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Streszczenie

Praca koncentruje si¢ wokot charakterystyki strukturalnej i funkcjonalnej wybranych biatek
wirusowych. Opisane wyniki badan dotyczg transglikozylazy P5 z bakteriofaga ¢ 6 oraz
biatka nukleokapsydu (N) ludzkiego a koronawirusa NL63 (HCo NL63).

Gospodarzem faga ¢ 6 jest Pseudomonas syringae, Gram — ujemna bakteria, patogen wielu
gatunkow ro$lin uprawnych. Enzym PS5 wykazuje aktywnos$¢ lityczng wobec $ciany
komorkowej bakterii Gram — ujemnych. Biatko P5 zostato wstepnie zaklasyfikowane jako
proteaza o potencjalnie nowym mechanizmie katalizy. P6zniej jednak pojawily si¢ sugestie
wskazujace na mozliwy mechanizm dzialania jako litycznej transglikozylazy. Celem badan
opisanych w rozprawie bylo scharakteryzowanie aktywnoS$ci katalitycznej 1 mechanizmu
dziatania poprzez potaczenie analizy biochemicznej i strukturalnej. Uzyskana struktura
krystaliczna jest analogiczna do lizozymu i litycznych transglikozylaz sugerujac, ze PS5
wykazuje jeden z powyzszych rodzajow aktywnos$ci, a tym samym nie jest zapewne proteaza.
Analiza specyficzno$ci substratowej na substratach syntetycznych oraz wyizolowanej $cianie
bakteryjnej pozwolity na identyfikacj¢ produktow typowych dla litycznych transglikozylaz.
Tym samym wykazano, ze P5 nie posiada aktywno$ci proteolitycznej ani lizozymu,
a wykazuje aktywno$¢ litycznej transglikozylazy. Ukierunkowana mutageneza kluczowych
reszt aminokwasowych potwierdzita powyzsza konkluzje.

Biatko P5 poza domena katalityczng posiada nietypowe wydtuzenia N- i C- koncoéw. W pracy
wykazano, ze czg$¢ N-koncowa, jak i helisa C-koncowa uczestnicza W regulacji aktywnoS$ci
P5. w przypadku helisy C-koncowej wyjasniono szczegélowo mechanizm dziatania poprzez
analize aktywnosci szeregu mutantow punktowych.

Zainteresowanie fizjologia wirusoéw sklonito mnie takze do podjecia badan nad biatkami
strukturalnymi koronawirusow. Koronawirusy odpowiadaja za infekcje gornych i dolnych
drég oddechowych u ludzi. Szacunkowo, okoto 1 — 10% populacji cierpi rocznie na
przezigbienia (infekcje gornych drog oddechowych) wywotane przez ludzkiego koronawirusa
NL63 (HCoV NL63). Biatko N jest gldéwnym biatkiem strukturalnym formujacym
nukleokapsyd HCoV NL63. Ponadto, biatko N jest zaangazowane W inne procesy, w tym
replikacj¢ wirusa oraz unikanie odpowiedzi uktadu immunologicznego. Podczas, gdy rola
biatka N w replikacji wirusa jest wzglednie dobrze poznana, dane na temat struktury biatka N
a-koronawirusow nie byly znane na dzien rozpoczecia badan. W pracy opisano struktury
krystaliczne domen N- i C- (odpowiednio NTD, reszty 10-140 i CTD, reszty 221-340) biatka
N pochodzacego z a-koronawirusa HCoV NL63, obydwie z rozdzielczoscig 1.5 A. W oparciu

0 struktur¢ NTD zaproponowano model wigzania RNA, a nastepnie zweryfikowano go
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eksperymentalnie. Struktura domeny C-terminalnej ukazata, ze biatko N w naturze wystepuje
w formie dimeru. Badania te pozwolity na lepszy wglad w poczatkowe etapy interakcji biatko
N / kwas nukleinowy. Badania opublikowano w 2017 r. w czasopismie Journal of Virology,
91(11), e02503-16.

Podsumowujac, wyniki przedstawione W niniejszej pracy poszerzaja podstawowa wiedze na
temat fizjologii wirusow, W szczegdlnosci roli transglikozylazy PS5 z bakteriofaga ¢ 6 oraz
biatka nukleokapsydu HCo NL63. W szerokiej perspektywie badania te mogg przyczynic¢ sie

do opracowania metod kontroli patogenoéw roslinnych i koronawirusowych zakazen ludzi.



Abstract

This study focuses on the structural and functional characteristic of selected viral proteins.
The described research relates to P5 transglycosylase from bacteriophage ¢ 6 and the
nucleocapsid protein (N) of human a coronavirus NL63 (HCo NL63).

Phage ¢ 6 infects Pseudomonas syringae, a Gram — negative bacterium, a pathogen of a
number of crops. The P5 enzyme exhibits lytic activity against the cell wall of Gram —
negative bacteria. P5 has been initially classified as a protease with potentially novel
mechanism of catalysis. Later, however, suggestions appeared which indicated a possible
mechanism of P5 action as a lytic transglycosylase. The aim of research described in this
dissertation was to characterize the catalytic activity and the mechanism of action of P5 by
combining biochemical and structural approaches. The crystal structure solved in this study is
analogous to lysozyme and lytic transglycosylase structures suggesting that P5 exhibits one of
the above activities and thus it probably is not a protease. Analysis of the substrate specificity
using synthetic substrates and isolated bacterial cell wall allowed identification of products
typical for lytic transglycosylases. Overall, this study demonstrated that P5 exhibits neither
proteolytic or lysozyme activities, but rather is active as lytic transglycosylase. Site directed
mutagenesis of key amino acid residues confirmed the above conclusion.

Aside the catalytic domain, P5 contains atypical N- and C- terminal extensions. It is shown
here that the N-terminal part as well as the C-terminal helix participate in regulation of P5
activity. The mechanism by which C-terminal helix regulates P5 activity is explained in detail
by analysing the activity of a number o point mutants.

My interest in the physiology of viruses has further prompted me to undertake studies on
coronavirus structural proteins. Coronaviruses are responsible for upper and lower respiratory
tract infections in humans. Annually, an estimated 1 - 10% of the population suffers from
symptoms of common cold resulting from human coronavirus NL63 (HCoV NL63) infection.
The N protein is a major structural protein which forms the nucleocapsid of HCