz CHORD
IT w postaci modelu pseudo-tafiucha oraz zakladajac “podobny do natywnego” (nasladujacy bialka
uporzadkowane) charakter modelu lub pseudo-niepofaldowany (nasladujacy biatka nieuporzadko-
wane). Wyniki modelowania przedstawione sa na rysunku 4.24. Najlepsze wyniki otrzymano dla
biatka RAR1 z modelami domen CHORD (otrzymanymi w programie I-TASSER) oraz reszta bialka
mogaca przyjmowacé losowa konformacje (rysunek 4.24 A, B). Warto$é¢ dopasowania x? dla wybranej

puli modeli wynosila 0,965. Sredni promien zyracji wyniést 4,18 nm (dla losowej puli 3,52 nm), co
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jest wartoscia bardzo zblizona do tej wyznaczonej za pomoca wykresu Guiniera. Dla tej konfiguracji
programu EOM otrzymano rozklad wartosci Dy, 4., w ktorym maksymalna warto$¢ wynosita okoto 19
nm, czyli tak jak w przypadku krzywej P(r). Co ciekawe przy innych konfiguracjach programu EOM,
maksymalna warto$é D,,., byla rézna niz 19 nm. Troche gorsza wartoéé dopasowania 2, 1,394,
otrzymano dla konfiguracji z wykorzystaniem modeli domen CHORD z programu I-TASSER, w kt6-
rej losowa pula miata “podobny do natywnego” charakter (katy torsyjne dla tafucha biatkowego maja
wartosci charakterystyczne dla bialek uporzadkowanych). Wskazuje to na to, ze domeny CHORD
sa pofaldowane a reszta biatka ma charakter nieuporzadkowany. Jezeli w programie EOM uzyjemy
modelu dla fragmentu CCCH (ze $rodkowej czeéci biatka) warto$é x? wzrognie do wartosci 1,619 w
poréwnaniu do 1,394 dla modelu bez struktury domeny CCCH. Dla tego modelu réwniez rozklad
warto$ci Dy,q, ma innych ksztalt niz dla poprzednich dwéch przypadkéw z wyraznym maksimum dla
okoto 13 nm. Najgorzej analiza EOM wypadatla dla modelu biatka RAR1 w postaci pseudo-tanucha.
Dla konfiguracji natywnej wartoéé dopasowania x? wynosita 2,209 (rysunek 4.24 H, G). W przypadku
gdy ten sam model biatka RAR1 mial charakter nieuporzadkowany wartosci x? wynosita 3,118.

A B
10
El
e}
2
S
QO
D
o 1
=
2
>
2]
e
2
£ «
0,1 !
0 1 2 3 4
-1
S [nm ]
C D
10 F
El
Qo
2
8,
QO
0
%]
o 1L
=
2
>
[}
j
2
£ «
0,1 L L L |
0 1 2 3 4
-1
S [nm ]

Rysunek 4.23 Modelowanie ab initio struktury niskorozdzielczej biatka RAR1 w roztworze. A.
Usredniony model biatka RAR1 otrzymany w programie DAMMIN. Model kulkowy zaprezentowany
jest w postaci powierzchni. B. Dopasowanie krzywej dla najlepszego modelu z programu DAMMIN
do danych eksperymentalnych. C. Usredniony model biatka RAR1 otrzymany w programie GAS-
BOR (szara pél-przezroczysta powierzchnia) wraz z nalozonym najlepszym modelem otrzymanym z
programu GASBOR (pomarahczowy lancuch). D. Dopasowanie krzywej dla najlepszego modelu do

danych eksperymentalnych.
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Rysunek 4.24 Analiza EOM modeli bialka RAR1 z jeczmienia w roztworze. A, C, E, G -
Dopasowanie krzywej otrzymanej w wyniku selekcji modeli w programie EOM. Na kazdym wykresie
podana jest wartoéé xy?okreslajaca jako$é dopasowania oraz przyktadowy model biatka RAR1 (modele
dla domen, traktowane jak bryly sztywne, oznaczone sa kolorem pomaranczowym) . B, D, F, H
- Rozklad maksymalnego rozmiaru czasteczki Dy,q, dla losowej puli (kolor czarny) i wybranego
zestawu konformacji (kolor pomaranczowy). Przy kazdym rozkladzie podany jest $redni D,,q. dla

kazdej puli.
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4.6 Badanie dimeryzacji domeny TPR bialtka SGT1la z Arabidopsis tha-

liana
4.6.1 Oczyszczanie biatka AtTPR z bakterii E.coli

Dimeryzacja biatka SGT1 zostala wykazana eksperymentalnie dla rekombinowanych bialek z jecz-
mienia, Arabidopsis thaliana oraz drozdzy piekarskich. W odréznieniu od tych bialek ludzkie biatko
SGT1 nie tworzy dimeréw w roztworze. Nie wiadomo czy mechanizm dimeryzacji domeny TPR z
réznych organizméw jest jednakowy i dlaczego ludzkie biatko SGT1 nie ulega dimeryzacji. W celu
zrozumienia procesu dimeryzacji biatka SGT1, w ramach niniejszej pracy zbadano dodatkowo zacho-
wanie sie izolowanych domen TPR z trzech organizmoéw: Arabidopsis thaliana, drozdzy piekarskich
oraz czlowieka w réznych stezeniach sity jonowej: 0 mM - 800mM KCl, za pomoca malokatowego
rozpraszania promieniowania synchrotronowego.

Do badan dimeryzacji zostal wybrany fragment domeny TPR zawierajacy aminokwasy 1-120 z
sekwencji biatka SGT1a (AtTPR) (w rodlinie Arabidopsis thaliana wystepuja dwie izoformy biatka
SGT1: SGT1a i SGT1b). Sekwencja DNA kodujaca fragment biatka AtSGT1a zostata wklonowana
do wektora ekspresyjnego pETM11. Do nadekspresji domeny AtTPR uzyto szczep bakterii F.coli
BL21 Codon Plus RIL. Biatko AtTPR zostalo oczyszczone za pomoca protokotéw opisanych w sekcji
3.7.1-3.7.2, przy uzyciu chromatografii powinowactwa, ciecia proteaza TEV, ponownym oczyszczaniu

za pomoca chromatografii powinowactwa oraz saczenia molekularnego.
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Rysunek 4.25 Oczyszczanie domeny TPR biatka AtSGT1a. A. Oczyszczanie domeny TPR na
kolumnie Superdex 200pg B. Czystos¢ konicowej frakcji domeny TPR po chromatografii powinowac-

twa.

Po saczeniu molekularnym frakcje domeny TPR z nieodcigtym fragmentem zawierajacym dodatkowe
histydyny oddzielono od domeny TPR za pomoca chromatografii powinowactwa. Koncowe oczysz-
czanie za pomocg chromatografii powinowactwa pozwolilo na otrzymanie bardzo czystego preparatu

nadajacego sie do badan strukturalnych (rysunek 4.25).
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4.6.2 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego bialka
AtTPR

Dla domeny AtTPR przeprowadzono pomiary SAXS przy stezeniu 4 mg/ml, gdyz wyzsze stezenie
powodowalo pojawienie sie oddzialywan repulsyjnych przy stezeniu 0 mM KCI. Zarejestrowane

krzywe rozpraszania przedstawione sa na rysunku 4.26.
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Rysunek 4.26 Eksperyment malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego do-
meny AtTPR. A. Krzywe rozpraszania dla domeny AtTPR zebrane dla stezenia KCl od 0 mM do
800 mM. B. Wykresy Guiniera oraz wyznaczone promienie zyracji R, dla domeny AtTPR w réznych

stezeniach soli.

Jak przedstawiono na rysunku 4.26 A, wraz ze wzrostem sily jonowej intensywno$é rozprasza-
nia ekstrapolowana do S = 0 maleje, podobnie jak dla domeny TPR z jeczmiennego biatka SGT1.
Promien promien zyracji R, réwniez maleje wraz ze wzrostem sity jonowej. Dla 0 mM KCl wartos¢
promienia zyracji jest rowna 1,94 nm i jest mniejsza niz dla domeny TPR z jeczmienia oraz dla
100 mM KCI. Najprawdopodobniej jest to zwigzane z wystepowaniem oddzialywan repulsyjnych
pomiedzy czasteczkami biatka pomimo tego, ze ksztalt krzywej rozpraszania nie wskazywal na ich
wystepowanie. Dla 100 mM KCI promien zyracji wyniést 2,04 nm czyli bardzo podobnie jak dla
domeny TPR z jeczmienia (R, = 2,05 nm) natomiast dla stezenia KCI 200 mM, 400 mM i 600 mM
promien zyracji byt identyczny. Jedynie dla 800 mM promien zyracji wyniost 1,76 nm w pordw-
naniu do 1,69 nm dla domeny jeczmiennej. Podobnie jak dla domeny TPR z jeczmiennego bialka
SGT1 spadek wartosci I(0) oraz R, wskazuje na wystepowanie réwnowagi pomiedzy kilkoma formami
oligomerycznymi a sama réwnowaga jest zalezna od sily jonowej.

W celu weryfikacji czy domena AtTPR réwniez wystepuje w rownowadze monomer-dimer przepro-
wadzono analize SVD wraz z analiza MCR-ALS w celu otrzymania krzywych SAXS dla réznych form
oligomerycznych biatka AtTPR. W wyniku analizy SVD stwierdzono, ze biatko AtTPR wystepuje w
roztworze w rownowadze monomer-dimer. Wyniki samej analizy przedstawione sa na rysunku 4.27.

Dwa pierwsze wektory wlasne, Ul oraz U2, maja odpowiednio wartosci wlasne réwne 20490,4 oraz
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1100,8. Same wektory wlasne oraz ich funkcje autokorelacji sa rézne od zera i wyraznie réznia sie od
wektora wlasnego U3 oraz jego funkcji autokorelacji, ktore maja postaé¢ szumu. Funkcja autokorelacji

I niemniej jednak test statystyczny wykonany w

dla wektora U3 ma stabe minimum dla S = 0,5 nm™
programie PRIMUS wykazal, ze jedynie dwa pierwsze wektory wtasne sg istotne. Rowniez wartosci
wtasne dla wektoréw U4-U6 maja wartosci od 203,1 do 233,5 a wiec bardzo zblizona do wartosci wia-
snej dla wektora U3. Na podstawie analizy SVD przeprowadzono analize¢ MCR-ALS podobnie jak
dla domeny TPR z jeczmienia. Z analizy MCR-~ALS otrzymano krzywe rozpraszania dla monomeru
i dimeru domeny AtTPR oraz profil zamian réwnowagi monomeru i dimeru w zaleznosci od steze-
nia KCl. Na podstawie krzywych rozpraszania wyznaczono (z wykresu Guiniera) promiefi zyracji
R, oraz funkcje P(r) za pomoca odwrotnej transformaty Fouriera w programie GNOM. Wyniki te

przedstawione sa na rysunku 4.28.
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Rysunek 4.27 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla domeny TPR biatka SGT1 z Arabidopsis
thaliana. A, C, E - Wektory wlasne Ul, U2 i U3 oraz odpowiadajace im funkcje autokorelacji B,
D, F - Na krzywych przedstawiajacych wektory wlasne zaznaczone sa rowniez wartos$¢ wlasne dla

kazdego wektora.
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Rysunek 4.28 Analiza MCR-~ALS krzywych rozpraszania domeny TPR biatka SGT1a z Ara-
bidopsis thaliana. A. Krzywe rozpraszania dla monomeru (kolor ciemnozielony) i dimeru (kolor
jasnozielony) domeny TPR. B. Wykres Guiniera i wyznaczony promien zyracji Ry dla dimeru (gérna
krzywa) i monomeru (dolna krzywa) domeny TPR. C. Zmiana réwnowagi monomer-dimer domeny
AtTPR w roztworze o réznym stezeniu KClI (kolor ciemnozielony dimer, kolor jasnozielony monomer).

D. Krzywe P(r) dla monomeru (kolor ciemnozielony) i dimeru (kolor jasnozielony) domeny TPR.

Zalezno$¢ réwnowagi monomer-dimer biatka AtTPR ma bardzo podobny przebieg jak w przy-
padku domeny TPR biatka HvSGT1. Punkt kiedy frakcje objetosciowe monomeru i dimeru sa sobie
rowne znajduje sie przy stezeniu KCIl okoto 300 mM czyli prawie tyle samo jak dla domeny TPR
biatka HvTPR aczkolwiek przesuniety jest minimalnie w strone nizszych stezen. Ksztalt krzywych
P(r) dla dimeru i monomeru jest bardzo podobny do krzywych dla biatka HvTPR. Jednak wystepuja
pewne réznice. Na rysunku 4.29 przedstawione jest poréwnanie krzywych P(r) dla domeny TPR z
biatka SGT1 z Arabidopsis thaliana i jeczmienia. Z poréwnania krzywych dla monomeréw domeny
TPR wynika, ze domena TPR biatka AtSGT1a jest nieco bardziej kompaktowa w poréwnaniu do
biatka HvSGT1 o czym $wiadczy wieksza wartosé krzywej P(r) w maksimum i nieco mniejsze warto-
$ci R powyzej 2,3 nm. Natomiast z poréwnania krzywych P(r) dla dimeru wynika, ze dimer biatka
HvSGT1 jest bardziej kompaktowy w poréwnaniu z biatkiem AtSGT1la pomimo tego, ze wartos$é

parametru D4, dla biatka HvSGT1 jest nieco wieksza. Takze pomimo duzego podobienstwa w
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sekwencji pomiedzy domenami TPR biatka SGT1 z réznych organizméw bardzo prawdopodobne sg

niewielkie réznice w strukturze przestrzenne;j.

Monomer i
0,03 +
Dimer i
3: 0,02 +
e
—
5,
=
n 0011
0,00 L I )
0 2 4 6
r [nm]

Rysunek 4.29 Poréwnanie krzywe P(r) dla monomeru (kolor jasnozielony) i dimeru (kolor ciem-
nozielony) biatka AtTPR z krzywymi P(r) dla monomeru (przerywana szara linia) i dimeru (ciagta

szara linia) biatka HvTPR.

4.6.3 Modelowanie niskorozdzielczej struktury monomeru i dimeru domeny TPR bialtka

AtSGT1la

Na podstawie krzywych rozpraszania otrzymanych z analizy MCR-ALS wymodelowano niskoroz-

dzielcza strukture monomeru i dimeru biatka AtSGT1a. Modele przedstawione sa na rysunku 4.30 i

rysunku 4.31.
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Rysunek 4.30 Modelowanie monomeru biatka AtTPR w programie DAMMIN. A. Model mo-
nomeru bialka AtTPR w postaci powierzchni (kolor szary) wraz z natozonym modelem domeny TPR
otrzymanym w programie [-Tasser. B. Dopasowanie do eksperymentalnej krzywej SAXS, krzywej

SAXS dla modelu z programu DAMMIN i I-Tasser.

Na rysunku 4.30 A, w postaci szarej powierzchni przedstawiony jest usredniony, niskorozdzielczy
model monomeru domeny AtTPR otrzymany w programie DAMMIN. Dopasowanie krzywej SAXS
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obliczonej dla najlepszego modelu z programu DAMMIN do eksperymentalnej krzywej SAXS przed-
stawione jest na rysunku 4.30 B. Jak wida¢ z wykresu dopasowanie jest bardzo dobre o czym swiadczy
rowniez niska warto$¢ x = 1,391. Modelowanie struktury domeny TPR bialtka AtSGT1a przeprowa-
dzono réwniez w programie I-Tasser. Jak wida¢ z rysunku 4.30 A model z programu I-Tasser (kolor
zielony) bardzo dobrze pasuje do usrednionego modelu z programu DAMMIN. Wartosci dopasowania
x dla modelu I-Tasser wynosi 1,389 i jest bardzo podobna do wartoéci x dla najlepszego modelu z
programu DAMMIN. Ksztalt modelu jest typowy dla domeny sktadajacej sie z powtorzen TPR.

Modelowanie niskorozdzielczej struktury dimeru domeny AtTPR réwniez przeprowadzono w pro-
gramie DAMMIN. Na rysunku 4.31 przedstawiony jest usredniony, niskorozdzielczy model dimeru
domeny AtTPR w postaci szarej powierzchni. Model dimeru domeny AtTPR ma ksztalt splasz-
czonego dysku z przewezeniem w srodkowej cze$ci modelu. Ré6wniez sam model jest lekko zgiety w
srodkowej czesci. Ogdlny ksztalt niskorozdzielczego modelu dimeru domeny AtTPR jest podobny do
modelu dla dimeru domeny HvTPR. Jednak model dimeru biatka HvTPR, jest bardziej splaszczony
i nie posiada przewezenia w srodkowej czeéci, tylko posiada je w jednym z bokéw modelu.

Modelowanie dimeru domeny AtTPR przeprowadzono réwniez w programie SASREF uzywajac
modelu otrzymanego w programie I-Tasser. W programie SASREF otrzymano kilka modeli, z ktérych
cztery najbardziej reprezentacyjne natozone sg na niskorozdzielczg strukture dimeru domeny AtTPR
otrzymanej w programie DAMMIN (rysunek 4.31). W przeciwienstwie do dimeru domeny TPR
biatka HvSGT1, dla domeny TPR z biatka AtSGT1la nie udalo sie¢ otrzymaé jednego modelu z
programu SASREF. Dla czterech otrzymanych modeli warto$¢ dopasowania do eksperymentalnej
krzywej SAXS zmienia sie¢ w zakresie od x = 1,431 dla modelu na rysunku 4.31 D do x = 1,557 dla
modelu na rysunku 4.31 C. Model o najnizszej wartosci x jest podobny do modelu otrzymanego dla
dimeru domeny TPR dla biatka HvSGT1. Niemniej jednak jego ksztalt jest najmniej podobny do
niskorozdzielczej struktury otrzymanej w programie DAMMIN. W tym modelu gtéwne oddzialtywania
zachodza w obrebie C-konca biatka. Modele na rysunkach 4.31 B i 4.31 C sa bardzo podobne do
siebie. Dla tych modeli oddzialtywanie pomiedzy monomerami domen TPR réwniez zachodzi gtéwnie
w obrebie C-koncowych helis jednak wzajemna orientacja podjednostek jest inna niz dla modelu na
najnizszej wartoéci x. Dla modelu o najwyzszej wartosci dopasowania x, oddzialywania pomiedzy
domenami zachodzi poprzez oddzialywanie pierwszej i drugiej petli ktére tacza ze soba helisy z w
obrebie pierwszego i drugiego powtérzenia TPR. Model ten najlepiej pasuje do niskorozdzielczego
modelu dla dimeru domeny AtTPR z programu DAMMIN.
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Rysunek 4.31 Modelowanie struktury dimeru domeny TPR biatka AtTPR w programach DAM-
MIN i SASREF. Na kolejnych rysunkach A-D, na niskorozdzielczy model z programu DAMMIN (w
postaci szarej powierzchni) nalozone sa modele otrzymane w programie SASREF.
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4.7 Badania struktury domeny TPR biatka SGT1 z drozdzy piekarskich

W roztworze
4.7.1 Oczyszczanie biatka ScCTPR z bakterii E.col:

Biatko SGT1 z drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae (ScSGT1), podobnie jak roslinne
biatka SGT1 ulega dimeryzacji. W celu zbadania czy proces dimeryzacji domeny TPR z bialka
ScSGT1 (ScTPR) zachodzi w podobny sposéb jak dla domen TPR biatka SGT1 z jeczmienia i
Arabidopsis thaliana, przeprowadzono badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentge-
nowskiego w réznych warunkach sity jonowej. Biatko ScTPR uzyskano wedtug podobnego schematu
jak biatka HvTPR i AtTPR. Najpierw biatko oczyszczano za pomoca chromatografii powinowactwa
na kolumnie z jonami Ni?T, odcieto etykiete 6xHis za pomoca proteazy TEV, ponownie za pomoca
chromatografii powinowactwa a nastepnie chromatografii zelowej. Po chromatografii zelowej na ko-
lumnie HiLoad 16/60 Superdex 200pg biatko ScTPR niestety stanowilo mieszanine biatka z odcieta
etykieta 6xHis i biatka z nieodcieta etykieta (rysunek 4.32). Dodatkowe trawienie proteazg TEV
nie przyniosto rezultatu. Dopiero dodatkowe oczyszczanie za pomoca chromatografii powinowac-
twa pozwolilo na otrzymanie czystego biatka ScTPR odpowiedniego do badan SAXS. Na rysunku
4.32 przedstawiony jest rozdzial elektroforetyczny frakcji biatka SCTPR po oczyszczaniu na kolumnie
HiLoad 16/60 Superdex 200pg oraz po ponownym cieciu proteaza TEV i oczyszczaniu za pomoca

chromatografii powinowactwa.
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Rysunek 4.32 Rozdzial elektroforetyczny biatka ScTPR po saczeniu molekularnym, dodatko-

wym trawieniu proteazg TEV i chromatografii powinowactwa.

4.7.2 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego biatka ScTPR

Pomiary malokatowego rozpraszania przeprowadzono podobnie jak dla bialek HYTPR i AtTPR
przy stezeniu biatka 2 mg/ml. Krzywe rozpraszania zarejestrowano dla réznych stezen KCIl: 0 mM,
100 mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM i 800 mM. Na podstawie krzywych rozpraszania (z wykresu
Guiniera) wyznaczono wartosci promienia zyracji Ry. Krzywe rozpraszania i wykresy Guiniera przed-
stawione sa na rysunku 4.33. Jak mozna odczytaé z wykresu na rysunku 4.33 A wraz ze wzrostem sity

jonowej maleje intensywno$¢ krzywych rozpraszania co $wiadczy o zmianach stopnia oligomeryzacji

117



4 WYNIKI

biatka ScTPR. Réwniez wartos¢ promienia zyracji R, maleje wraz ze wzrostem stezenia KCI. Przy
0 mM wartoé¢ R, wynosi 3,04 nm. Natomiast wraz ze wzrostem stezenia KCl wartosé¢ R, zmienia
sie nieznacznie pomiedzy 2,55 nm przy 100 mM do 2,34 nm przy 600 mM.

Wstepna analiza danych SAXS wykazala, ze zmiany w stezeniu KCI powoduja zmiany w oli-
gomeryzacji biatka ScSGT1. W celu zbadania doktadniej tych zmian podobnie jak w poprzednich
przypadkach przeprowadzono analize SVD. Wyniki analizy SVD przedstawione sa na rysunku 4.34.
7 analizy SVD wynika, ze dla bialka ScTPR. pierwsze trzy wektory wlasne sa niezerowe i rézne od
szumu. Ich funkcje autokorelacji réwniez sa rézne od szumu. Na rysunku 4.34 G i H, przedstawiony
jest czwarty wektor wlasny oraz jego funkcja autokorelacji. Z wykreséw wynika, ze ma on charak-
ter szumu. Trzy pierwsze wektory wlasne charakteryzuja sie wartosciami wtasnymi: 34,783 - 103,
1,952 - 103, 270, 135. Natomiast wartoéé wlasna dla czwartego wektora jest réwna 239,505. Z ana-
liz SVD wynika istnienie trzech, a nie jak w przypadku domen TPR biatka SGT1 z jeczmienia i

Arabidopsis thaliana dwbch, standéw oligomeryzacji biatka ScTPR.
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Rysunek 4.33 Eksperyment maltokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego biatka
ScTPR. A. Krzywe rozpraszania dla biatka ScTPR zarejestrowane w réznych stezeniach KCl. B.

Wykres Guiniera i warto$¢ promienia zyracji R, wyznaczone na podstawie krzywych rozpraszania.

Nastepnie przeprowadzono analize MCR-ALS w celu otrzymania krzywych rozpraszania dla po-
szczegolnych stanow oligomeryzacji biatka ScCTPR. Wyniki tej analizy przedstawione sa na rysunku
4.35. Na podstawie poréwnania wartosci 1(0) dla poszczegdlnych stanéw oligomeryzacji zatozono,
ze w przypadku biatka SCTPR wystepuje réwnowaga pomiedzy monomerem, dimerem a tetramerem
biatka ScTPR. Wartosci I(0) wyznaczone dla krzywych rozpraszania z analizy MCR-ALS wynosily
odpowiednio: 1983, 1343, 585,4. Wartosci R, wynosza natomiast 3,04 nm, 2,08 nm i 2,85 nm. War-
to$é 1(0) wskazuja na wystepowanie tetrameru, dimeru i monomeru. Warto$é I(0) dla tetrameru jest
mniejsza niz mozna by si¢ spodziewaé z poréwnania do wartosci dla monomeru. Zaréwno Ry, Dpaq
i ksztalt krzywej P(r) dla dimeru sa bardzo podobne do wartosci otrzymanych dla dimeru domeny
TPR biatka SGT1 z jeczmienia i Arabidopsis thaliana.
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Rysunek 4.34 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla biatka ScTPR. A, C, E, G - Caztery
pierwsze wektory wlasne oraz odpowiadajace im wartosci wlasne otrzymane z analizy SVD. B, D,

F, H - Funkcje autokorelacji czterech pierwszych wektoréw wtasnych.

Natomiast sytuacja jest odwrotna w przypadku monomeru domeny TPR. Wartos¢ Ry i Dypaq

oraz krzywa P(r) réznig si¢ zasadniczo od krzywej P(r) oraz wartosci Ry i Dypey otrzymanych dla
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bialek roslinnych. Ksztalt krzywej wskazuje, ze monomer domeny ScTPR ma wydtuzony ksztalt.
Poniewaz domena ScTPR sktada sie z trzech powtdérzen TPR tak jak roslinne domeny TPR biatka
SGT1, powinna przyjmowac strukture podobna do biatek roslinnych czyli bardziej kompaktowa.
Roéwnie interesujaco przedstawia sie zaleznosé od sily jonowej wystepowania poszczegdlnych sta-
néw oligomerycznych. W 0 mM KCI biatko ScTPR wystepuje gléwnie jako tetramer. Wraz ze
wzrostem stezenia KCl jego udzial spada i w 600 mM spada do zera. Réwnoczesnie wzrasta udziat
frakcji dimeru i monomeru tak jak mozna by bylo sie spodziewaé. Jednak frakcja dimeru pozostaje
praktycznie stata w zakresie od 100 mM do 800 mM i stanowi okoto 50 %. Frakcja monomeru wzrasta
stopniowo od 5 do okolo 50 % w zakresie stezenia KCl od 0 mM do 800 mM. W tabeli 4.2 zebrane

sa doktadne wartosci zawartosci poszczegdlnych frakcji w danym stezeniu sity jonowej.

Tabela 4.2 Zaleznosci wystepowania stanéw oligomerycznych biatka ScTPR od stezenia KCL.

C KCl
OmM 100 mM 200 mM 400 mM 600 mM 800 mM
Monomer 0,053 0,100 0,202 0,370 0,478 0,507

Dimer 0 0,561 0,509 0,565 0,522 0,443
Tetramer 0,947 0,339 0,289 0,065 0 0,049
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Rysunek 4.35 Analiza MCR-ALS krzywych rozpraszania biatka ScTPR. A. Krzywe rozprasza-

nia dla trzech stanéw oligomerycznych biatka ScTPR. B. Wykres Guiniera i wyznaczone wartosci
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promienia zyracji. C. Krzywe P(r) dla trzech stanéw oligomerycznych biatka ScTPR. D. Zmiany we
frakcji poszczegdlnych stanéw oligomerycznych biatka ScTPR, od sily jonowe;.

4.7.3 Modelowanie struktury monomeru biatka ScTPR

Ksztalt krzywej P(r) oraz wartoéci parametréw Dynq. - 11 nm oraz R, 2,85 nm dla bialka
ScTPR pozwalaja przypuszczaé, ze monomer biatka ScTPR wykazuje cechy biatka nieuporzadkowa-
nego. Niestety mata warto$é¢ stosunku sygnatu do szumu nie pozwolila na dokladng analize ksztaltu
krzywej rozpraszania w oparciu o wykres Kratky’ego. Analize struktury monomeru biatka ScTPR

przeprowadzono w programie EOM. Wyniki analizy przedstawione sg na rysunku 4.36.
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Rysunek 4.36 Analiza EOM monomeru biatlka ScTPR. A. Dopasowanie krzywej SAXS otrzy-
manej w programie EOM do eksperymentalnych danych SAXS. B. Przyktadowe modele z wybranej
puli z programu EOM. C. Rozklad wartoéci promienia zyracji R, dla losowej puli modeli (kolor
pomaranczowy) oraz puli modeli wybranych z losowej puli w programie EOM (kolor niebieski). D
Rozklad warto§é maksymalnego rozmiaru czasteczki D,,q, dla losowej puli modeli (kolor pomaran-

czowy) oraz puli modeli wybranych z losowej puli w programie EOM (kolor niebieski).

Wartos¢ dopasowania krzywej SAXS otrzymanej w programie EOM do danych eksperymentalnych

(x?=1,541) jest bardzo dobra. Oznacza to, ze istotnie monomer domeny ScTPR jest nieuporzad-
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kowany w roztworze (przynajmniej w warunkach panujacych podczas eksperymentu). Jak mozna
zauwazy¢ z rysunku 4.36 C i D, rozklad promienia zyracji R, oraz maksymalnego rozmiaru cza-
steczki Dy, ma dwa maksima. Pierwsze maksimum wystepuje dla R, i Dy, 4, odpowiednio réwnych
okolo 2 nm i 5 nm. Drugie minimum wystepuje przy Ry i Dy réwnym odpowiednio 3,5 nm i
10 nm. Pierwsze maksimum jest tez duzo wezsze i jego intensywnos$¢ jest mniejsza w poréwnaniu
do drugiego, ktére jest szersze i ma wigksza intensywnos¢. Monomer biatka ScTPR wystepuje wiec
w postaci dwéch konformacji. Pierwsza konformacja, bardziej kompaktowa, charakteryzuje si¢ I,
réwnym okoto 2 nm druga za$ charakteryzuje sie szerokim zakresem warto$é promienia zyracji w

zakresie do okolo 2,5 nm do 5 nm i ma bardziej dynamiczny charakter.

4.7.4 Modelowanie struktury dimeru biatka ScTPR

Modelowanie dimeru domeny ScTPR najpierw przeprowadzono w programie DAMMIN. Najlepsze
wyniki otrzymano przy zalozeniu lokalnej symetrii P2. Model w postaci powierzchni zaprezentowany
jest w postaci dwdch orientacji na rysunku 4.37. Niskorozdzielczy model z programu DAMMIN
ma ksztalt splaszczonego dysku, podobnie jak w przypadku modelu dimeru bialtka HvTPR, jed-
nak posiada lekkie przewezenie w srodkowej cze$ci. Wartosé dopasowania dla najlepszego modelu
wynosita y = 1,222. Strukture domeny TPR biatka ScSGT1 wymodelowano réwniez za pomoca
programu I-Tasser. Model domeny TPR z programu I-Tasser ma strukture typowsa dla domen za-
wierajacych powtorzenia TPR. Strukture dimeru domeny ScTPR wymodelowano za pomocg metody
modelowania bryly sztywnej w programie SASREF. Do modelowania uzyto dwa modele z programu
I-Tasser by sprawdzi¢ czy w zaleznosci od modelu bedzie mozna otrzymaé inne wyniki. Wyniki
modelowania przedstawione sg na rysunku 4.37 w postaci natozenia na model otrzymany w progra-
mie DAMMIN (szara powierzchnia). Modelowanie przeprowadzano przy braku wiezéw na symetrie
lokalna i z zalozeniem symetrii lokalnej P2. Na rysunku 4.37 obok modeli przedstawione jest do-
pasowanie krzywej SAXS dla modelu (krzywa pomaranczowa) do eksperymentalnych danych SAXS
(kolor czarny) wraz z warto$cia dopasowania w postaci wartosci x. Najlepszy model otrzymano dla
drugiego modelu z programu I-Tasser z zalozeniem symetrii lokalnej P2 (rysunek 4.37 D). Dla tego
modelu warto$¢ ywynosita 1,362. Niewiele mniejsza wartos¢ x = 1,368 otrzymano dla tego samego
modelu z programu I-Tasser przy braku zalozonej symetrii lokalnej. Oba modele jednak réznig sie
od siebie zasadniczo. W przypadku modelu z braku zalozenia o symetrii lokalnej (rysunek 4.37 C)
jedna podjednostka domeny TPR oddzialuje poprzez boczna strone (tam gdzie znajduja sie petle
laczace a helisy w powtérzeniu TPR) z druga podjednostka zwrécona wklesta strona w kierunku
pierwszej podjednostki. W przypadku modelu o zalozonej symetrii lokalnej P2 (rysunek 4.37 D) obie
podjednostki domeny TPR zwr6cone sa do siebie strong wypukla, jednak oddzialywanie zachodzi
gléwnie przez N-koncowsa strone domeny TPR. Podobne wyniki otrzymano dla pierwszego modelu
z programu [-Tasser. Model otrzymany z modelowania w programie I-Tasser przy braku zaltozenia
symetrii lokalnej (rysunek 4.37 A) ma bardzo podobne ulozenie podjednostek wzgledem siebie. Na-
tomiast model otrzymany w programie SASREF z zalozeniem lokalnej symetrii P2 (rysunek 4.37 B)
ma podobne ulozenie jak model otrzymany dla drugiego modelu z programu I-Tasser z réznica, ze w

tym modelu podjednostki w dimerze oddzialuja ze soba na calej wklestej stronie domeny TPR.
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Rysunek 4.37 Modelowanie struktury dimeru domeny TPR biatka ScTPR w programach DAM-
MIN i SASREF. Nalozenie modelu otrzymanego w programie SASREF (z zalozeniem braku symetrii
lokalnej (A), oraz zalozeniem lokalnej symetrii P2 (B) wraz z dopasowaniem do danych eksperymen-

talnych. Na rysunkach C i D przedstawione sa wyniki modelowania z takimi samymi zatozeniami jak
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na rysunkach A i B lecz z uzyciem innego modelu otrzymanego w programie I-Tasser. Kolorem sza-
rym przedstawiony jest usredniony model dimeru domeny ScTPR otrzymany w programie DAMMIN
(w postaci powierzchni) dwa monomery domeny TPR zaprezentowane sa w kolorze pomaranczowym

i niebieskim.

4.7.5 Modelowanie struktury tetrameru domeny TPR bialtka ScSGT1

Niskorozdzielcza strukture tetrameru biatka SCTPR wymodelowano w programie DAMMIN. Dzie-
sie¢ otrzymanych modeli uéredniono w programie DAMAVER. Na rysunku 4.38 u$redniony model

niskorozdzielczej struktury tetrameru biatka ScTPR przedstawiony jest w postaci szarej powierzchni.
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Rysunek 4.38 Modelowanie struktury tetrameru domeny TPR biatka ScTPR w programach
DAMMIN i SASREF. A. Nalozenie modelu otrzymanego w programie SASREF (z uzyciem modelu
z programu I[-Tasser) wraz z dopasowaniem do danych eksperymentalnych. B. Nalozenie wynikéw
modelowania trimeru biatka ScTPR w programie SASREF na model tetrameru otrzymany w pro-

gramie DAMMIN. Przy wykresach podane sa wartosci x dopasowania krzywej SAXS dla modelu z
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programu SASREF do eksperymentalnej krzywej SAXS dla tetrameru.

Ksztalt tetrameru jest wydtuzony z lekkim poszerzeniem w $rodkowej czesci modelu. W kolejnym
etapie badan, w celu otrzymania doktadniejszego modelu dla tetrameru postuzono sie¢ modelowaniem
metoda bryty sztywnej. Wyniki modelowania w programie SASREF przedstawione sa na rysunku
4.38 w postaci nalozenia na niskorozdzielczy model otrzymany w programie DAMMIN. Dodatkowo
przeprowadzono w programie SASREF modelowanie trimeru i pentameru biatka ScTPR. Wyniki
modelowania trimeru przedstawione sa na rysunku 4.38 B. Model tetrameru sklada sie z centralnej
czesci skladajacej sie z dimeru domen TPR skierowanych do siebie wklesta powierzchnia. Model
srodkowej czesci tetrameru jest bardzo podobny do struktury dimeru biatka ScTPR otrzymanego
w programie SASREF (model dimeru z rysunku 4.37 B). Nalozenie obu modeli przedstawione jest
na rysunku 4.39. Dwie dodatkowe domeny TPR oddzialuja ze $rodkowa czescia jedynie za pomoca
drugiej i trzeciej helisy z N-terminalnej czeSci domeny. Model dla tetrameru bardzo dobrze pasuje
do modelu otrzymanego w programie DAMMIN. Srodkowa cze$é¢ tetrameru pasuje bardzo dobrze
do poszerzonej czesci modelu z programu DAMMIN. Warto$é dopasowania dla tetrameru wynosita
x = 1,270 w poréwnaniu do x = 1,596 dla trimeru i x = 1,448 dla pentameru. Z tym, ze w
modelu pentametru piata podjednostka nie oddzialywala z reszta modelu i byla od niego znaczaco
oddalona. Model dla trimeru otrzymany w programie SASREF mozna nalozy¢ na model tetrameru
otrzymany w programie DAMMIN. Niemniej jednak podjednostki sa upakowane do$é luzno a do-
pasowanie w $rodkowej czeéci modelu z programu DAMMIN jest gorsze niz w przypadku modelu

tetrameru otrzymanego w programie SASREF.

Rysunek 4.39 Poréwnanie struktury modelu dimeru biatka ScTPR otrzymanego w programie
SASREF (kolor niebieski) ze $rodkowa cze$cia modelu tetrameru biatka ScTPR otrzymanego w pro-
gramie SASREF (kolor pomaraficzowy).
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4.8 Badanie struktury domeny TPR ludzkiego biatka SGT1
4.8.1 Oczyszczanie biatka HsTPR z bakterii F.coli

Ludzkie biatko SGT1 w roztworze nie ulega dimeryzacji tak jak roslinne i drozdzowe biatko SGT1
(Nyarko i wsp., 2007). Nie jest znany mechanizm dimeryzacji domeny TPR, bialek roglinnych i
drozdzowych a nie tez dlaczego domena TPR ludzkiego biatka SGT1 nie ulega dimeryzacji. W celu
zbadania jaka jest niskorozdzielcza struktura domeny TPR ludzkiego biatka SGT1 oraz jak zachowuje
sie ona w roztworze przeprowadzono eksperymenty malokatowego rozpraszania promieniowania rent-
genowskiego zmieniajac stezenie KCI w zakresie od 0 mM do 800 mM. Podobnie jak domeny TPR z
biatka SGT1 z jeczmienia, Arabidopsis thaliana i drozdzy piekarskich domene HsTPR otrzymywano
z bakterii E. coli i oczyszczano za pomoca chromatografii powinowactwa na kolumnie z jonami Ni%*,
odcieto etykiete 6xHis za pomoca proteazy TEV, ponownie oczyszczano za pomocs chromatografii
powinowactwa a nastepnie chromatografii zelowej. Bialko HSTPR po ostatnim etapie oczyszczania
na kolumnie HilLooad 16/60 Superdex 200pg nie wymagalo juz dalszego oczyszczania. Czystosé frakcji
otrzymanych podczas saczenia molekularnego przedstawiona jest w postaci zelu po elektroforezie w

zelu poliakrylamidowym na rysunku 4.40.
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Rysunek 4.40 Rozdzial elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym frakcji biatka HSTPR po

saczeniu molekularnym na ztozu Superdex 200pg.

4.8.2 Badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego biatka HsTPR

Na rysunku 4.41 A, zaprezentowane sa zmierzone krzywe SAXS dla biatka HsTPR dla réznych
wartoéci stezenia KCl. Bez wzgledu na stezenie KCl, ksztalt krzywej SAXS jest praktycznie taki sam.
Niewielkie roznice w ekstrapolowanej wartosci intensywnos¢ dla zerowego kata rozpraszania wynikaja
jedynie z btedéw odjecia krzywej SAXS dla buforu. Na rysunku 4.41 B, zaprezentowany jest wykres
Guiniera wraz z wyznaczonymi warto§ciami promienia zyracji R, dla krzywych SAXS zmierzonych
dla réznego stezenia KCl. Wartosé promienia zyracji w przedziale stezenia KCl od 0 mM do 800
mM zmienia sie od 1,64 nm do 1,73 nm. W przedziale od 100 mM do 800 mM KCI promien zyracji

praktycznie nie ulega zmianie. Nizsza wartos¢ R, dla 0 mM moze wynikac¢ z réznicy w grubosci i
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sktadzie otoczki hydratacyjnej domeny HsTPR. W przeciwienstwie do domeny TPR z biatek SGT1
z Arabidopsis thaliana i drozdzy piekarskich. Zaréwno ksztalt krzywych SAXS jak rowniez wartosé
promienia zyracji I, nie zmienia si¢ wraz ze wzrostem sily jonowej roztworu. Domena TPR biatka
SGT1 takze nie zmienia swojego stanu oligomerycznego. Wyznaczony maksymalny rozmiar czasteczki
dla domeny HsTPR wynosi 5,73 nm i jest poréwnywalny z wartosciami otrzymanymi dla bialek
AtTPR i HvTPR. Réwniez ksztalt krzywej P(r) (rysunek 4.41 C) jest bardzo podobny do ksztaltu
krzywych P(r) dla bialek AtTPR i HvTPR. Na rysunku wida¢ drobne réznice pomiedzy krzywymi
P(r), jednak nie sa one bardzo duze. Swiadczy to o tym, ze ogélny ksztalt i konformacja domeny
HsTPR sa podobny do domen AtTPR i HvTPR.

Strukture domeny TPR ludzkiego biatka SGT1 wymodelowano za pomoca serwisu do modelowa-
nia homologicznego I-Tasser. Dopasowanie krzywej SAXS obliczonej za pomocg programu CRYSOL
do eksperymentalnej krzywej SAXS dla domeny HsTPR (0 mM KCl) przedstawione jest na rysunku
4.41 D. Jak widaé z rysunku dopasowanie jest bardzo dobre, o czym $wiadczy réwniez warto$¢ dopa-
sowania x rowna 1,059. Struktura modelu domeny TPR biatka SGT1 przedstawiona jest na rysunku
4.42 A.
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Rysunek 4.41 Eksperyment maltokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego biatka
HsTPR. A. Krzywe SAXS zarejestrowane dla domeny HsTPR dla réznych wartoéci stezenia KCI.
B. Wykres Guiniera dla krzywych SAXS wraz z wyznaczonym promieniem zyracji Ry. C. Krzywa

P(r) dla domeny HsTPR przy 0 mM stezeniu KCl (kolor fioletowy). Kolorem szarym i czarnym
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zaznaczone sa krzywe P(r) odpowiednio dla monomeru domeny HvTPR i AtTPR. D. Dopasowanie
krzywej SAXS dla modelu z programu I-Tasser do eksperymentalnych danych SAXS dla domeny
HsTPR przy 0 mM stezeniu KCI.

Modelowanie niskorozdzielczej struktury biatka HSTPR, przeprowadzono w programie DAMMIN.
Dziesie¢ modeli z programu DAMMIN uséredniono w programie DAMAVER. Wynik modelowania
przedstawiony jest na rysunku 4.42 A w postaci szarej powierzchni. Jak wida¢ na rysunku 4.42 A,
model z programu I-Tasser bardzo dobrze pasuje do uérednionego modelu otrzymanego w progra-
mach DAMMIN i DAMAVER. Ksztalt niskorozdzielczej struktury dla biatka HSTPR jest bardzo
podobny do niskorozdzielczej struktury biatka AtTPR i HvTPR. Model z programu DAMMIN ma
lekkie wybrzuszenie na jednym z koncéw, w ktére mozna wpasowaé nieuporzadkowany fragment C-
terminalnej helisy o modelu domeny HsTPR z programu I-Tasser. Wartos¢ x, dopasowania krzywej
SAXS dla najlepszego modelu z programu DAMMIN do eksperymentalnej krzywej SAXS, wynosi

1,102 co $wiadczy bardzo dobrym dopasowaniu.

@

Rysunek 4.42 Modelowanie monomeru biatka HsSTPR w programie DAMMIN. A. Model mono-

meru bialka HsTPR w postaci powierzchni (kolor szary) wraz z natozonym modelem domeny HsTPR

Intensywnos¢ [arb.u.]

otrzymanym w programie [-Tasser. B. Dopasowanie do eksperymentalnej krzywej SAXS krzywej

obliczonej dla najlepszego modelu otrzymanego w programie DAMMIN.

128



4 WYNIKI

4.9 Wplyw sily jonowej i temperatury na konformacje biatka HSP90 w

roztworze

Jak juz bylo opisane we wstepie, biatko HSP90 z réznych organizméw moze wystepowaé¢ w roztwo-
rze w réwnowadze kilku konformacji. U biatka HptG, ktére jest homologiem biatka HSP90 z bakterii
E. coli, zaobserwowano dwie konformacje w roztworze: zamknieta (konformacja obserwowana w struk-
turze krystalograficznej w kompleksie z AMPPNP) i otwarta (Krukenberg i wsp., 2008). Podobnie w
przypadku ludzkiego i drozdzowego biatka HSP90 zaobserwowano réwnowage pomiedzy konformacja
zamknieta i otwarta (Southworth i wsp., 2008). W kompleksie biatka HtpG z ADP zaobserwowano
jeszcze inng konformacja: tzw. kompaktowa charakteryzujaca si¢ mniej rozciagnieta konformacja
biatka HSP90 (Shiau i wsp., 2008). W przypadku eukariotycznych homologéw dominuje konforma-
cja otwarta. Roézne czynniki maja wplyw na przesuniecie tej réwnowagi np. pH czy tez stezenie
osmolitéw (Krukenberg i wsp., 2009a, Street i wsp., 2010). Jak do tej pory brak jest doniesien na
temat wplywu temperatury i sily jonowej na rownowage konformacyjna biatka. Z eksperymentow
biochemicznych wiemy, ze biatko HSP90 oligomeryzuje w wyzszej temperaturze jednak nie sg znane
podstawy strukturalne tego procesu. W celu zbadania efektu temperatury i sity jonowej na biatko
HSP90 przeprowadzono wiec eksperymenty malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego, ktérych rezultaty zostana przedstawione w ponizszych podrozdziatach. Do testéw wybrano
biatko HSP90 z pszenicy poniewaz, bialko to duzo lepiej oczyszczalo sie z bakterii E. coli w po-
réwnaniu z biatkiem HSP90 z jeczmienia. Biatko HSP90 z pszenicy posiada 98 % podobienstwa
sekwencyjnego do biatka HSP90 z jeczmienia.

4.9.1 Oczyszczanie biatka TaHSP90 z bakterii E.col:

Sekwencja cDNA kodujaca biatko TaHSP90 zostata wklonowana do wektora ekspresyjnego pETM11
w celu nadprodukcji tego biatka w komérkach F.coli. Po kilku prébach w réznych warunkach hodowli
udalo si¢ znalez¢ optymalne warunki nadekspresji pozwalajace na otrzymanie jak najwigkszej ilosci
biatka we frakcji rozpuszczalnej. Dokladny protokol opisany jest w sekcji Materialy i Metody.

Przed dodaniem induktora nadekspresji (IPTG do stezenia 0,5 mM), hodowle komérek podda-
wano szokowi termicznemu w temperaturze 47 °C w celu indukcji ekspresji natywnych bakteryjnych
chaperonéw, ktére mialyby poméc w poprawnym faldowaniu sie biatka TaHSP90. Zastosowano réw-
niez dodatek osmolitu - betainy, w stezeniu 1 mM oraz podwyzszenie stezenia NaCl w pozywce
bakteryjnej do 0,5 M w celu indukcji szoku osmotycznego i syntezy osmolitéw, ktore stabilizuja
nowo powstajace biatka. Sama nadekspresje prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 18 °C. Na
rysunku 4.43 przedstawione sa wyniki nadekspresji biatka TaHSP90 w bakteriach. Biatko oczysz-
czano za pomocy chromatografii powinowactwa na ztozu niklowym, ciecia za pomoca proteazy TEV
w celu odciecia etykiety 6xHis, ponownej chromatografii powinowactwa w celu zwiazania proteazy
TEV i biatka z nieodcieta etykieta 6xHis, filtracji zelowej i ostatecznie chromatografii jonowymien-
nej. Stopien nadekspresji oraz czysto$é biatka w kolejnych krokach oczyszczania przedstawiono jako
obraz elektroforezy w zelu poliakrylamidowym przedstawionym na rysunku 4.43. Ostatecznie otrzy-
mano czysty i homogeny preparat biatka TaHSP90 o stosunku absorbancji przy 260 nm i 280 nm:
As60nm/A280nm = 0.5. Swiadczy to o tym, ze bialko TaHSP90 nie jest zwiazane z nukleotydami, w

przeciwnym wypadku warto$é stosunku Asgonm/A2sonm bylaby wyzsza.
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Rysunek 4.43 Nadekspresja i oczyszczanie bialka TaHSP90. A. Zel poliakrylamidowy ukazujacy
nadekspresje biatka TaHSP90 w bakteriach E. coli.(O-osad, frakcja nierozpuszczalna, S -supernatant,
frakcja rozpuszczalna) B. Oczyszcezanie biatka TaHSP90 przedstawione w postaci zdjecia elektrofo-

rezy w zelu polikarylamidowym.

4.9.2 Badanie wplywu temperatury na dynamike konformacyjng biatka HSP90 z psze-

nicy w roztworze

W pierwszej kolejnosci postanowiono sprawdzi¢ jaki jest wplyw temperatury na konformacje
biatka HSP90 z pszenicy (TaHSP90). W tym celu przeprowadzono eksperyment SAXS dla biatka
TaHSPI0 o stezeniu 9 mg/ml w buforze 50 mM Tris pH 7,5 150 mM NaCl 1 mM DTT. Roztwor biatka
mierzono w zakresie temperatur od 5 °C do 50 °C zmieniajac temperature co 5 °C. Za kazdym razem
biatko inkubowano przez 1 minute przed dokonaniem pomiaru. Dla kazdej krzywej rozpraszania
obliczono krzywa P(r) a takze wartoéci: maksymalnego rozmiaru czasteczki D,,q, 1 promien zyracji

R,. Wyniki te przedstawione sa na rysunku 4.44.
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Rysunek 4.44 A. Krzywe P(r) obliczone dla danych zebranych w przedziale temperatur od 5
°C do 50 °C. B. Zaleznoé¢ parametréw D,,q, oraz R, dla biatka TaHSP90 od temperatury.
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Rysunek 4.45 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla eksperymentu SAXS kompleksowania
biatlek TaHSP90 i HvSGTIASGS z ADP. A, C, E, G. Cztery pierwsze wektory wlasne (U1-U4)
uzyskane z zestawu danych SAXS. B, D, F, H. Odpowiadajace im funkcje autokorelacji.

Z analizy wykreséw przedstawionych na rysunku 4.44 mozna zauwazy¢, ze do temperatury 30

°C konformacja biatka TaHSP90 nie zmienia sie w sposéb znaczacy. Dla tego zakresu temperatur

krzywe P(r) sa praktycznie takie same. Réwniez zmiana wartosci Djnq. (20 nm w temperaturze 5 °C,
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21 nm w temperaturze 30 °C) oraz R, (5,27 nm w temperaturze 5 °C; 5,40 nm w temperaturze 30
°C) jest mala. Znaczne zmiany na krzywej P(r) mozna zaobserwowaé w temperaturach powyzej 30
°C. Warto$¢ maksimum przy okolo 6 nm maleje wraz ze wzrostem temperatury. Jednoczesnie rosnie
intensywnos$¢ krzywej P(r) w zakresie powyzej 10 nm. Jednocze$nie mozna zaobserwowaé wzrost
wartosci parametréow D4, 0od 21 nm w temperaturze 30 °C do 27 nm w temperaturze 50 °C, oraz
Ry: od 5,40 nm w temperaturze 30 °C do 6,42 nm w temperaturze 50 °C. Oznacza to, ze biatko
HSP90 z pszenicy wraz ze wzrostem temperatury zmienia swoja konformacje na bardziej otwarta,
charakteryzujaca si¢ wigkszym maksymalnym rozmiarem czasteczki D,,qq Oraz Ry.

Dla zarejestrowanych krzywych rozpraszania przeprowadzono analize SVD w celu sprawdzenia
ile konformacji mozna zidentyfikowa¢ dla roztworu biatka TaHSP90. Wyniki analizy przedstawione
sa na rysunku 4.45. Na rysunku 4.45 (A, C, E, G) przedstawione sa cztery pierwsze wektory wila-
sne. Pierwsze trzy wektory wlasne sg rézne od szumu i majg wartosci wlasne réwne odpowiednio:
129,183-103, 2608 oraz 374.
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Rysunek 4.46 Analiza MCR-ALS A. Krzywe rozpraszania dla trzech konformacji biatka TaHSP90.
B. Wykres Guiniera wraz z wyznaczonymi wartosciami promienia zyracji R,. C. Rozktad odlegto-
$ci wewnatrzczasteczkowych wraz z wyznaczonymi wartoSciami maksymalnego rozmiaru czasteczki

Dipaz- D. Zalezno$¢ populacji poszczegdlnych konformacji biatka TaHSP90 od temperatury.
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Czwarty wektor wlasny ma ksztalt szumu a jego warto$¢ wlasna jest réwna 284. Kolejne wektory
wlasne maja taki sam ksztalt jak czwarty wektor wiasny i ich wartosci wlasne maja wartosci od:
194 do 263. Funkcje autokorelacji dla trzech pierwszych wektoréw wlasnych réowniez sa rézne od
szumu. Natomiast dla pozostalych wektoréw wlasnych ich funkcje autokorelacji maja charakter
szumu. Dzieki analizie SVD zidentyfikowano trzy potencjalne stany konformacyjne biatka TaHSP90,
ktérych stezenie zmienia sie wraz z temperatura.

Na podstawie wynikéw analizy SVD przeprowadzono analiz¢ MCR-ALS w celu otrzymania krzy-
wych rozpraszania dla poszczegdlnych stanéw konformacyjnych oraz okreslenia jak zmieniaja sie
populacje danej konformacji wraz z temperatura. Wyniki analizy MCR-ALS przedstawione sa na
rysunku 4.46. Dla wyznaczonych krzywych rozpraszania wyznaczono najpierw promien zyracji R,
oraz maksymalny rozmiar czasteczki D,,q.. Jak wynika z otrzymanych wartoséci promienia zyracji
mozemy wyréznié¢ konformacje otwarta, analogicznie jak dla biatka HtpG z E.coli, ktora charaktery-
zuje si¢ najwieksza wartosciag Ry wynoszaca 6,57 nm. Dwie pozostale konformacje charakteryzujg sie
mniejsza warto$cia promienia zyracji wynoszace odpowiednio 5,94 nm (konformacja posrednia) i 5,40
nm (konformacja zamknieta). Konformacja zamknieta ma maksymalny rozmiar czasteczki réwny 19
nm w poréwnaniu do 23,5 nm dla konformacji poéredniej i 25 nm dla konformacji otwartej. Ksztatt
krzywej P(r) dla konformacji zamknietej charakteryzuje sie szerokim maksimum przy r = 5 nm, war-
to$¢ P(r) w maksimum jest wigksza niz dla dwoch pozostatych konformacji. Natomiast intensywnosé
funkcji P(r) powyzej r = 10 nm jest mniejsza w stosunku do pozostalych konformacji. Swiadczy
to o mniejszych i bardziej kompaktowych wymiarach konformacji zamknietej. W funkcji P(r) dla
konformacji posredniej mozemy zauwazy¢, ze maksimum na krzywej P(r) ma bardziej asymetryczny
ksztalt a wartos¢é maksymalna jest przesunieta ponizej r = 5 nm. Ogdlnie rozktad odlegloéci we-
wnatrzczasteczkowych dla konformacji posredniej i otwartej ma podobny ksztalt. Blizsze przyjrzenie
sie obu krzywym ukazuje jednak réznice, ktére wskazuja na zmiany konformacyjne pomiedzy tymi
dwoma konformacjami. Na szczegilng uwage zastuguje wykres (rysunek 4.46 D) przedstawiajacy za-
lezno$é wktadu poszcezegdlnych konformacji od temperatury. W roztworze o stezeniu 9 mg/ml biatko
TaHSP90 w zakresie temperatur od 5 °C do 30 °C posiada konformacje zamknieta, wklad ktérej
waha si¢ w granicach 80 % - 88 %. Pozostale dwie konformacje do temperatury 25 °C majg bardzo
podobny wktad. Powyzej 30 °C bardzo szybko maleje wklad konformacji zamknietej, by catkowicie
znikna¢ w temperaturze 50 °C. Jednoczes$nie wyraznie wzrasta udzial konformacji otwartej, ktorej
wklad w temperaturze 50°C wynosi 89 %. Wkiad konformacji posredniej roénie do 29 % w tempera-
turze 45°C lecz spada do 10 % w temperaturze 50°C. Ewidentnie wigc widoczny jest efekt dominacji

konformacji otwartej w funkcji temperatury.

4.9.3 Modelowanie ab-initio struktury w roztworze biatka HSP90 z pszenicy

Niskorozdzielcza strukture biatka TaHSP90 wymodelowano za pomoca programu DAMMIN. Dla
kazdej konformacji wymodelowano od dziesigciu do pietnastu niskorozdzielczych struktur z zaloze-
niem symetrii lokalnej P2 dimeru biatka HSP90. Nastepnie uzyskane modele usredniono w programie
DAMAVER z uwzglednieniem symetrii dimeru biatka HSP90, otrzymujac w rezultacie model repre-
zentujacy kazda z trzech konformacji biatka HSP90. Otrzymane modele, w postaci powierzchni,

przedstawiane sa na rysunku 4.47 w postaci dwoch réznych orientacji. Jak wida¢ na rysunku 4.47
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trzy konformacje biatka HSP90 sa raczej rozciagniete. Konformacja oznaczona jako zamknigta, jest
bardziej kompaktowa w przeciwienstwie do dwdch pozostatych charakteryzuje sie¢ mniejszym katem
utworzonym przez dwie domeny srodkowe. Réwniez konformacja domeny N-terminalnej jest inna.
Dla konformacji zamknietej domena N-terminalna tworzy jedno, proste ramie z domena $rodkowa.
Natomiast w przypadku dwoch pozostatych konformacji mozna zaobserwowaé przegiecie pomiedzy
domeng N-terminalng a sSrodkowa. Przegiecie to jest bardziej uwidocznione w przypadku konformacji
otwartej. Dla konformacji posredniej przegiecie to jest mniej widoczne niz dla konformacji otwartej,

ale wciaz widoczne.

Konformacja Otwarta

Srodkowa

Konformacja Zamknigta

Srodkowa

Rysunek 4.47 Modelowanie poszczegdlnych konformacji biatka TaHSP90 z pomoca programu
DAMMIN. Na modelach zaznaczone sa potencjalne umiejscowienie trzech domen biatka HSP90: N-

koncowej, érodkowej i C-koncowe;j.
Domena N-terminalna réwniez odchylona jest w ptaszczyznie prostopadtej do plaszczyzny wy-

znaczonej przez dwie domeny $rodkowe. Jest do doskonale widoczne na lewej czesci rysunku dla
konformacji otwartej i posredniej. W konformacji zamknietej N-terminalna domena jest bardziej
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zwigzana z domeng $rodkowa. Natomiast w przypadku pozostalych dwéch konformacji, domena N-
terminalna ma inng orientacje wzgledem domeny srodkowe. W tej orientacji domena N-terminalna
najprawdopodobniej duzo jest zwiazana z domena $rodkowa duzo stabiej i/lub wykazuje wieksza

dynamike.

4.9.4 Wplyw sily jonowej na dynamike konformacyjna biatko HSP90 z pszenicy

Znajac juz jak temperatura wplywa na konformacje biatka HSP90 z pszenicy w roztworze, spraw-

dzono takze, jaki wplyw ma sita jonowa na jego dynamike konformacyjna.
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Rysunek 4.48 Krzywe P(r) obliczone dla biatka TaHSP90 A. APO, C. zwiazanego z AMPPNP,
E. zwiazanego z ADP, w réznych stezeniach KCl. Zalezno$é parametréw Diy,q, oraz R, od stezenia
KCI dla bialka TaHSP90 B. APO, D. zwiazanego z AMPPNP, F. zwigzanego z ADP.

135



4 WYNIKI

W tym celu przeprowadzono eksperymenty maltokatowego rozpraszania promieniowania rentge-
nowskiego dla biatka HSP90 o stezeniu 4 mg/ml bez zwiazanych nukleotydéw (apo), ze zwiazanymi
nukleotydami ADP oraz analogiem ATP - AMPPPNP z dodatkiem 10 mM MgClsi KCl w stezeniu
od 0 mM do 800 mM. Dla kazdej krzywej rozpraszania obliczono krzywa P(r) oraz parametry D, q.
oraz R, Wyniki te przedstawione sg na rysunku 4.48. Analizujac krzywe P(r) dla biatka TaHSP90
mozna zauwazy¢, ze bez wzgledu na to czy biatko bylo zwiazane z nukleotydami czy tez nie, wraz
ze wzrostem sily jonowej zmienia sie ksztalt krzywej P(r). Zmiana ta jest analogiczna do zmiany
zaobserwowanej dla eksperymentéw temperaturowych. Wraz ze wzrostem sily jonowej maleje war-
to$¢ maksimum krzywej P(r) przy okolo 6 nm natomiast rosna wartosci powyzej 10 nm. Nie mniej
jednak warto§¢ D, q, oraz Ry sg wieksze niz dla eksperymentéw temperaturowych. Réwniez zmiany
krzywej P(r) sa mniej widoczne. Najprawdopodobniej jest to zwiazane z mniejszym stezeniem bialka
wykorzystywanym w tych eksperymentach poniewaz w analogicznych warunkach tj. stezenia soli
pomiedzy 100 mM a 200 mM i temperatury 15 °C', przy stezeniu 9 mg/ml biatko TaHSP90 cechuje
sie mniejszg warto$cig Dy, oraz Ry. Pomimo tego, ze zmiany sa mniej widoczne, tatwo mozna
dostrzec ze, wraz ze wzrostem sily jonowej, bez wzgledu na zwiazane nukleotydy biatko TaHSP90

zmienia stopniowg swoja konformacje na bardziej otwarta.
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Rysunek 4.49 Wplyw sily jonowej na populacje poszczegdlnych konformacji biatka TaHSP90.
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Rysunek 4.50 Poréwnanie konformacji biatka TaHSP90: bez oraz z zwiazanymi nukleotydami
AMPPNP i ADP. Krzywe P(r) dla biatka TaHSP90 przy stezeniu soli: A. 0 mM oraz B. 200 mM.
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7Z eksperymentéw temperaturowych wynika, ze biatko HSP90, moze wystepowaé w trzech réznych
konformacjach. Zestaw krzywych SAXS dla tych trzech konformacji wykorzystano w celu zrekonstru-
owania danych otrzymanych przy réznych stezeniach sily jonowej za pomoca ich kombinacji liniowej.
Dopasowywanie przeprowadzono w programie Oligomer z pakietu ATSAS. Wyniki dopasowania (w
postaci wkladu poszczegélnych konformacji do danej krzywej SAXS) przedstawione sa na rysunku
4.49 oraz w tabeli 4.3. Jak wynika z dopasowania w programie Oligomer biatko TaHSP90 w r6znych
stezeniach soli, jak réwniez zwiazane z réznymi nukleotydami moze byé opisane jako superpozy-
cje trzech konformacji wyznaczonych z eksperymentéw temperaturowych. Wartosci x? dopasowania
prawie we wszystkich przypadkach sa mniejsze niz 2 co Swiadczy o bardzo dobrym dopasowaniu.
Jedynie w przypadku biatka TaHSP90 bez zwiazanego nukleotydu przy stezeniu 0OmM dopasowanie
jest gorsze o czym $wiadczy wartoéé x2 = 5,66. TaHSP90 w stezeniach KCl od 100 mM wystepuje
gtéwnie w konformacji otwartej, niezaleznie od zwiazanych nukleotydéw. Jedynie przy stezeniu réw-
nym 0 mM frakcja konformacji otwartej jest mniejsza niz 0,6. Dla bialtka ze zwiazanym nukleotydem
AMPPNP przewaza konformacja zamknieta przy 0 mM KCIl, ktérej frakcja wynosi 0,443. Nato-
miast dla zwigzanego ADP jak réwniez dla biatka bez nukleotydow przewaza konformacja otwarta,
ktorej frakcja wynosi odpowiednio 0,494 i 0,561. Przy 0 mM KCI réznice pomiedzy krzywymi P(r)
dla réznych zwiazanych nukleotydéw i biatka bez nukleotydu sa najbardziej widoczne jak mozna
zauwazy¢ z rysunku 4.50, ale ksztalt calej krzywej P(r) jest bardzo podobny. Zwiazanie nukleotydu
najprawdopodobniej powoduje lokalne zmiany konformacyjne w obrebie domeny N-terminalnej gdzie
znajduje si¢ miejsce wiazania nukleotydéw. Przy 200 mM ksztalt krzywej dla biatka bez nukleotydu
i ze zwiazanym AMPPNP jest praktycznie identyczny natomiast dla zwiazanego ADP, ksztalt jest
bardzo podobny jedynie warto$¢ maksimum jest mniejsza. Biatko ze zwiazanym nukleotydem ADP
ma duzo mniejszy udzial konformacji zamknietej w poréwnaniu do bialka bez nukleotydu i zwiaza-
nego z AMPPNP.
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Tabela 4.3 Dopasowanie trzech konformacji biatka TaHSP90 do danych SAXS w réznych ste-
zeniach soli oraz zwigzanych nukleotydéw. W tabeli podane sg wartoéci x2? opisujace jakoéé dopa-

sowania. Dla kazdej z trzech konformacji podany jest rowniez jej wklad przy danym stezeniu sity

jonowej.
APO
C KCl1 O0mM 100 mM 200 mM 400 mM 600 mM 800 mM
X2 5,66 1,54 1,26 1,32 1,51 0,95

Otwarta 0561 0,772 0,838 0,881 0,867 0,860
Zamknieta 0439 0,288 0,121 0,046 0,053 0,022

Posérednia 0 0 0,041 0,073 0,08 0,118
AMPPNP

C KCl1 O0mM 100 mM 200 mM 400 mM 600 mM 800 mM
2 1,98 1,31 1,22 1,14 1,48 1,15
Otwarta 0,304 0,699 0,804 0,828 0,93 0,842
Zamknieta 0,443 0,16 0,14 0,027 0,07 0,018
Poérednia 0,253 0,14 0,055 0,145 0 0,139

ADP

C KCl1 OmM 100 mM 200 mM 400 mM 600 mM 800 mM
X2 1,17 1,72 1,48 1,29 1,71 1,98
Otwarta 0,494 0,768 0,815 0,702 0,812 0,844

Zamknieta 0,336 0,017 0 0 0 0

Posrednia 0,169 0,213 0,183 0,296 0,187 0,154
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4.10 Badanie kompleksu bialek HSP90 i SGT1 z ADP

Biatko SGT1 oddzialuje najsilniej z biatkiem HSP90 w kompleksie z adenozyno-5- di-fosforanem
(ADP). Jak dotad udalo si¢ zbadaé strukture kompleksu domeny N-terminalnej HSP90 z domeng CS
biatka SGT1 oraz w kompleksie z dodatkowa domena CHORD II biatka RAR1 (Zhang i wsp., 2010a).
Brak jest jednak informacji na temat stechiometrii laczenia sie bialek kompleksu oraz jego struktury
w kontekscie pelnej dlugosci biatka HSP90. W celu zbadania kompleksu bialek HSP90 i SGT1 z
ADP przeprowadzono eksperymenty malokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego
dla kompleksu utworzonego z pelnej dlugosci biatka HSP90 z pszenicy (TaHSP90) z biatkiem SGT1
z jeczmienia bez domeny SGS (HvSGT1ASGS), kompleksu biatka HSP90 z jeczmienia bez domeny
C-terminalnej (HvHSP90AC) z biatkiem SGT1 z jeczmienia bez domeny SGS oraz kompleksu biatka
HSPI0 z jeczmienia bez domeny C-terminalnej z domena CS biatka SGT1 (HvSGT1-CS) z jeczmienia.
Wszystkie kompleksy zbadano w obecnosci ADP.

4.10.1 Struktura kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS z ADP

W celu zbadania struktury kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS przeprowadzono pomiary SAXS
dla r6znych wartosci stosunkéw molowych pelnej dtugosci biatka TaHSP90 oraz biatka HvSGT1ASGS,
tak aby mozna bylo przeprowadzié¢ analize SVD oraz analize MCR-ALS. Podejscie te mialo na celu
otrzymanie krzywej rozpraszania dla kompleksu bez artefaktéw pochodzacych od rozpraszania nie-
skompleksowanych bialek TaHSP90 oraz HvSGT1ASGS. Otrzymanie krzywej dla samego kompleksu
jest réwniez potrzebne do poprawnego okreslenia wartosci I(0) potrzebnych do oszacowania masy
molekularnej kompleksu oraz zbadania jego stechiometrii. W eksperymencie zarejestrowano krzywe
rozpraszania dla biatka TaHSP90 z ADP, HvSGT1ASGS oraz potencjalnego kompleksu tych biatek
zmierzonych w stosunku molowym HvSGT1ASGS do TaHSP90: 2:1, 1,7:1, 1.,5:1, 1,2:1, 1:1, 1:1,2.
Dla zarejestrowanych krzywych SAXS przeprowadzono analize SVD. W wyniku analizy SVD spodzie-
wano sie otrzymac trzy niezerowe wektory wtasne odpowiadajace krzywym rozpraszania dla biatek:
TaHSP90, HvSGT1ASGS oraz ich kompleksu. Cztery pierwsze wektory wlasne wraz z charaktery-
zujacymi je warto$ciami wlasnymi oraz funkcjami autokorelacji przedstawione sa na rysunku 4.51.
Jak wynika z analizy wektoréw wlasnych i ich funkcji autokorelacji, w przypadku zestawu danych
uzytego w analizie SVD, trzy pierwsze wektory wlasne sa rézne od szumu i reprezentuja trzy rézne
krzywe rozpraszania dla biatek: TaHSP90, HvSGT1ASGS oraz kompleksu biatka TaHSP90 z bial-
kiem HvSGT1ASGS. Istnienie tylko dwbch niezerowych wektoréw wlasnych sugerowaloby, ze mamy
do czynienia jedynie z mieszanina bialek TaHSP90 z HvSGT1ASGS w réznych proporcjach. Na-
stepnie przeprowadzono analize MCR-ALS w celu otrzymania krzywej rozpraszania dla kompleksu
biatek TaHSP90 i HvSGT1ASGS z ADP. Wyniki analizy MCR-ALS przedstawione sa na rysunku
4.52. Na podstawie krzywe]j rozpraszania dla kompleksu obliczona krzywa P(r) i poréwnano ja z
krzywa obliczong dla biatka TaHSP90. Znormalizowane do wartosci 1(0) krzywe P(r) dla TaHSP90
i kompleksu réznig sie zasadniczo. Maksimum na krzywej P(r) dla kompleksu ma mniejsza wartosé
niz odpowiadajacy jemu obszar na krzywej dla biatka TaHSP90, natomiast powyzej wartosci 9 nm
krzywa P(r) przyjmuje warto$ci wigksze w stosunku do biatka TaHSP90 co wskazuje na utworzenie
sie kompleksu biatek TaHSP90 i HvSGT1ASGS w obecnosci ADP. Réwniez utworzenie kompleksu

ewidentnie jest widoczne w analizie maksymalnego rozmiaru czasteczki D, 4, Oraz promienia zyracji
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R,. Dla TaHSP90 wynosza one odpowiednio 21 nm oraz 5,67 nm w poréwnaniu do 28 nm oraz 6,94
nm dla kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS.
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Rysunek 4.51 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla eksperymentu SAXS monitorujacego
proces kompleksowania biatek TaHSP90 i HvSGT1ASGS z ADP. A, C, E, G Cztery pierwsze wek-
tory wlasne (U1-U4) uzyskane z zestawu danych SAXS; B, D, F, H odpowiadajace im funkcje

autokorelacji.
Analiza ekstrapolowanego sygnalu I(0) niespodziewanie ujawnila, ze w kompleksie TaHSP90-
HvSGT1ASGS znajduje si¢ tylko jedna kopia biatka HvSGT1ASGS pomimo tego, ze HvSGT1ASGS

jest dimerem w roztworze jak réwniez pomimo tego, ze w dimerze biatka HSP90 sa dwa miejsca
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wiazania domeny CS w obrebie domen N-terminalnych. Takze, mozna byloby spodziewaé sie sy-
metrycznego kompleksu o stechiometrii 4:2 (podjednostki SGT1 do podjednostek HSP90). W ta-
beli 4.4 znajduje sie poréwnanie wartosci I(0) dla krzywych rozpraszania dla biatek: TaHSP90,
HvSGT1ASGS oraz kompleksu. Warto$é D4, dla biatka HvSGT1ASGS wynosi 18 nm, i jest okoto
dwa razy wiekszy niz réznica Dyyq,, pomiedzy biatkiem TaHSP90 a kompleksem co moze wskazywaé
na wiazanie sie jednej podjednostki biatka HvSGT1ASGS. Oczywiscie nie mozna odrzucié¢ catkowicie
hipotezy, ze réznica D4, wynika ze zmian konformacyjnych w kompleksie a nie z wigzania tylko
jednej podjednostki biatka HvSGT1ASGS.
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Rysunek 4.52 A. Eksperymentalne krzywe rozpraszania dla biatek TaHSP90 i HvSGT1ASGS
oraz kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS (otrzymane z procedury MCR-ALS). Na mniejszym wy-
kresie przedstawiony jest wykres Guiniera wraz z wyznaczonymi wartoéciami promienia zyracji Rg.
B. Krzywe P(r) dla bialek TaHSP90 i HySGT1ASGS oraz kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS oraz

wyznaczone w programie GNOM maksymalne rozmiary czasteczki D,y gz -

Tabela 4.4 Analiza wartosé I(0) dla zestawu danych otrzymanych z analizy MCR-ALS.
Bialko Masa, molekularnal I(O)SAXS2 I(O)bialko/ MMbmgko/

I(O) Hvseriasecs MMuvseriases

HvSGT1ASGS 56,833 kDa 10040 1 1

TaHSP90 161,167 kDa 28580 2,847 2,836
TaHSP90-HvSGT1ASGS 218,000 kDa (2:2) 33560 3,343 3,836
TaHSP90-HvSGT1ASGS 274,833 kDa (2:4) 33560 3,343 4,836
TaHSP90-HvSGT1ASGS 189,583 kDa (2:1) 33560 3,343 3,336

IWyliczona na podstawie sekwencji dla dimeréw bialek HvSGT1ASGS i TaHSP90 oraz stosunkéw molowych tych
bialek podanych w nawiasie (TaHSP90:HvSGT1ASGS), 2Wartosé 1(0) obliczona w programie GNOM.
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4.11 Modelowanie ab-initio struktury bialek TaHSP90, HvSGT1ASGS
oraz kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS

4.11.1 Modelowanie bialka HvSGT1ASGS na podstawie danych SAXS

W celu sprawdzenia jaka jest stechiometria i konformacja biatka HySGT1ASGS w roztworze prze-
analizowano zebrane dane SAXS za pomoca programu DAMMIN oraz modelowania bryly sztywnej w
programach BUNCH i EOM. Analize bryly sztywnej najpierw przeprowadzono zaktadajac, ze biatko
HvSGT1ASGS jest monomerem. Otrzymane dopasowanie do danych eksperymentalnych przedsta-
wione jest na rysunku 4.53. Nastepnie tg sama analize przeprowadzono dla dimeru HvSGT1ASGS
z zalozeniem symetrii lokalnej P2. Ostatnim etapem analizy tego uktadu bylo modelowanie bryty
sztywnej, ktore przeprowadzono w programie EOM z zalozeniem symetrii lokalnej P2. Najlepsze

dopasowanie do danych eksperymentalnych otrzymano w programie EOM.
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Rysunek 4.53 Analiza wynikow modelowania bryly sztywnej biatka HvSGT1ASGS. A. Dopa-
sowanie krzywych otrzymanych w programie BUNCH oraz EOM do danych eksperymentalnych. B.
Przykladowe modele z puli modeli wybranej w programie EOM. C, D Rozklad promienia zyracji R,
(C) oraz maksymalnego rozmiaru czasteczki Dy,q, (D) dla losowej puli (kolor czarny) oraz wybranej
puli modeli (kolor fioletowy). Na rysunkach przedstawione sa réwniez $rednie wartosci Ry i Dinaa

dla losowych i wybranych puli modeli.
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7 analizy tej wynika, ze bialko HvSGT1ASGS w roztworze jest dimerem, ktéry wystepuje w
rownowadze kilku konformacji. R6znia sig¢ one miedzy soba struktura tacznika VR1 pomiedzy domena
TPR i CS. Rozklady Ry i Dy,qp dla biatka HvSGT1ASGS otrzymane w programie EOM réznia sie
od rozktadu dla losowej puli modeli i charakteryzuja si¢ dos¢ duza wartoécig zaréwno Ry jak i Dpyqz.
Swiadczy to o tym, ze podobnie jak pelnej dtugosci biatko SGT1 z jeczmienia, biatko HvSGT1ASGS
przyjmuje raczej rozciagnieta konformacje.

4.11.2 Modelowanie struktury biatka TaHSP90 oraz kompleksu bialek TaHSP90 -
HvSGT1ASGS

Modelowanie niskorozdzielczej struktur badanych biatek przeprowadzono z wykorzystaniem al-
gorytmu Monte Carlo zaimplementowanego w programie DAMMIN. Modele otrzymane dla bialka
TaHSP90 oraz kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS przedstawione sa na rysunku 4.54. Kazdy mo-
del jest wynikiem uérednienia w programie DAMAVER dziesieciu modeli otrzymanych w programie
DAMMIN. Dla biatek TaHSP90 oraz kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS nie zakladano zadnej sy-
metrii lokalnej w celu dokladnego zbadania konformacji kompleksu bez narzucania jakichkolwiek

wiezéw.

A

) . P O$ symetrii dimeru TaHSP90
N-terminalna O$ symetrii dimeru TaHSP90

dodatkowa gestosc elektronowa

Rysunek 4.54 Modelowanie biatka TaHSP90 oraz kompleksu biatek TaHSP90-HvSGT1ASGS w
programie DAMMIN. A. Model dimeru biatka TaHSP90. B. Model kompleksu TaHSP90-HvSGT1ASGS.
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C. Natlozenie modelu biatka TaHSP90 na model kompleksu.

Model biatka TaHSP90 jest symetryczny nawet bez zakladania symetrii P2, ktora charakteryzuje
dimer biatka HSP90. Sam model ma ksztalt zblizony do struktur otrzymanych na podstawie danych
SAXS dla biatka HSP90 z Homo sapiens i Sus scrofa f. domestica ($winia domowa) (Krukenberg i
wsp., 2009b, Bron i wsp., 2008). W przeciwienistwie do modelu biatka TaHSP90 model kompleksu
bialek TaHSP90-HvSGT1ASGS jest asymetryczny. Jedno ramie w modelu, ktore sklada sie z $rod-
kowej i N-terminalnej domeny biatka TaHSP90 jest znacznie dluzsze. Poniewaz miejsce wiagzania
biatka SGT1 znajduje sie¢ w obrebie domeny N-terminalnej, przedluzenie ramienia mozna zidentyfi-
kowaé jako biatko HvSGT1ASGS. Wymiary przedluzenia, ktore przedstawiono na rysunku 4.54, sg o
polowe mniejsze niz maksymalny wymiar czasteczki HvSGT1ASGS (otrzymanej w programie DAM-
MIN). Jest to zgodne z wynikami otrzymanymi z analizy wartosci 1(0), ktére sugerowalo wiazanie
jednej podjednostki biatka HvSGT1ASGS do dimeru biatka TaHSP90.
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4.12 Badanie struktury kompleksu biatek HvHSP90AC i HvSGT1ASGS
4.12.1 Oczyszczanie biatlka HvHSP90AC z bakterii E.coli

Do pomiaréw SAXS biatko HYHSP90AC oczyszczano z bakterii F.coli. Biatko HvHSP9OAC
zostalo oczyszczone wedlug protokoléw opisanych w sekcji 3.6.1-3.6.3, przy uzyciu chromatografii
powinowactwa, ciecia proteazg TEV, ponownym oczyszczaniu za pomocg chromatografii powinowac-
twa, saczenia molekularnego oraz chromatografii jonowymiennej jako ostatniego etapu oczyszczania.
Na rysunku 4.55 pokazana jest czystosé frakcji biatka HYHSP9OAC otrzymanych po oczyszczaniu za
pomocg chromatografii jonowymiennej na kolumnie MonoQ.

Frakcje z kolumny Mono Q
kDa
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Rysunek 4.55 Czystos$¢ frakcji biatka HvHSP90AC podczas ostatniego etapu oczyszczania za
pomocy chromatografii jonowymiennej na kolumnie MonoQ przedstawione w postaci zdjecia elektro-

forezy w zelu polikarylamidowym.

Za pomocy opisanego wyzej protokolu udalo sie otrzymaé biatko o odpowiedniej czystosci oraz
stosunku absorbancji przy 260 nm i 280 nm: Asgonm/A2sonm = 0,5, ktéry $wiadezy to o tym, ze

biatko HYHSP90AC nie jest zwiazane z nukleotydami.

4.12.2 Badania SAXS kompleksu biatek HvHSP90AC i HvSGT1ASGS

Aby stwierdzié¢ czy dimeryzacja biatka HSP90 jest potrzebna do wigzania biatka HvSGT1ASGS
oraz czy w kompleksie tym biatko to wystepuje w formie monomerycznej czy dimerycznej przepro-
wadzono badania malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego dla kompleksu bialek
HvHSPI0AC z biatkiem HvSGT1ASGS. Biatko HvHSP90AC pozbawione jest domeny C-terminalnej
odpowiedzialnej za dimeryzacje biatka HSP90 i w roztworze wystepuje w formie monomeru. Poprzez
zbadanie kompleksu biatka HvHSP90AC z biatkiem HvSGT1ASGS zamierzano sprawdzié¢ czy dime-
ryzacja HSP90 jest potrzebna do wigzania monomeru biatka HvSGT1ASGS, czy tez w kompleksie
z monomerem biatka HvHSP90OAC biatko HvSGT1ASGS wystepuje w postaci dimeru. W ekspery-
mencie tym zmierzono krzywe rozpraszania dla pojedynczych bialek: HYHSP90AC i HvSGT1ASGS
oraz kompleksu biatek HvHSP90AC z HvSGT1ASGS w roztworze o stosunku molowym 1,5:1; 1,2:1;
1:1; 1:1,2; 1:1,5. Podobnie jak w przypadku kompleksu biatek TaHSP90 i HvSGT1ASGS na poczatku
przeprowadzono analize SVD i MCR-ALS w celu sprawdzenia czy utworzy! sie kompleks pomiedzy
biatkami HvHSP9OAC i HvSGT1ASGS oraz w celu otrzymania krzywej rozpraszania dla kompleksu.
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Wyniki analizy SVD w postaci pierwszych czterech wektoréw wlasnych oraz ich funkeji autokorelacji

przedstawione sg na rysunku 4.56.
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Rysunek 4.56 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla eksperymentu SAXS kompleksowania
bialek HvHSPI90AC i HvSGT1ASGS z ADP. A, C, E, G Cztery pierwsze wektory wlasne (U1-U4)
uzyskane z zestawu danych SAXS. B, D, F, H Odpowiadajace im funkcje autokorelacji.

Jak wynika z rysunku 4.56 pierwsze trzy wektory wlasne sa rézne od szumu jak réwniez odpowia-

dajace im funkcje autokorelacji. Wynik ten potwierdza istnienie trzech komponentéw w analizowa-

nym zestawie danych SAXS, ktére mozna interpretowaé jako nieskompleksowane biatka HvHSP9OAC
i HvSGT1ASGS oraz ich kompleks. Nastepnie przeprowadzono analize¢ MCR-ALS, w ktorej otrzy-
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mano krzywa rozpraszania dla kompleksu bialek HyHSP9OAC i HvSGT1ASGS. Krzywe rozpraszania
dla biatek HvHSP90AC i HvSGT1ASGS oraz ich kompleksu przedstawione sg na rysunku 4.57 A.
Na podstawie danych SAXS wyznaczono promien zyracji Ry. Biatko HYHSP90OAC charakteryzuje sie
promieniem zyracji rownym 3,46 nm a biatko HvSGT1ASGS posiada promien zyracji 4,79 nm. Dla
kompleksu biatek HvHSP90AC i HvSGT1ASGS wartoé¢ Ry wynosi 5,12 nm. W programie GNOM
wyznaczono réwniez krzywe rozktadu odlegltosci wewnatrzcezasteczkowych, ktére przedstawione sg na
rysunku 4.57 B. Wyznaczone krzywe P(r) réznia sie od siebie. Dla biatka HVvHSP90OAC rozklad jest
bardziej zwarty i jest bardziej charakterystyczny dla biatka o kompaktowym ksztalcie. Natomiast
zaréwno ksztalty krzywych P(r) dla biatka HYSGT1ASGS jak réwniez kompleksu wskazuja, ze biatka
te maja wydluzony ksztalt. Biatka HvHSPO0AC oraz HvSGT1ASGS charakteryzuje sie odpowied-
nio wartoscia D4, rOWng 11,45 nm i 17,50 nm. Warto$¢ D, wyznaczona dla kompleksu wynosi
natomiast 21,6 nm. Warto$¢ ta jest mniejsza niz suma wartosci D4, dla pojedynczych bialek. Moze
to sugerowad, ze bialka te wystepuja w kompleksie w stosunku molowym 1:1, poniewaz warto$¢ D,,qq.
dla kompleksu jest bardziej zblizona do sumy polowy warto$é D,,q. dla biatka HvSGT1ASGS (ktére
jest dimerem) i wartosci Dy,q, dla biatka HvHSP9OAC.
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Rysunek 4.57 A. Eksperymentalne krzywe SAXS dla bialek HvHSPI90AC i HvSGT1ASGS
oraz kompleksu (otrzymana z procedury MCR-ALS). Na mniejszym wykresie przedstawiony jest wy-
kres Guiniera wraz z wyznaczonymi wartoSciami promienia zyracji Ry. B. Krzywe P(r) dla biatek
HvHSP90AC i HvSGT1ASGS oraz kompleksu HYHSPI0OAC-HvSGT1ASGS oraz wyznaczone w pro-

gramie GNOM maksymalne rozmiary czasteczki D,y 4.

W celu doktadnego zbadania stechiometrii kompleksu przeprowadzono szczegdlowa analize war-
tosci parametru I(0) wyznaczonego w programie GNOM. Wynik analizy przedstawiony jest w tabeli
4.5. W tabeli 4.5 przeanalizowano stosunek masy molekularnej (w kDa), obliczonej na podstawie
sekwencji aminokwasowej badanych biatek, do masy molekularnej dimeru biatka HvSGT1ASGS. Po-
dobnie przeanalizowano stosunek wartosci I(0) dla badanych bialek do wartosci I(0) dla dimeru biatka
HvSGT1ASGS. Poniewaz warto$é¢ I1(0) jest proporcjonalna do masy molekularnej czasteczki rozpra-

szajacej, stosunki masowe oraz stosunek I(0) powinny by¢ takie same. W przypadku kompleksu o
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stosunku molowym 1:2 (HVHSP90AC do HvSGT1ASGS) wartosci stosunkéw I(0) i masy moleku-
larnej réznia sie od siebie. Natomiast w przypadku kompleksu o stechiometrii 1:1 wartoéci stosunku
I(0) oraz masy molekularnej sa bardzo podobne do siebie. Z analiz warto$é¢ parametré6w Diq, oraz
stosunkéw wartosci I(0) wynika, ze w kompleksie z biatkiem HvHSP90OAC, bialko HvSGT1ASGS

wystepuje w postaci monomeru.

Tabela 4.5 Analiza warto$é 1(0) dla zestawu danych otrzymanych z analizy MCR-ALS.
Biatko Masa molekularna' I(O)SAX52 1(0)viatko/ MMyiqiko/

I(O)HvSGTlASGS MMuvseriasas

HvSGT1ASGS 56,833 kDa 0,00393 1 1

HvHSPY0OAC 61,537 kDa 0,00422 1,075 1,112
HvHSP90AC-HvSGT1ASGS 89,195 kDa (1:1) 0,00618 1,574 1,449
HvHSP90AC-HvSGT1ASGS 118,370 kDa (1:2)  0,00618 1,574 2,083

1Wyliczona na podstawie sekwencji dla dimeru biatka HvSGT1ASGS i monomeru biatka HvHSP90AC oraz stosun-
kéw molowych tych biatek podanych w nawiasie (HvHSP90AC:HvSGT1ASGS), 2Wartosé 1(0) obliczona w programie
GNOM.

4.12.3 Modelowanie struktury biatka HvHSP90AC oraz kompleksu biatek HvHSP90AC
-HvSGT1ASGS z ADP

Modelowanie niskorozdzielczej struktury biatka HYHSP9OAC oraz kompleksu biatek HvHSP90OAC-
HvSGT1ASGS z ADP przeprowadzono w programie do modelowania ab-initio DAMMIF. Dodatkowo
dla biatka HvHSP90AC wymodelowano jego strukture za pomoca serwera do modelowania homolo-

gicznego I-Tasser.

10° F

10°L Dammif

Intensywno$¢ [arb.u.]

10° F * %

S[nm’]

Rysunek 4.58 Modelowanie biatka HvHSP9OAC w programie DAMMIF i serwerze I-Tasser.

A. Nalozenie na model z programu DAMMIF (szara powierzchnia) modelu otrzymanego z serwisu
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do modelowania homologicznego I-Tasser. B. Dopasowanie do danych eksperymentalnych krzywej

obliczonej dla modelu otrzymanego z programéw DAMMIF i I-Tasser.

Na rysunku 4.58 przedstawione sa wyniki modelowania struktury biatka HvHSP90AC. Model
biatka HVHSPI0AC ma lekko wydluzony ksztalt, z lekkim przegieciem w srodkowej jego czesci.
Najlepszy model z programu I-Tasser bardzo dobrze pasuje do modelu z programu DAMMIF jak
rowniez do danych eksperymentalnych. Jak widaé¢ z rysunku 4.58 biatko HvHSP90AC jest mo-
nomerem. Modelowanie kompleksu biatek HvHSP9OAC-HvSGT1ASGS réwniez przeprowadzono w
programie DAMMIF. Wyniki modelowania przedstawione sa na rysunku 4.59 (rysunek C). Model
kompleksu jest wydtuzony tak jak wynikalo to z analizy ksztaltu krzywej P(r). Na model kompleksu
mozna nalozy¢ model uzyskany dla biatka HVHSP90AC, ktéry bardzo dobrze pasuje do jednego z
konicow modelu kompleksu. Pozostata cze$é modelu kompleksu ma wymiary zblizone do potowy
modelu dla kompleksu biatka HvSGT1ASGS rysunek 4.59 B. Na rysunku 4.59 E pokazane jest do-
pasowanie modelu biatka HvSGT1ASGS do modelu kompleksu. Jak widaé z rysunku jedynie polowa
modelu biatka HvSGT1ASGS miesci sie w czesci nie zajmowanej przez model biatka HYHSP90AC.
Poréwnanie modeli otrzymanych w programie DAMMIF potwierdza, ze biatko HvHSP90AC tworzy
kompleks o stechiometrii 1:1 z biatkiem HvSGT1ASGS. W kompleksie tym biatko HvHSP9OAC ma
strukture bardzo podobng do struktury izolowanego biatka. Bialko HvSGT1ASGS, ktére w formie
nieskompleksowanej z innymi biatkami tworzy homodimery, wiaze sie z biatkiem HvHSP90AC w po-
staci monomeru. Niestety z danych otrzymanych w eksperymentach SAXS nie mozna wywnioskowaé
mechanizmu, ktéry by ttumaczyt dysocjacje dimeru biatka HvSGT1ASGS, szczegblnie gdy z mo-
delu wynika, ze domena TPR (ktéra jest odpowiedzialna za dimeryzacje) nie oddzialuje z bialkiem
HvHSP90AC.
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A B

HVHSP90AC HvSGT1ASGS

N-terminalna

Srodkowa

C
HvHSP90AC-HVSGT1ASGS
D
HvHSP90AC N-terminalna
HvSGT1ASGS monomer
Srodkowa
E

HvHSP90AC-HVSGT1ASGS N-terminalna HVSGT1 SG%gdimer)

Srodkowa Dimer domen TPR

Rysunek 4.59 Modelowanie struktury kompleksu biatek HvHSPI0OAC-HvSGT1ASGS z ADP.
A. Model biatka HvHSP90AC otrzymany w programie DAMMIF. B. Model biatka HvSGT1ASGS
otrzymany w programie DAMMIF. C. Model kompleksu biatek HvHSP9OAC-HvSGT1ASGS z ADP
otrzymany w programie DAMMIF. D. Poréwnanie modelu biatka HvHSP90AC z modelem kom-
pleksu bialek HYHSP90AC-HvSGT1ASGS z ADP. E. Poréwnanie modelu biatlka HvSGT1ASGS z
modelem kompleksu biatek HvHSP9OAC-HvSGT1ASGS z ADP.
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4.13 Badania struktury kompleksu bialek HvHSP90AC i HvSGT1-CS
4.13.1 Oczyszczanie biatka HvSGT1-CS do pomiaréw SAXS

Do badan SAXS przygotowano konstrukt domeny CS biatka HvSGT1 zawierajacy aminokwasy
167-276 z pelnej dlugosci biatka HvSGT1. Konstrukt ten jest dluzszy na N- i C-koficu w poréwnaniu
z konstruktem domeny CS uzytym do badan dichroizmu kolowego, ze wzgledu na lepsza stabilnosé
w roztworze. Biatko HvSGT1-CS oczyszczano z bakterii F.coli jako biatko fuzyjne z biatkiem GST.
Biatko HvSGT1-CS zostato oczyszczone wedlug protokotéw opisanych w sekcji 3.7.1-3.7.2, przy uzy-
ciu chromatografii powinowactwa, ciecia proteazg TEV, ponownym oczyszczaniu za pomocg chroma-
tografii powinowactwa oraz saczenia molekularnego. Na rysunku 4.60 pokazana jest czystosé bialka

HvSGT1-CS podczas kolejnych krokéow oczyszczania.
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Rysunek 4.60 Oczyszczanie biatka HvSGT1-CS przedstawione w postaci zdjecia elektroforezy

w zelu polikarylamidowym.

4.13.2 Badania SAXS kompleksu bialek HvHSP90AC i HvSGT1-CS

W celu zbadania miejsca wiazania domeny CS biatka HvSGT1 (HvSGT1-CS) przeprowadzono
badania kompleksowania biatka HvHSP9OAC z domena CS biatka HvSGT1. Podobnie jak dla pozo-
stalych komplekséw zarejestrowano krzywe rozpraszania dla pojedynczej domeny CS, samego biatka
HvHSPI0AC oraz kompleksu biatka HvHSPI0AC z biatkiem HvSGT1-CS i ADP w stosunkach mo-
lowych 1,5:1; 1,2:1; 1:1; 1:1,2; 1:1,5. Dla zebranych danych wykonano analiz¢ SVD i dla pierwszych
czterech wektoréw wlasnych obliczono krzywe autokorelacji. Wyniki tej analizy przedstawione sa
na rysunku 4.61. Trzy pierwsze wektory wlasne i ich funkcje autokorelacji sa wyraznie rézne od
szumu w przeciwienstwie do czwartego wektora wlasnego. Z analizy SVD wynika istnienie trzech
komponentéow w zestawie danych SAXS: nieskompleksowanych biatek HvHSP90AC i HvSGT1-CS
oraz kompleksu HvHSP90AC-HvSGT1-CS.

151



4 WYNIKI

A B 10
0,00}
S(1,1)=0,0951
8 05}
[5)
— ©
= 005 °
2 S
5 S
=1
< o0l
20,10}
0 1 2 3 0 1 2 3
E
El
S [nm ] S[nm ]
c 0,10 - D 1,0
S(2,2)=0,0044
0,05 -
@©
S osf
—_ ©
N [
o 000} 5
> g
=1
< 00}
0,05}
0 1 2 3 0 1 2 3
-1 1
S[nm] S[nm’]
E o4 F 10,
S(3,3)=0,00054
02|
@©
S o5t
— o
@ 9]
B §
= oo} e
=]
< ool
20,2
0 1 2 3 0 1 2 3
Bl
El
10
021
S(4,4)=0,00026
S o5t
—~ ks
< o0o0f ©
2 S
=1 $
=1
. < oop sty
i ) ‘ ; 0 1 2 3
- 1
S[nm’] S[nm]

Rysunek 4.61 Analiza SVD krzywych rozpraszania dla eksperymentu SAXS kompleksowania
biatek HVHSP90AC i HvSGT1-CS z ADP. A, C, E, G. Cztery pierwsze wektory wlasne (U1-U4)
uzyskane z zestawu danych SAXS wraz z odpowiadajacym im wartosciom wlasnym. B, D, F, H.

Odpowiadajace im funkcje autokorelacji.

Na podstawie analizy SVD wykonano nastepnie analize¢ MCR-ALS i wyznaczono krzywsa rozpra-
szania dla kompleksu bialek HYHSP90AC-HvSGT1-CS z ADP. Dla eksperymentalnych krzywych
rozpraszania dla bialek HYHSP90AC i HvSGT1-CS oraz dla krzywej rozpraszania dla kompleksu
z analizy MCR-ALS obliczono krzywe rozkladu odleglosci wewnatrzczasteczkowych P(r). Wyzna-
czono takze wartoéci promienia zyracji R, oraz maksymalnego rozmiaru czasteczki Dy,q,. Wyniki

tych analiz przedstawione sa na rysunku 4.62.
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W przeciwienstwie do komplekséw biatek TaHSP90-HvSGT1AC oraz HvHSP9OAC-HvSGT1ASGS
na krzywej P(r) utworzenie kompleksu jest stabo widoczne. Ksztalt krzywej jest bardzo zblizony
do krzywej dla bialka HvHSP90AC, jednak widoczne sa drobne réznice, ktore jednak wskazuja na
utworzenie sie¢ kompleksu. Maksimum krzywej P(r) ma mniejsza warto$¢ w przypadku kompleksu
HvHSP90AC-HvSGT1-CS. Krzywa P(r) dla kompleksu natomiast przyjmuje wieksze wartosci powy-
zej 4 nm. Analogiczne zachowanie si¢ krzywej P(r) mozna bylo zaobserwowaé dla kompleksu biatek
TaHSP90-HvSGT1ASGS. Wartosci promienia zyracji R, oraz maksymalnego rozmiaru czasteczki
Dinaz W bardzo matym stopniu réznia sie od wartosci dla biatka HYHSP90AC aczkolwiek wartoéci te
dla kompleksu sg minimalnie wieksze. Réwniez réznice w masie molekularnej biatek wyznaczone w
programie Scatter, przedstawione w tabeli 4.6 sg mniejsze niz teoretyczne masy bialek. Pomimo tego

ze, zmiany parametréw opisujacych badane biatka sg mate, jasno pokazuja utworzenie sie kompleksu.

Tabela 4.6 Poréwnanie masy molekularnej oraz wartosci parametréw I(0), R, oraz Di,qe dla
bialek kompleksu HvHSP90AC- HvSGT1-CS.

Biatko MM kDal!  1(0) Dinas [nm]  Rgnm] MM Scatter?
HvSGT1-CS 12,623 0,000824 6,1 1,72 13,1 kDa
HvHSP90AC 61,537 0.00422 11,46 3,41 58,6 kDa
HvHSPI90AC-HvSGT1-CS 74,160 0,00434 11,89 3.47 65,6 kDa

IWyliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej, 2Wyznaczona w programie Scatter (patrz sekcja 3.9.7)
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Rysunek 4.62 A. Krzywe doswiadczalne SAXS dla bialek HvHSP90AC i HvSGT1-CS oraz
kompleksu (otrzymana z procedury MCR-ALS). Na mniejszym wykresie przedstawiony jest wy-
kres Guiniera wraz z wyznaczonymi wartosciami promienia zyracji Ry. B. Krzywe P(r) dla biatek
HvHSPI90AC i HvSGT1ASGS oraz kompleksu HvHSPI0OAC-HvSGT1-CS oraz wyznaczone w pro-

gramie GNOM maksymalne rozmiary czasteczki D, 4.
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4.13.3 Modelowanie struktury biatka HvSGT1-CS

Modelowanie niskorozdzielczej struktury domeny biatka SGT1 z jeczmienia przeprowadzono w
programie DAMMIF. UsSredniony model otrzymany w programie DAMMIF ma lekko wydluzony
ksztalt na jednym z koncéw (rysunek 4.64 D). Generalnie model ma ksztalt podobny do struktury
krystalograficznej domeny CS z biatka SGT1a z Arabidopsis thaliana. Fragment domeny CS wyko-
rzystany w eksperymentach SAXS (aminokwasy 167-276 z pelnej dlugosci biatka SGT1 z jeczmienia)
posiadal dodatkowe aminokwasy na N-koncu i C-konicu, znajdujace sie poza regionem najbardziej
zachowanym ewolucyjnie pod wzgledem sekwencji. Struktura krystalograficzna domeny CS bialka
SGT1a z Arabidopsis thaliana zawiera jedynie region najbardziej zakonserwowany. Wydtuzenie zaob-
serwowane w modelu z programu DAMMIF, moze by¢ wlaénie miejscem gdzie znajduja sie dodatkowe
aminokwasy na N-koncu lub C-koncu. W celu sprawdzenia tej hipotezy wymodelowano strukture
domeny CS w programie EOM. Najbardziej zakonserwowany region domeny CS, w postaci modelu z
programu I[-Tasser, potraktowano jako bryle sztywna natomiast dodatkowe aminokwasy na N-koficu

i C-koncu modelowano za pomoca pseudo-tancucha.
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Rysunek 4.63 Modelowanie struktury domeny CS biatka SGT1 z jeczmienia w programie EOM
i I-Tasser. A. Dopasowanie krzywych SAXS obliczonej dla modelu z programu I-Tasser oraz dla puli
modeli z programu EOM do eksperymentalnej krzywej SAXS. B. Nalozenie na siebie reprezentacyj-
nych modeli z wybranej puli modeli otrzymanej w programie EOM. Odcieniami koloru niebieskiego

zaznaczone sa fragmenty modeli o najwiekszej wartoéci Dy,q, i g natomiast odcieniami zéttego i
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pomaranczowego zaznaczone sg fragmenty dla bardziej zwartych modeli. Wspdlna dla wszystkich
modeli struktura domeny CS wymodelowana w programie [-Tasser zaprezentowana jest w postaci
wstazkowej. C, D - rozktady promienia zyracji R, i maksymalnego rozmiaru czasteczki Dp,q, dla

losowej puli i puli wybranej w programie EOM.

Wynik modelowania w programie EOM przedstawiony jest na rysunku 4.63. Rozklad promienia
zyracji Ity oraz maksymalnego rozmiaru czasteczki D,,q, dla wybranej puli modeli ma dwa maksima.
Pierwsze maksimum jest zwiazane z wystepowaniem kompaktowej struktury biatka HvCS natomiast
drugie jest zwiazane z wystepowaniem konformacji o rozciagnietej konformacji C-konca biatka HvCS.
Na rysunku 4.63 B pokazane sa modele z wybranej puli z programu EOM. Fragmenty modeli nalezace
do konformacji kompaktowe]j zaznaczone sa odcieniami pomaranczowego natomiast nalezace do kon-
formacji rozciagnietej odcieniami niebieskiego. Dopasowanie krzywej SAXS dla modelu z programu
[-Tasser do danych eksperymentalnych jest gorsze niz dopasowanie krzywej SAXS dla puli modeli
z programu EOM. Wartoéci 2 wynosza odpowiednio 0,333 oraz 0,894 dla wybranej puli modeli z

programu EOM i modelu z programu I-Tasser.

4.13.4 Modelowanie struktury kompleksu bialtek HvHSP90AC-HvSGT1-CS z ADP

7Z kolei miejsca oddzialywania domeny CS biatka HvSGT1 z biatkiem HvHSP90AC okreslono za
pomoca modelowania niskorozdzielczej struktury kompleksu w programach DAMMIN oraz MONSA.
W programie MONSA mozna modelowaé w sposOb analogiczny jak w programie DAMMIN, nisko-
rozdzielcze struktury komplekséw skladajace sie z N-komponentéw (np. kompleks N-réznych bia-
lek). Jako wynik otrzymujemy model dla calego kompleksu skladajacy sie z N-faz (komponentéw
kompleksu). Program wykorzystuje krzywe rozpraszania dla podjednostek oraz calego kompleksu, do
ktérych dopasowywane sa modele poszczegdlnych faz oraz catego kompleksu. Takie podejscie pozwala
na otrzymanie ksztaltu kompleksu, ktéry podzielony jest na podjednostki. Pozwala to odpowiedzie¢
na pytanie gdzie oddzialujg ze sobg podjednostki kompleksu i jaka jest ich struktura.

Modelowanie kompleksu najpierw przeprowadzono w programie DAMMIN. Wyniki modelowa-
nia zaprezentowane sa na rysunku 4.64. Ksztalt kompleksu jest bardzo podobny do modelu biatka
HvHSPI90AC z charakterystycznym przegieciem w strukturze. Natozenie modelu biatka HvHSP9OAC
na model biatka HvHSP9OAC-HvSGT1-CS uwidacznia dodatkowy fragment modelu, ktéry mozna
zinterpretowaé jako biatko HvSGT1-CS. Lokalizacja tego fragmentu znajduje sie przy domenie N-
terminalnej biatka HvHSP90AC, czyli w miejscu oddzialywania z domena HvSGT1-CS. Modelowanie
w programie MONSA potwierdzito, ze domena CS biatka HvSGT1 oddziatuje z N-terminalnag do-
meng bialtka HYHSPIOAC. Sam kompleks ma te same charakterystyczne przegiecie (rysunek 4.65 A).
Krzywe rozpraszania obliczone dla modeli biatek HvHSP90AC HvSGT1-CS oraz kompleksu bardzo
dobrze pasuja do krzywych eksperymentalnych.
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HSP90AC N terminalna HVHSP90AC-HVSGT1-CS
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c D
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Rysunek 4.64 Modelowanie struktury kompleksu HvHSP9OAC-HvSGT1-CS z ADP w programie
DAMMIN. A. Model biatka HvHSP90AC otrzymany w programie DAMMIN. B. Model kompleksu
bialek HYHSP90AC-HvSGT1-CS z ADP otrzymany w programie DAMMIN. C. Nalozenie modelu
dla biatka HvHSP90AC na model kompleksu HvHSP90AC-HvSGT1-CS z ADP. D. Model biatka
HvSGT1-CS otrzymany w programie DAMMIF.

A B 250 HvHSPYOAC-HVSGT1-CS

HVHSP90AC
HvSGT1-CS

HvSGT1-CS

HSP90AC

20,0 -

Ln I(S) [arb.u.]

Srodkowa

S[nm’]

Rysunek 4.65 Modelowanie kompleksu HvHSP9OAC-HvSGT1-CS z ADP w programie MONSA.
A. Model otrzymany w programie MONSA. Kolorem pomaranczowym zaznaczony jest model bialtka
HvHSPI90AC, fioletowym model biatka HvSGT1-CS. B. Dopasowanie krzywych rozpraszania dla
modeli z programu MONSA do danych eksperymentalnych.
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5 Dyskusja

Gléwnym celem pracy bylo zbadanie struktury trzech biatek zaangazowanych w procesy odpowie-
dzi obronnej na patogeny u roélin: HSP90, SGT1 i RARI1. Bialko HSP90 jest jednym z kluczowych
bialek, ktore odpowiedzialne sa za procesy faldowana sie innych bialek w warunkach stresu, jak
rowniez za kontrole wielu waznych proceséw komoérkowych poprzez stabilizacje kluczowych dla nich
bialek. Charakterystyczna cechg biatka HSP90 jest jego wystepowanie w kompleksie z wieloma part-
nerami biatkowymi zwanymi z ko-chaperonami (ang. co-chaperones). Bialka te mozna podzieli¢ na
dwie grupy. Pierwsza moduluje jego funkcje poprzez inhibicje lub stymulacje aktywnosci ATPazo-
wej. Druga natomiast jest odpowiedzialna za rekrutacje specyficznej klasy “klientéw” do kompleksu
HSP90. Do tej kasy naleza biatka SGT1 i RAR1. Bialka SGT1 i RAR1 (jak i ich homologii z innych
organizméw) biora udzial w przekazywaniu sygnalu podczas reakcji na atak patogenéw u roslin i
zwierzat. Uwaza sie ze, biatka te u roslin odpowiedzialne sa za rekrutacje cytoplazmatycznych recep-
toréw odpornosci R, ktore rozpoznaja patogenne biatka wewnatrz komorki. Jak dotad niewiele jest
dostepnych informacji na temat struktury pelnej dlugosci bialek SGT1, RARI oraz ich kompleksow
z biatkiem HSP90 u roslin.

W ramach niniejszej pracy udato si¢ po raz pierwszy wymodelowaé niskorozdzielcza strukture
pelnej diugoéci bialek SGT1 oraz RARI z jeczmienia. Zbadano réwniez niskorozdzielczg struk-
ture kompleksu bialek TaHSP90 z bialkiem HvSGT1ASGS oraz biatka HvHSP90AC z biatkami
HvSGT1ASGS i HvSGT1-CS. Dodatkowo przeanalizowano dimeryzacje domeny TPR biatka SGT1
z jeczmienia, Arabidopsis thaliana, drozdzy piekarskich i cztowieka w réznych warunkach sity jono-
wej, a takze zaproponowano modele strukturalne dla dimeru domen TPR. Ponadto zbadano réwniez
wplyw sily jonowej i temperatury na réwnowage konformacyjna biatka HSP90 z pszenicy oraz usta-

lono niskorozdzielczg strukture dla wyznaczonych stanéw konformacyjnych.

5.1 Badanie struktury pelnej dtugosci biatka SGT1 z jeczmienia

Pierwszym krokiem eksperymentalnym, przed przystapieniem do badan strukturalnych, byto
otrzymanie w ilosci kilku miligraméw biatka SGT1 o odpowiedniej czystosci. Z wielu doniesien
literaturowych wynikalo, ze biatko to, niezaleznie od organizmu, z ktérego pochodzi, w komoérkach
bakteryjnych i owadzich ulega czeSciowej proteolizie (Nyarko i wsp., 2007). Ponadto, podczas oczysz-
czania oprécz pelnej dlugodci, izoluja sie takze krotsze fragmenty tego biatka. Stad tez opracowano
odpowiedni protokot pozwalajacy na oczyszczanie pelnej dtugoéci biatka SGT1 spelniajacego kryteria
pozniejszego zastosowania do badan strukturalnych. O czystoéci i poprawnym uformowaniu Swiad-
czyly pomiary widma dichroizmu kotowego. Warto nadmieni¢ iz tak przygotowane biatko HvSGT1
odznaczalo sie wieksza czystoécia niz bialka przygotowane wedtug innych, opublikowanych wczesniej
protokoltéw. Biatko SGT1 w swojej strukturze zawiera fragmenty helisy «, arkuszy [ oraz regiony
nieuporzadkowane. Szczegdlnie duzy jest udzial struktury nieuporzadkowanej. Znaczacy wkiad w
strukture nieuporzadkowana maja fragmenty VR1 i VR2 oraz domena SGS. Wynika to z analizy,
zarejestrowanych przeze mnie, widm dichroizmu kotowego dla krétszych fragmentéw biatka SGT1.
Z eksperymentéw NMR, wynikalo, ze domena SGS jest nieuporzadkowana (Botér i wsp., 2007). Co

ciekawe ludzkie biatko CacyBP, ktére wykazuje wysokie podobienstwo sekwencyjne do fragmentu do-
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meny SGS (przyréwnanie sekwencji fragmentéw na rysunku 5.1 A), po zwiazaniu sie biatkiem S100A

ulegalo porzadkowaniu i przyjmowalo strukture « helikalng (rysunek 5.1 B) (Lee i wsp., 2008).

MmCacyBP 191 GLMNVLKKEMEBGED TINBAWV 218
HvSGT1 314 KEEREBNONBBE 341
AtSGT1a 291 KEHNRE [N S E M 318
HsSGT1 276 RLEOOIMS GSDEV N 303
ScSGT1 338 SADS QKL AG M 365

* .

Rysunek 5.1 A. Przyrownanie sekwencji fragmentu domeny SGS biatka CacyBP z fragmentami
sekwencji domeny SGS bialek SGT1 z réznych organizméw (Mm-Mus musculus (mysz domowa),
Hv - Hordeum vulgare, At- Arabidopis thaliana, Hs - Homo sapiens, Sc - Saccharomyces cerevisiae).
Kolorem czerwonym oznaczone sa najbardziej zakonserwowane aminokwasy. B. Struktura NMR
fragmentu biatka CacyBP (kolor czerwony, kod pdb: 2JTT, Lee i wsp., 2008) w kompleksie z bial-
kiem S100A6 (kolor szary).

Komputerowe modele domeny SGS z jeczmiennego biatka SGT1, otrzymane przeze mnie w pro-
gramach I-Tasser i Quark, charakteryzuja sie struktura « helikalna. Z pomiaréw dichroizmu kotowego
wynikalto, ze w obrebie domeny SGS znajdujg sie fragmenty « helikalne aczkolwiek ich wktad pro-
centowy jest bardzo maly i nie przekracza 5 %. Za pomoca dichroizmu kolowego wykazano, ze
domena SGS moze sie porzadkowaé¢ w zatloczonym Srodowisku molekularnym. Widmo dichroizmu
kotowego uzyskane dla fragmentu biatka SGT1 zawierajacego domeny CS, VR2 i SGS w roztworze
zawierajacym 30 % Ficoll 70K wykazalo, ze fragment ten ulega czesciowemu porzadkowaniu sie.

Trzy domeny biatka SGT1 wymodelowano za pomocg programu Quark (Xu i wsp., 2012). Uzy-
skany dla domeny TPR model ma strukture typowa dla domen TPR (np. domeny TPR bialka
HOP, ko-chaperona biatka HSP90). Natomiast model domeny CS ma strukture bardzo podobna do
struktury domeny CS z ludzkiego biatka SGT1 otrzymanej za pomocg NMR i struktury krystalogra-
ficznej domeny CS z biatka SGT1a z Arabidopsis thaliana (Lee i wsp., 2004, Botér i wsp., 2007). W
celu otrzymania niskorozdzielczej struktury biatka SGT1 w roztworze postuzono sie technika malo-
katowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego SAXS. Poniewaz biatko SGT1 wystepuje w
roztworze w rownowadze monomer-dimer, wyniki standardowej metody analizy danych SAXS bylyby
zafalszowane poprzez istnienie dwoch stanéw oligomerycznych jeczmiennego biatka SGT1. Blobel i
wspolpracownicy (2009) zaproponowali nowa metode, MCR-ALS, pozwalajaca na wyodrebnienie z
zestawu danych, ktére sa kombinacja liniowa krzywych SAXS, dane dla indywidualnych komponen-
tow bez znajomosci informacji na temat ich struktury czy stalej dysocjacji. Za pomoca analizy SVD
i MCR-ALS otrzymano krzywe rozpraszania dla monomeru i dimeru biatka SGT1. Z wyznaczonych

funkcji P(r) oraz parametréw: D, i Ry wynika, ze biatko SGT1 w roztworze ma rozciagnieta
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konformacje zaréwno w formie monomerycznej jak i dimerycznej. Za pomoca metod ab initio otrzy-
mano niskorozdzielcze modele dla dimeru i monomeru biatka SGT1. Modele te potwierdzaja wnioski
plynace z analizy krzywych P(r), ze bialko SGT1 w roztworze ma rozciagniety i wydluzony ksztalt,
a regiony zmienne maja nieuporzadkowana strukture. Modelowanie bryly sztywnej pokazato, ze
jeczmienne biatko SGT1 ma dynamiczny charakter i w roztworze wystepuje w kilku konformacjach.
Dimeryzacja nie wptywa na ogdlna dynamike biatka, a sam dimer takze posiada nieuporzadkowane
fragmenty VR1 i VR2. Dimeryzacja zachodzi jedynie poprzez oddzialywanie N-terminalnych domen
TPR, bez udziatu innych fragmentéw biatka. Niestety modelowanie za pomoca danych SAXS nie

pozwolilo na pelne okreslenie stopnia nieuporzadkowania domeny SGS.

Biatko HsHop Biatko ScHip .
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Rysunek 5.2 Poréwnanie struktury dimeru biatka HvSGT1 z dimerem ludzkiego biatka HOP i
Hip z drozdzy piekarskich (Onuoha i wsp., 2008, Li i wsp., 2013b).

Na rysunku 5.2 zaprezentowano poréwnanie struktury dimeru biatka SGT1 z jeczmienia z struk-
turg dimeréw biatek HOP i HIP (opis w tekécie ponizej). Podobna, dynamiczna strukture posiada
ludzkie biatko HOP (Onuoha i wsp., 2008), ktére takze jest ko-chaperonem biatka HSP90. Onuoha
i wspétpracownicy wykorzystali technike SAXS, by uzyskaé niskorozdzielczy model pelnej dtugosci
biatka HOP jak réwniez model biatka HOP w oparciu o modelowanie bryly sztywnej. W modelu
tym, centralna cze$¢ stanowi dimer domen TPR (domena TPR2A bialka HOP) tak samo jak w
przypadku biatka SGT1, a same domeny TPR2A oddzialuja boczng strona, na ktéra skladaja sie
petle pomiedzy helisami o w powtérzeniu TPR. Podobna dynamiczng strukture posiada biatko Hip
z drozdzy (Li i wsp., 2013b). Jest ono ko-chaperonem biatka HSP70, ktére takze asystuje w procesie
faldowania sie bialek. Bialko Hip wystepuje w postaci dimeru, lecz dimeryzacja zachodzi poprzez

N-terminalng domene, a nie przez srodkowa domene TPR. Wszystkie te biatka sa dimerami i maja

159



5 DYSKUSJA

dynamiczna strukture, ktéra ma odzwierciedlenie w funkcji tych bialek tj. posredniczeniu w wiaza-
niu wielu partneréw biatkowych w kompleksie bioragcym udzial w faldowani i/lub aktywacji innych
bialek.

W modelu dimeru pelnej dlugosci jeczmiennego biatka SGT1, centralna cze$é stanowi dimer do-
men TPR. Jak wykazano we wczesniejszych pracach (Nyarko i wsp., 2007, Bansal i wsp., 2009a)
domena TPR jest niezbedna do dimeryzacji, a sama dimeryzacja domeny TPR jest zalezna od sity
jonowej i potencjalu oksydoredukcyjnego roztworu. W celu podjecia proby okreslenia struktury di-
meru domeny TPR biatka SGT1 przeprowadzono eksperymenty SAXS izolowanej domeny TPR z
jeczmiennego biatka SGT1. Domena HvTPR, tak jak pelnej dlugosci biatko, w roztworze wyste-
puje w réwnowadze monomer - dimer. W roztworach o niskiej sile jonowej domena TPR wystepuje
glownie jako dimer, a wraz ze wzrostem sily jonowej rownowaga przesuwa sie w strone monomeru.
W roztworze dimer domeny TPR posiada ksztalt splaszczonego dysku jak wynika z modelowania
niskorozdzielczej struktury na podstawie danych SAXS. Model dimeru domeny TPR, posiada lekkie
przewezenie, ktore na podstawie modelowania metoda bryly sztywnej jest potencjalnym miejscem
oddzialywania obu podjednostek TPR. Miejsce oddzialywania znajduje sie w C-terminalnej czesci,
ktérag w eksperymentach zszywania chemicznego zidentyfikowano jako potencjalne miejsce oddzia-
lywania (Nyarko i wsp., 2007). Co ciekawe w tej czeSci biatka znajduje sie tez para cystein, ktére
stanowia swoisty przelacznik regulujacy dimeryzacje domeny TPR. Tak wiec otrzymany model zga-

dza sie z dotychczasowymi danymi otrzymanymi przez innych badaczy.

5.2 Badanie niskorozdzielczej struktury bialka RAR1 z jeczmienia

Biatko RARI1 jak wynika z przedstawionych wczesniej wynikéw analizy strukturalnej jest cze-
Sciowo nieuporzadkowane w roztworze, a wiazanie cynku pelni role strukturalna (Heise i wsp., 2007).
Z otrzymanych przeze mnie wynikéw wynika, ze pelnej dlugosci biatko RAR1 z jeczmienia ma dyna-
miczna strukture w roztworze, gdzie domeny CHORD 11 CHORD II majg uporzadkowana strukture
a fragment pomiedzy domenami jest nieuporzadkowany. Heise i wsp6lpracownicy (Heise i wsp., 2007)
pokazali réwniez, ze motyw CCCH wiaze jeden atom cynku i najprawdopodobniej motyw ten musi
by¢ w pewnym stopniu uporzadkowany. Z otrzymanych wynikéw dla modelowania biatka RARI1 za
pomocy programu EOM wynika, ze fragment ten nie jest uporzadkowany, gdyz uzycie do modelowa-
nia struktury tego motywu otrzymanej z programu I-Tasser pogarsza jako$é dopasowania (rysunek
4.24) do eksperymentalnych danych SAXS. Biatko RAR1 podobnie jak biatko SGT1 ma modulowa
budowe, a fragment pomiedzy domenami odpowiedzialnymi za oddzialywania z innymi bialtkami ma
nieuporzadkowany charakter. Wyniki te sa zgodne z wynikami otrzymanymi przez Heise i wspot-
pracownikéw (Heise i wsp., 2007), ktérzy pokazali za pomoca spektroskopii dichroizmu kotowego, ze
biatko RAR1 w swojej strukturze posiada gléwnie fragmenty nieuporzadkowane. Takze, oba biatka
oddziatujace z biatkiem HSP90: RAR1 i SGT1 sg biatkami czesciowo nieuporzadkowanymi i maja po-
dobny charakter. By¢ moze, dynamika konformacyjna jest odpowiedzialna za poprawne formowanie
sie i funkcje kompleksu biatek HSP90-SGT1-RARI.
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5.3 Zastosowanie metody SVD i MCR-ALS w analizie danych SAXS

Metody analizy zestawu danych za pomoca analizy SVD (ang. singular value decomposition)
i analizy MCR-ALS (ang. multivariate curve resolution-alternating last squares) sa bardzo popu-
larnymi metodami w analizie danych chemometrycznych np. analizie chromatograméw mieszanin
czy tez réznego rodzaju danych spektroskopowych (de Juan i wsp., 2014). Za pomoca tych metody
mozna analizowaé zlozone zestawy danych, ktore s kombinacja liniowa np. widm spektroskopowych
dla poszczegdlnych sktadowych mieszaniny. Przyktadem zastosowania tych metod moze by¢ analiza
wplywu stezenia jonéw magnezu oraz temperatury i sily jonowej na strukture i stabilnosci oligonu-
kleotydu DNA mierzona za pomoca spektroskopii UV i spektroskopii dichroizmu kotowego w zakresie
UV (Jaumot i wsp., 2002). Dzigki zastosowaniu analizy MCR-ALS autorzy tej pracy wyodrebnili
widma dla trzech réznych struktur i okredlili jak stezenie jonéw Mg?T, sila jonowa i temperatura
zmieniajg réwnowage pomiedzy trzema strukturami DNA. Metoda ta znalazla takze zastosowanie do
analizy danych SAXS. Blobel i wspélpracownicy (2009) po raz pierwszy wykorzystali metode MCR-
ALS do wyizolowania krzywych rozpraszania, a nastepnie modelowania niskorozdzielczej struktury
biatka ImwPTP (ang. low molecular weigth protein tyrosine phosphatase) oraz jego réznych form oli-
gomerycznych. Najwazniejsza zaleta metody MCR-ALS jest mozliwosé znalezienia krzywych SAXS
dla sktadnikéw mieszaniny bez zadnej wiedzy na temat ich struktury, czy tez przy braku modelu ter-
modynamicznego opisujacego rownowage pomiedzy skladnikami mieszaniny. Jedyne zalozenia jakie
nalezy poczyni¢ w analizie to to, ze krzywa SAXS ma dodatnie wartosé (zliczenia fotondéw nie moga
by¢ ujemne) oraz unimodalnosé (dla s — 0 krzywa SAXS przyjmuje maksymalne wartosci). Pomimo
zalet jakie posiada metoda MCR-ALS w literaturze nie ma duzej liczby doniesien o wykorzystaniu
tej metody do analizy danych SAXS.

W mojej pracy metoda SVD i MCR-ALS stanowila gléwne narzedzie do analizy danych otrzy-
manych z eksperymentéw SAXS. Dzigki tej metodzie udato mi sie otrzymaé krzywe SAXS dla mo-
nomeru i dimeru biatka SGT1 z jeczmienia a nastgpnie okresli¢ jego strukture. Bez zastosowania
metody MCR-ALS nie byloby mozliwe oddzielenie wkladu monomeru i dimeru do krzywych rozpra-
szania. Nawet dla krzywych SAXS zarejestrowanych w skrajnych stezeniach NaCl, gdzie dominuje
wktad monomeru lub dimeru krzywe rozpraszania nie sg czystymi krzywymi dla pojedynczych kom-
ponentéw i modelowanie struktury na ich podstawie obarczone byloby bledem. Analiza krzywych
P(r) réwniez bytaby obarczona pewnym bledem a analiza subtelnych réznic pomiedzy krzywymi P(r)
mogtaby prowadzi¢ do blednych wnioskéw. Szczegdlnie widoczne jest to na przykladzie analizy krzy-
wych P(r) dla trzech konformacji biatka HSP90 z pszenicy. Ogdlny ksztalt trzech konformacji jest
bardzo podobny, wszystkie maja wydtuzony ksztalt ale réznice w ksztalcie maksimum na krzywej
P(r) uwidaczniaja réznice pomiedzy tymi konformacjami.

Krukenberg i wspélpracownicy (2008) zbadali réwnowage konformacyjna biatka HtpG homologa
biatka HSP90 z bakterii E.coli. Bialko HtpG wystepowalo w dwéch konformacjach otwartej lub za-
mknietej, czyli bardzo podobnie jak biatko HSP90 z pszenicy. Jednak w tej pracy zastosowano inne
podejscie do analizy danych SAXS. Za pomoca modelowania komputerowego autorzy wygenerowali
rézne struktury biatka HtpG w oparciu o modelowanie bryly sztywnej i obliczyli dla kazdego mo-
delu wartoé¢ dopasowania do danych eksperymentalnych. Taka analiza jest bardziej czasochlonna i

wymaga wigkszej mocy obliczeniowej niz zastosowanie metody MCR-ALS. Analiza SVD pozwala na
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oszacowanie liczby istotnych stanéw konformacyjnych a otrzymane krzywe SAXS z analizy MCR-ALS
stuza do modelowaniu w oparciu o metody Monte Carlo, co w rezultacie jest duzo bardzie wydajne.
Biatko HSP90 z pszenicy wystepuje w rownowadze trzech réznych konformacji, dla ktoérych krzywe
SAXS sg bardzo podobne. Modelowanie za pomoca podejscia opisanego w pracy Krukenberg i wspot-
pracownicy (2008), byloby bardzo niewydajne i wymagalo wykorzystania duzej mocy obliczeniowej
poniewaz jednoczesnie trzeba by bylo znalezé strukture oraz udzial w mieszaninie dla trzech konfor-
merow.

Szczegdlowa analiza ekstrapolowanej warto$é intensywnosci dla zerowego kata rozpraszania (s =
0) byla kluczowa dla analizy stechiometrii komplekséw biatka HSP90 z biatkiem SGT1. Krzywe
SAXS dla kompleksu biatek zawsze zawieraly pewien wktad od nieskompleksowanych bialek. Wy-
nika to z bledéw pomiaru stezenia bialek, jak réwniez z niezbyt duzej wartos$é stalej dysocjacji kom-
pleksu. Dlatego tez warto$¢ I1(0) wyznaczona bezposrednio z danych eksperymentalnych nie dawala
stuprocentowej pewnosci do otrzymanych wynikéw. Zastosowanie analizy MCR-ALS pozwolilo na
otrzymanie wartosci I(0) dla krzywych SAXS dla komplekséw bez wkladu od niezwiazanych bialek,
a blad wynosil nie wiecej niz 10 %, co jest wynikiem bardzo dobrym i wystarczajaco potwierdza
przyjete zalozenia co do stechiometrii komplekséw bialek HSP90 i SGT1 z ADP. Zastosowany w
pracy protokél pomiaréw i analizy danych SAXS dla kompleksu bialek moze by¢ $mialo zastosowany
do badania struktury innych kompleksow biatkowych i komplekséw z kwasami nukleinowymi. Po-
miary dla réznych stosunkéw molowych komponentéw kompleksu pozwolity by takze na uzyskanie

informacji na temat procesu formowania si¢ kompleksu i istnienia stanéw przejsciowych.

5.4 Wplyw sily jonowej i temperatury na dynamike konformacyjng biatka
HSP90 z pszenicy

Biatko HSP90 jest jednym z najbardziej intensywnie badanych biatek ze wzgledu na bardzo wazna
role w koméree - udzial w faldowaniu bialek oraz w procesach nowotworzenia (Taipale i wsp., 2010).
Badania struktury biatka HSP90 wykazaly dramatyczne zmiany konformacyjne towarzyszace wiaza-
niu réznych nukleotydéw: ATP i ADP przez biatka z rodziny HSP90 (Krukenberg i wsp., 2011). Ze
wzgledu na wielko$¢ oraz wystepowanie fragmentéw niepofatdowanych w strukturze, badania krysta-
lograficzne biatka HSP90 byty bardzo trudne, a strukture eukariotycznych bialek HSP90 otrzymano
dopiero po usunieciu lacznika pomiedzy N-terminalna i sSrodkowa domena (Ali i wsp., 2006, Dollins i
wsp., 2007). Z drugiej strony wyzej wymienione cechy biatka HSP90 nie sa przeszkoda w badaniach
SAXS. Za pomoca tej metody odkryto, ze biatko HtpG z F.coli w roztworze ma bardziej otwarta kon-
formacje niz ta wystepujaca w strukturze krystalograficznej (Krukenberg i wsp., 2008). W tej samej
pracy autorzy wykazali, ze biatko HSP90 po zwigzaniu analogu ATP wystepuje w rownowadze dwéch
konformacji: zamknietej (analogicznej do struktury zaobserwowanej dla drozdzowego biatka HSP90
w kompleksie z AMPPNP) oraz otwartej (takiej samej jak dla bialka bez zwiazanego nukleotydu).
Takze, metoda SAXS stata si¢ standardem do badania struktury i konformacji biatka HSP90. Za jej
pomoca pokazano réowniez, ze HSP90 pod wplywem osmolitow takich jak tlenek N-trimetyloaminy
(TMAO) czy betaina, wystepuje czesciej w konformacji zamknietej, podobnej do tej zaobserwowanej
w strukturze biatka Grp94 (Krukenberg i wsp., 2009b, Street i wsp., 2010). Krukenberg i wspdl-

pracownicy (2009a) pokazali za jej pomoca, ze biatko HtpG z F.coli zmienia swoja konformacje pod
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wplywem pH. W niskich pH wystepuje w réwnowadze dwoch konformacji, gtéwnie w konformacji
zamknietej. Natomiast w roztworach o wyzszym pH wystepuje gtéwnie w postaci konformacji otwar-
tej. Tak samo jak biatka HSP90 z innych organizméw, rodlinne biatko HSP90 (pszenica) wystepuje

w roztworze w postaci rownowagi kilku konformac;ji.

Xn=3,568

Intensywnos$é
Intensywno$¢

HtpG wysokie pH

T
A3
S L \

X =2,749

Intensywno$¢
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3
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Rysunek 5.3 Poréwnanie modeli otrzymanych przez grupe Agarda na podstawie danych SAXS
do krzywej SAXS dla konformacji posredniej biatka HSP90 z pszenicy.

W odroéznieniu od ludzkiego i drozdzowego biatka HSP90, w roztworze bialko z pszenicy wystepuje

gléwnie w postaci konformacji bardziej zamknietej przy wyzszych stezeniach biatka (okolo 9 mg/ml)
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w poréwnywalnych warunkach sily jonowej. Dla nizszego stezenia (okolo 4 mg/ml) biatko HSP90
pszenicy wystepuje w rownowadze konformacji otwartej i bardziej zamknietej. Z badan SAXS wy-
nika, ze stezenie, a co za tym idzie réwniez zatloczenie molekularne, moze mie¢ wplyw na réwnowage
konformacyjna biatka HSP90 z pszenicy. W literaturze brak jest doniesien na temat wplywu steze-
nia lub zatloczenia molekularnego na réwnowage konformacyjna biatka HSP90 z innych organizmoéw.
Poniewaz konformacja biatka HSP90 zalezy od czynnikéw takich jak pH czy osmolity, zbadano jak za-
chowuje sie ono pod wplywem temperatury i sily jonowej. Zaréwno wyzsza temperatura i sila jonowa
powoduja przesuniecie réwnowagi w strone konformacji bardziej otwartej. Podobnie wyzsze pH po-
wodowalo przesuniecie réwnowagi biatka HtpG w strone konformacji otwartej. Zatem trzy czynniki:
temperatura, sita jonowa i wysokie pH majg podobny wplyw na biatka z rodziny HSP90. Przy-
jecie bardziej otwartej konformacji sprzyjatoby zwiekszeniu dostepnosci do érodkowej czesci bialtka
HSP90, ktéra jak sie uwaza odpowiedzialna jest za wiazanie substratu. Wiazanie nukleotydéw przez
biatko HSP90 z pszenicy nie zmienia diametralnie réwnowagi konformacyjnej. Dla niskiej sity jono-
wej (0 mM KCl) przewaza konformacja zamknieta, niezaleznie od zwigzanego nukleotydu. Jednak
widoczny jest wzrost udzialu konformacji posredniej biatka HSP90 po zwiazaniu ADP i AMPPNP.
Takze, konformacja ta moze by¢ jedna z posrednich konformacji podczas cyklu zwiazanego z wia-
zaniem ATP i substratu, a nastepnie hydrolizy ATP do ADP i uwolnieniem poprawnie zwinigtego
biatka. Wraz ze wzrostem sily jonowej udzial tej konformacji HSP90 spada. Natomiast trudno jest
orzec jaka moze by¢ funkcja konformacji bardziej zamknietej. Odnoszac sie do wspomnianej powyzej
sugestii, jakoby bardziej otwarta konformacja sprzyjalaby zwiazaniu substratu poprzez zwigkszenie
dostepnosci do hydrofobowej czesci biatka HSP90, bardziej zamknigta konformacja sprzyjataby sil-
niejszemu wigzaniu substratu i zblizata do siebie domeny N-terminalne odpowiedzialne za wigzanie
ATP. Wiazanie substratu przez biatko HtpG powoduje przesuniecie réwnowagi konformacyjnej w
strone konformacji zamknietej, przypominajacej ksztaltem litere V (Street i wsp., 2011). Czynniki
takie jak pH, temperatura i sila jonowa zmieniaja delikatna réwnowage miedzy réznymi stanami
konformacyjnymi, pomiedzy ktérymi bariera energetyczna jest niewielka. Korzystne energetycznie
wigzanie nukleotydéw lub substratu powodowaloby zmiany konformacyjne, ktére prowadzilyby w
rezultacie do hydrolizy ATP i faldowania si¢ substratu. Warunki stresowe moglyby obnizaé¢ bariere
energetyczna pomiedzy kolejnymi stanami konformacyjnymi, a w rezultacie zapewnié jak najbardziej
wydajne faldowanie sie bialek substratow.

7 poréwnania modeli otrzymanych na podstawie danych SAXS dla biatka HSP90 z réznych or-
ganizméw przez grupe prof.Agarda (http://www.msg.ucsf.edu/agard/pdb/hsp90.html) do krzywych
eksperymentalnych dla trzech konformacji biatka HSP90 z pszenicy wynika, ze jedynie dla konforma-
cji posredniej model dla biatka HtpG otrzymany w wysokim pH pasuje do danych eksperymental-
nych (rysunek 5.3). Samo dopasowanie charakteryzuje sie wartoscia wskaznika rozbieznosci y réwna
1,949. Modele dla biatka HSP90« (Krukenber i wsp., 2009b), Grp94 (Krukenber i wsp., 2009b) i
HtpG (Krukenber i wsp., 2009a) (konformacja w niskim pH) maja znacznie gorsze dopasowanie do
danych eksperymentalnych jak wida¢ na rysunku 5.3. Poréwnujac ksztalt krzywej P(r) dla konfor-
macji posredniej i krzywej P(r) dla bialka HtpG w wysokim pH (Krukenber i wsp., 2009a) mozna
zauwazy¢ spore podobienstwo, a w szczegélnosei ksztalt maksimum, ktére jest mniej symetryczne niz

w przypadku krzywych P(r) dla dwéch pozostalych konformacji biatka HSP90 z pszenicy. Dla dwoch
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pozostalych konformacji biatka HSP90 z pszenicy dopasowanie modeli SAXS (HSP90«, Grp94, HtpG
wysokie i niskie pH) daje wysokie wartoéci x. Tak, wiec dwie gléwne konformacje biatka HSP90 z
pszenicy sa inne niz te dla biatek HSP90 z innych organizméw. Poniewaz bakterie i drozdze sa duzo
mniej ztozonymi organizmami niz roéliny i ludzie, rola bialek HSP90 moze si¢ r6zni¢ pomiedzy tymi
grupami organizméw. W bakteriach i drozdzach biatko HSP90 byloby gléwnie odpowiedzialne za
faldowanie sie bialek w warunkach stresowych. Natomiast u roslin i ludzi, gdzie biatka sa bardziej
zlozone, a ich dzialanie podlega wiekszej regulacji, biatko HSP90 braloby udzial w stabilizowaniu
ich struktury w warunkach natywnych regulujac wiele szlakéw sygnalizacyjnych w komérce. Dlatego
tez dynamika i wplyw réznych czynnikéw zewnetrznych na konformacje bialek HSP90 z réznych
organizmow mogg by¢ inne. Bakteryjne i drozdzowe biatka HSP90 zmieniaja konformacje pod wptly-
wem wiazania analogu ATP na zamknieta (Krukenberg i wsp., 2008, Cunningham i wsp., 2012).
Natomiast ludzkie biatko HSP90 jedynie w bardzo malym stopniu zmienia swoja konformacje pod
wplywem AMPPNP. Pod tym wzgledem biatko HSP90 z pszenicy jest bardziej podobne do biatka
ludzkiego. Podobne zachowanie zaobserwowano dla bialtka HSP90 z pomaraficzy (Mendonga i wsp.,

2009), ktére wykazywalo bardzo mate zmiany pod wplywem wigzania innego analogu ATP - ATP~S.

5.5 Stechiometria i struktura kompleksu biatek HSP90 i SGT1 z ADP

Biatko HSP90, zeby pelni¢ swoja funkcje w koméree oddzialuje z biatkami ko-chaperonami, ktére
zaangazowane sa w regulacje jego aktywno$é ATPazy oraz oddzialywania z innymi biatkami (Taipale i
wsp., 2010). Kazdy z ko-chaperonéw oddziatuje z biatkiem HSP90 w skoordynowany sposéb w trakcie
cyklu faldowania biatka-klienta przy udziale biatka HSP90. Wykazano, ze ko-chaperony HSP90 w
skoordynowany sposéb tworza asymetryczne kompleksy (Li i wsp., 2011, Ebong i wsp., 2011). W
przypadku oddzialywania biatka HOP i ko-chaperonéw z rodziny izomeraz peptydyloprolinowych
(PPI), bialko to tworzy asymetryczny kompleks, w sktad ktérego wchodza dimer biatka HSP9O i
po jednej czasteczce biatka HOP i jednej czasteczki biatka z rodziny PPI: XAP2 (biatko PPI) lub
FKBP51 lub FKBP52. Samo bialko HOP w kompleksie z biatkiem HSP90 moze wystepowaé w
postaci asymetrycznego kompleksu zawierajacego jedna czasteczke biatka HOP i dimer biatka HSP90
a takze, w mniejszej ilosci w postaci symetrycznego dimeru dwoch podjednostek biatka HOP i dimeru
biatka HSP90. Wydaje si¢ wiec ze, asymetryczne formowanie si¢ kompleksu jest wazne dla dziatania
kompleksu biatka HSP90. Bialko HOP oddzialuje z bialtkiem HSP90 oraz HSP70 i uczestniczy w
przekazywaniu klientéw pomiedzy tymi dwoma kompleksami. Za pomoca mikroskopii elektronowej
okreslono strukture komplekséw biatka HOP z biatkiem HSP90 i biatkiem HSP70 z ADP (Alvira
i wsp., 2014). Model dla kompleksu bialek HSP90-HOP z ADP zaprezentowany jest na rysunku
5.4. Bialko HOP oddziatuje z C-terminalnym motywem MEEVD poprzez domene TPR2A oraz z
domeng $rodkowa poprzez domeny TPR1, DP1 i DP2.W kompleksie tym biatko HSP90 ma zamknieta
konformacje. Dodatkowo domena DP2 biatka HOP oddzialuje z fragmentem domeny N-terminalnej
biatka HSP90. W modelu otrzymanym przez grupe Agarda (Southworth i wsp., 2011) dla kompleksu
bialek HSP90 i HOP stabilizowanego wiazaniami S-S wystepuja dwie podjednostki biatka HOP, a
samo biatko HSP90 posiada otwarta konformacje (rysunek 5.4).
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HSP90-HOP-ADP (model TEM barwienie octanem uranylu)
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Rysunek 5.4 Poréwnanie struktury kompleksu bialek HSP90-HOP z ADP (Alvira i wsp., 2014)
w konformacji zamknietej otrzymanego za pomoca mikroskopii elektronowej (barwienie octanem ura-
nylu), modelu kompleksu bialek HSP90-HOP otrzymanego za moca techniki cryo-TEM (Southworth
i wsp., 2011) z modelem kompleksu HSP90-SGT1ASGS z ADP otrzymanego za pomoca techniki
SAXS (Poszczegdlne domeny biatka HSP90 oraz SGT1 zostaly nalozone recznie na model otrzymany

technika SAXS, nieuporzadkowany fragment na C-konicu zostal dorysowany w programie Corel Draw).

Z naszych badan wynika, ze biatko SGT1ASGS oddziatuje z biatkiem HSP90 w takiej samej ste-
chiometrii jak w strukturze biatka HSP90-HOP z ADP otrzymanej za pomoca mikroskopii TEM. W
kompleksie HSP90-SGT1ASGS jedna czasteczka biatka SGT1 oddzialuje z dimerem biatka HSP90.
W odroéznieniu jednak od biatka HOP, ktére wystepuje jako monomer, biatko SGT1 oraz SGT1IASGS
wystepuja w postaci dimeru. Tak wiec wiazanie biatka SGT1 do biatka HSP90 powoduje dysocjacje
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dimeru biatka SGT1. Nadmiar biatka SGT1 nad biatkiem HSP90 nie powodowal powstawania sy-
metrycznego kompleksu o stechiometrii: (HSP90)2(SGT1)y lub (HSP90)2(SGT1),. Tak wiec biatko
SGT1, najprawdopodobniej tak jak biato HOP, wystepuje w postaci asymetrycznego kompleksu z
biatkiem HSP90. Jest to kolejne, oprécz dynamicznego charakteru, modutowej budowy domenowej
oraz wiazaniu biatka HSP70, podobienstwo pomiedzy biatkami HOP i SGT1. Jednakze, w komplek-
sie z biatkiem SGT1ASGS, konformacja biatka HSP90 rézni sie od tej zaobserwowanej w kompleksie
z biatkiem HOP. Jak juz wspomniano wyzej w kompleksie z ADP i biatkiem HOP, biatko HSP90 ma
zamknigta konformacje. W przypadku biatka HSP90 z pszenicy w kompleksie z biatkiem SGT1ASGS
i ADP biatko HSP90 ma otwartg konformacje. Poniewaz nie stwierdzono oddziatlywania domeny SGS
z biatkiem HSP90, konformacja pelnej dlugosci biatka SGT1 powinna by¢ bardzo podobna. Domena
TPR biatka SGT1 nie oddzialuje z biatkiem HSP90 i skierowana jest w przeciwna strone niz wolny,
nie oddzialujacy z biatkiem SGT1, N-koniec biatka HSP90. Byé¢ moze, zawada sferyczna w postaci
domeny N-terminalnej biatka HSP90, zaburza oddzialywania pomiedzy domenami TRP w dimerze
biatka SGT1. Wiazanie biatka SGT1ASGS do biatka HSP90 oprocz dysocjacji dimeru nie wplywa
na jego dynamiczng strukture co jest odmienne niz w przypadku bialka HOP, ktére oddziatuje z
biatkiem HSP90 prawie na calej swojej dtugosci.

Uwaza si¢ takze, ze biatko SGT1 jest zaangazowane w faldowanie sie bialek zawierajacych do-
mene LRR. Domena SGS biatka SGT1 jest odpowiedzialna za oddzialywanie z domenami LRR. Co
ciekawe, jednoczeénie wykazano, ze domena SGS oddziatuje z biatkiem z rodziny HSP70 - HSC70
(ang. heat shock cognate 70 kDa) u Arabidopsis thaliana (Noél i wsp., 2007). Z kolei Stuttmann i
wspOlpracownicy (2008) zasugerowali, ze podobnie jak biatko HOP jest zaangazowane w faldowanie
sie domeny wiazacej ligand jadrowych receptoréow steroidowych, tak bialko SGT1 moze pelnié¢ ana-
logiczna funkcje w przypadku faldowania sie biatek z domena LRR. Do tej pory nie zidentyfikowano
innych biatek opiekunczych mogacych oddzialtywaé z biatkiem SGT1 i posredniczy¢é w procesie fal-
dowania si¢ bialek z domenami LRR. Biatko SGT1 w komérkach drozdzy wystepuje réwniez jako
dimer, a dimeryzacja biatka SGT1 jest potrzebna do formowania sie kinetochoru (Bansal i wsp.,
2009a). Dimeryzacja bialtka SGT1 in-vivo nie zostala potwierdzona w przypadku komérek roslin-
nych, aczkolwiek nie jest ona wymagana do pelnienia funkcji w odpowiedzi przeciwko patogenom
(Botér i wsp., 2007). Nie jest tez wiadomo czy sama dimeryzacja jest potrzebna do faldowania sie
biatek z domena LRR.

W celu sprawdzenia czy dimeryzacja biatka HSP90 potrzebna jest do dysocjacji biatka SGT1 po
jego zwigzaniu przeprowadzono badania SAXS dla biatka HSP90 bez domeny C terminalnej. Biatko
HSPI0AC jest monomerem w roztworze i podobnie jak biatko pelnej dtugosci wiaze tylko jedna pod-
jednostke biatka SGT1ASGS, réwniez kiedy biatko SGT1ASGS jest w nadmiarze. Wynika wiec, ze
dimeryzacja biatka HSP90 nie jest potrzebna do wiazania monomeru biatka SGT1ASGS. Watpliwe
jest réwniez, ze samo ADP wplywa na dysocjacje biatka SGT1. Po pierwsze, biatko SGT1IASGS w
takich samych warunkach jak te uzyte do badania kompleksu z pelnej dlugosci biatkiem HSP90 jest
dimerem. Roéwniez w analizie MCR-~ALS i SVD wykryto istnienie tylko trzech komponentéow: kom-
pleksu oraz nieskompleksowanych bialek HSP90/HSPIOAC i SGT1ASGS. Otwarta kwestia pozostaje
czy sama domena N-terminalna biatka HSP90 jest wystarczajaca do spowodowania dysocjacji dimeru
bialek SGT1 i SGT1ASGS. Poréwnujac modele pelnej dlugosci biatka HSP90 i biatka HSP9OAC z
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modelami kompleksu biatek HSP90-SGT1ASGS, HSPIOAC-SGT1ASGS oraz HSPIOAC-SGT1-CS
z ADP mozna wywnioskowaé, ze wiazanie domeny CS przez N-terminalna domene biatka HSP90 nie

zmienia konformacji samego biatka HSP90.

5.6 Analiza dimeryzacji domeny TPR biatka SGT1 z ré6znych organizméw

Powtérzenia TPR sa odpowiedzialne sa za oddzialywania biatko-bialko. Najbardziej znanym
przykladem oddzialywania jest wiazanie motywu EEVD wystepujacego na C-koncu bialek HSP70
i HSP90 przez domeny TPR biatka HOP. Innym przykladem oddzialywan z udziatem biatek z ro-
dziny TPR jest ich dimeryzacja. Przykladem homooligomeryzacji moze by¢ oddzialywanie dwéch
biatlek Cul9 z kompleksu promujacego anafaze APC (ang. anaphase promoting complex) czy tez
dimeryzacja konsensusowej domeny TPR (rysunek 5.5) (Zhang i wsp., 2010b, Krachler i wsp., 2010).
Innym ciekawym przykladem asocjacji domeny TPR, zaleznej w tym przypadku od temperatury, jest
dimeryzacja domeny TPR biatka Fisl (ang. Fision 1) (Lees i wsp., 2012). Bialtko Fisl jest zaangazo-
wane w proces dzielenia sie mitochondriow i peroksysomoéow. Wykazano, ze domena TPR biatka Fisl
pod wpltywem temperatury oraz denaturacji po powrocie do natywnych warunkéw ulega dimeryzacji.
Natomiast izolowany dimer po denaturacji powraca do stanu monomerycznego. Dimeryzacja biatka
Fisl zachodzi poprzez wymiane helis 1-3 oraz 4-6 pomiedzy podjednostkami. Rownowaga monomer-
dimer jest istotna dla pelnienia funkcji przez bialko Fisl poniewaz mutanty biatka Fisl (wylaczny
monomer lub dimer) sa niefunkcjonalne.

W przypadku domeny TPR z biatka SGT1 z jeczmienia, Arabidopsis thaliana i drozdzy piekarskich
dimeryzacja domeny TPR jest zalezna od sity jonowej i potencjatu redoks. Ludzkie biatko SGT1 nie
ulega dimeryzacji. Do tej pory nie udalo sie ustali¢ struktury przestrzennej dimeru domeny TPR
biatka SGT1. Za pomoca metody SAXS zbadano zachowanie sie w roztworze domeny TPR biatka
SGT1 z czterech organizméw: jeczmienia, Arabidopsis thaliana, drozdzy piekarskich oraz czlowieka.
Dla roslinnych bialek TPR dimeryzacja zachodzi w roztworach o niskiej sile jonowej, a rownowaga
monomer-dimer przesuwa si¢ w strone monomeru w roztworach o niskiej sile jonowej. Wyniki te sa
zgodne z wynikami otrzymanymi w pracy Nyarko i wspdlpracownikéw (Nyarko i wsp., 2007) oraz z
wynikami otrzymanymi dla pelnej dltugosci biatka SGT1 z jeczmienia. Domena TPR ludzkiego biatka
SGT1 nie ulegata dimeryzacji, co jest rowniez zgodne z danymi literaturowymi. Dla domeny TPR
biatka SGT1 z drozdzy piekarskich zaobserwowano inne zachowanie. Przede wszystkim w roztworze o
niskiej sile jonowej domena TPR wystepowala w postaci tetrameru o wydluzonym ksztalcie. Frakcja
tetrameru podobnie jak frakcje dimeru w przypadku domen TPR z roslinnych bialek SGT1 malala
wraz ze wzrostem sily jonowej. Jednoczesnie poczynajac od 100 mM KCI drozdzowa domena TPR
wystepuje w okolo 50 % w postaci dimeru. Co ciekawe frakcja dimeru pozostaje na stalym poziomie
w zakresie sily jonowej od 100 mM KCI do 800 mM KCIl. Dimeryzacja domeny TPR nie jest zalezna
od sity jonowej.
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Rysunek 5.5 Model dimeru domeny TPR biatka Fisl (Lees i wsp., 2012) wraz z miejscem muta-
cji A72P blokujacej dimeryzacje oraz model domeny TPR biatka ScSGT1 wraz z zaznaczona leucyna

31, ktorej mutacja L31P powoduje zahamowanie dimeryzacji biatka SGT1 in-vivo.

Wraz ze wzrostem sily jonowej wzrasta udzial wktadu monomeru domeny TPR drozdzowego
biatka SGT1. Jednak monomer tej domeny najprawdopodobniej jest czesciowo nieuporzadkowany,
jak wynika z wykonanych przeze mnie eksperymentéw SAXS. Odczyn roztworu uzytego w ekspery-
mentach SAXS byl obojetny (pH = 7,5) i byt on bardzo bliski punktowi izoelektrycznemu obliczonemu
na podstawie sekwencji aminokwasowej dla konstruktu domeny TPR z drozdzowego biatka SGT1.
By¢ moze domena TPR w tych warunkach jest bardziej niestabilna niz domeny TPR z biatka SGT1
z innych badanych przeze mnie organizméw. Konstrukt domeny TPR nie zawieral tez pierwszych 6
aminokwaséw (szesciu alanin), ktére nie sa zakonserwowane pomiedzy biatkami SGT1 z réznych orga-
nizméw (Azevedo i wsp., 2002). Dlatego tez, delecja tych aminokwaséw mogla wplywaé negatywnie
na zachowanie sie drozdzowej domeny TPR w roztworze. Jednoczesnie czesciowe rozplecenie domeny
TPR umozliwialoby podobna wymiane domen jak w przypadku biatka Fisl. Co ciekawe mutacja leu-
cyny w pozycji 31 powodujaca jej zmiane w proline jest odpowiedzialna za zahamowanie dimeryzacji
drozdzowego biatka SGT1 (Bansal i wsp., 2009a). Podobnie, mutacja powodujaca zamiane alaniny
72 na proling w obrebie domeny TPR biatka Fisl powodowata zahamowanie dimeryzacji i wymiany
domen. Na rysunku 5.5 przedstawiony jest model dimeru biatka Fisl oraz monomeru domeny TPR

biatka ScSGT1 wraz z zaznaczonymi miejscami mutacji zaburzajacymi dimeryzacje.

5.6.1 Modelowanie dimeru domeny TPR biatka SGT1

Niskorozdzielcze modele otrzymane na podstawie danych SAXS dla monomeru domeny TPR
biatka SGT1 z jeczmienia, Arabidopsis thaliana i czlowieka maja bardzo podobny ksztalt, tak samo
jak modele otrzymane z programéw do modelowania bioinformatycznego. Takze, struktura mo-
nomeru jest zachowana pomiedzy badanymi organizmami. Oczywidcie moga wystepowaé roznice,
ktérych nie da si¢ zauwazyé za pomocy techniki SAXS. Jedynie dla drozdzy piekarskich domena
TPR ma wydluzony ksztalt i najprawdopodobniej ma nieuporzadkowany charakter.

Jak dotad brak jest dokladnych danych strukturalnych odnosnie dimeryzacji domeny TPR bialtka

SGT1. Wiadomo jedynie z eksperymentow spektrometrii masowej w polaczeniu z chemicznym siecio-
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waniem, ze w dimeryzacji przypuszczalnie bierze udzial C-terminalna cze$é domeny TPR. Wykazano
rowniez, ze oksydacja pary cystein, ktora takze znajduje sie w C-termianalnej czesci rodlinnych bialek
SGT1 zaburza dimeryzacje. Na postawie danych SAXS udalo sie otrzymaé¢ modele tréjwymiarowe
dimeru domeny TPR biatka SGT1 z jeczmienia, Arabidopsis thaliana i drozdzy piekarskich. Dla
domeny TPR z jeczmiennego biatka TPR udalo si¢ otrzymaé tylko jeden model, ktéry jest zgodny z
do$wiadczeniami ze spektrometrii masowej. Natomiast dla bialek z Arabidopsis oraz drozdzy piekar-
skich otrzymano kilka modeli, ktorych struktura rézni sie miedzy soba cho¢ wszystkie maja bardzo
podobne krzywe SAXS i dopasowanie do danych eksperymentalnych. Modele otrzymane w programie
DAMMIN dla réznych organizméw sg bardzo podobne do sobie co potwierdza, ze najprawdopodob-
niej struktura dimeru moze by¢ zachowana pomiedzy organizmami, choé jak bylo wspomniane wyzej
istnieja réznice w zachowaniu sie¢ dimeru pomiedzy roslinami a drozdzami. W przypadku domeny
TPR z Arabidopsis otrzymane modele dimeryzuja boczna strona domeny TPR poprzez petle taczace
helisy w powtérzeniu TPR. Dla biatka drozdzowego otrzymano modele, ktére oddziatuja wklesta
strong bialka (tworza strukture podobna do chifiskiego znaku Yin i Yang). W obu typach modeli
C-terminalna czesé bialka bardzo czesto bierze udzial w dimeryzacji. Niestety rozdzielczo$é danych
SAXS nie pozwala jednoznacznie wyznaczy¢ struktury dimeru biatka SGT1. Nie mniej jednak znacz-
nie przybliza nas do poznania doktadnego mechanizmu dimeryzacji. Strukture dimeru domen TPR
podobna do modelu dla drozdzowej domeny TPR, zaobserwowano dla biatka Cdc23 z drozdzy Schi-
zosaccharomyces pombe. Dwie podjednostki N-terminalnej domeny tworza takze strukture podobna
do znaku Yin i Yang (Zhang i wsp., 2013). Z drugiej strony dla domeny TPR, biatka BUB1 okreslono
strukture dimeru, w ktorej to dimeryzacja zachodzi poprzez oddzialywanie petli pomiedzy helisami z
powtérzen TPR (Bolanos-Garcia i wsp., 2009). Takze, poréwnujac struktury dimeréw innych bialek
TPR mozna wywnioskowaé, ze oba modele dimeryzacji domeny TPR biatka SGT1 sa réwno praw-
dopodobne. Na rysunku 5.6 przedstawione jest poréwnanie modeli dla dimeru domeny TPR bialka
SGT1 z biatkami BUB1 i Cdc23. Co ciekawe otrzymany niezaleznie model tetrameru domeny TPR
drozdzowego biatka SGT1 zawiera rdzen w postaci dimeru domeny TPR. Rdzen ten ma taka sama
strukture jak otrzymany wcze$niej, na podstawie krzywej SAXS, model dla dimeru domeny TPR.
Takze, bardzo mozliwe jest, ze dimer domeny TPR stanowi integralng czes¢ tetrameru i wraz ze

wzrostem silty jonowej, tetramer ulega dysocjacji na dimer oraz dwie podjednostki monomeryczne.
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Model SAXS domeny TPR biatka AtSGT1a Model SAXS domeny TPR biatka ScSGT1a

=

Struktura domeny TPR biatka BUB1 Struktura dimeru domeny N-terminalnej SpCdc23

Rysunek 5.6 Poréwnanie modeli dla dimeru domeny TPR biatka SGT1 z Arabidopsis thaliana
i drozdzy piekarskich z strukturami dimeru domeny TPR biatka BUB1 z drozdzy piekarskich (kod
pdb: 3ESL, Bolanos-Garcia i wsp., 2009) oraz Cdc23 (kod pdb: 3ZN3, Zhang i wsp., 2013) z drozdzy

Schizosaccharomyces pombe.
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6 Podsumowanie

Otrzymane dotychczas wyniki prowadzonych przeze mnie prac badawczych w ramach pracy dok-

torskiej mozna podsumowaé¢ w postaci przedstawionych ponizej wnioskéw:

e Biatko SGT1 z jeczmienia, zaréwno w formie monomerycznej jak i dimerycznej posiada dyna-
miczna strukture, w ktérej regiony zmienne (VRI i VR2) pomiedzy domenami TPR, CS i SGS

sg nieuporzadkowane.

e Bialko RAR1 podobnie jak biatko SGT1 ma wydluzony ksztalt i dynamiczna strukture, w kté-
rej domeny CHORD Ii CHORD II zachowuja sie jak bryly sztywne a fragment pomiedzy nimi

jest nieuporzadkowany.

e Niskorozdzielcza struktura w roztworze monomeru domeny TPR biatka SGT1 z Arabidopsis
thaliana, jeczmienia i ludzkiego homologu jest bardzo podobna. Z modelowania bioinforma-
tycznego wynika, ze struktura domeny TPR biatka SGT1 jest bardzo podobna do struktury
domeny TPR wystepujacych w innych biatkach.

e Domena TPR z roslinnych biatek SGT1 wystepuje w roztworze w rownowadze monomer-dimer,
a rownowaga ta zalezna jest od sily jonowej. W modelu dimeru domeny TPR jeczmiennego
biatka SGT1 w dimeryzacji bierze udzial C-terminalny fragment bialtka, co zgadza sie z wyni-
kami spektrometrii mas i sieciowania chemicznego. Dla domeny TPR z biatka SGT1a z Ara-
bidopsis otrzymano na podstawie danych SAXS model dimeru, w ktérym dwie podjednostki
domeny TPR oddzialuja poprzez petle pomiedzy helisami o powtérzen TPR znajdujace sie na
bocznej krawedzi modelu domeny TPR. Dla domeny TPR z Arabidopsis otrzymano réwniez
model, w ktérym w dimeryzacji bierze udzial C-terminalny fragment. Dla obu typow otrzyma-

nych modeli warto$¢ dopasowania y jest bardzo podobna.

e Domena TPR drozdzowego biatka SGT1 w roztworze wystepuje w rownowadze monomer-dimer-
tetramer. Frakcja tetrameru przewaza w roztworach o niskiej sile jonowej. Wraz ze wzrostem
sity jonowej rosnie wklad frakcji monomerycznej. Natomiast frakcja dimeru w zakresie stezenia
KClI od 100 mM do 800 mM wystepuje na stalym poziomie 50 %. Tak wiec dimeryzacja domeny
TPR nie zalezy od sily jonowej. Niskorozdzielczy model dimeru domeny TPR ma ksztalt bar-
dzo podobny do modeli otrzymanych dla domeny TPR z biatka SGT1 z Arabidopsis thaliana i

jeczmienia.
e Niskorozdzielczy model tetrameru domeny TPR biatka SGT1 z drozdzy piekarskich ma wy-
dtuzony ksztalt. Rdzen tetrameru stanowi dimer domeny TPR o strukturze takiej samej jak

model otrzymany dla dimeru domeny TPR.

e Monomer domeny TPR biatka SGT1 z drozdzy piekarskich jest czeSciowo nieuporzadkowany.
Nieuporzadkowany monomer podobnie jak biatko Fisl z drozdzy piekarskich mégtby dimery-
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zowadé poprzez czesciowa wymiane domen, co prowadziloby do powstania dimeru odpornego na
wysokie stezenie soli. W modelu réwnowagi oligomerycznej domeny TPR biatka SGT1 z droz-
dzy piekarskich tetramer sktada sie z dimeru najprawdopodobniej powstalego poprzez wymiane
domen oraz dwoch podjednostek monomerycznych asocjowanych z dimerem. Wazrost silty jo-

nowej powoduje oddysocjowanie dwéch podjednostek monomerycznych od dimeru domen TPR.

Biatko HSP90 z jeczmienia ma niskorozdzielczg strukture w roztworze bardzo podobna do tej
zaobserwowanej dla ludzkiego i drozdzowego biatka HSP90. Biatko HSP90 wystepuje w roz-
tworze gltéownie postaci konformacji otwartej a wiazanie nukleotydéw ADP lub AMPPNP nie

zmienia zasadniczo réwnowagi konformacyjnej.

Temperatura i sitla jonowa znaczaco wplywaja na dynamike konformacyjna biatka HSP90 z
pszenicy. W roztworze biatko HSP90 z pszenicy wystepuje w réwnowadze trzech konformacji:
otwartej, zamknietej i posredniej. Zaréwno wysoka sita jonowa jak i temperatura przesuwaja

réwnowage konformacyjna w strone konformacji otwarte;j.

Konformacja posrednia biatka HSP90 z pszenicy jest bardzo podobna do struktury biatka HtpG
z F.coli zaobserwowanej w roztworach o wysokim odczynie pH. Pozostale stany konformacje
biatka HSP90 z pszenicy sa podobne do struktury bialek z rodziny HSP90 w roztworze lecz

wykazuja wyrazne réznice.

Czynniki zewnetrzne jakie jak pH, temperatura i sila jonowa wykazuja podobny wplyw na réw-
nowage konformacyjna biatek z rodziny HSP90 z réznych organizméw i powoduja przesuniecie

tej rownowagi w strone konformacji otwarte;j.

Za pomoca analizy SVD i MCR-ALS zbadano kompleks bialek HSP90 i SGT1 z ADP z jecz-
mienia. Za pomoca techniki MCR~ALS otrzymano krzywe rozpraszania dla kompleksu biatek
HSP90-SGT1ASGS, HSPO9OAC-SGT1ASGS oraz HSP9OAC-SGT1-CS.

Biatko SGT1IASGS w kompleksie z pelnej dlugosci biatkiem HSP90 wystepuje w formie mo-
nomerycznej i tworzy asymetryczny kompleks o stechiometrii 2:1. W kompleksie z biatkiem
SGT1ASGS biatko HSP90 wystepuje w otwartej konformacji.

Dimeryzacja biatka HSP90 nie jest potrzeba do dysocjacji dimeru biatka SGT1ASGS pod-
czas jego przylaczania. Biatko HSP9OAC jest monomerem w roztworze i wiaze sie z biatkiem

SGT1ASGS w stosunku molowym 1:1.

Domena CS biatka SGT1 oddzialuje z N-terminalna domena biatka HSPIOAC. Wiazanie do-
meny CS nie zmienia ogdlnej konformacji biatka HSP9OAC.
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Uzyskane wyniki pozwalaja w chwili obecnej na zaplanowanie kolejnych badan w szczegdlnosci z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej czy spektrometrii mas, ktére w przyszlosci beda mogly

zaowocowaé pelnym opisem mechanizmu tworzenia kompleksu biatek HSP90-SGT1-RARI.
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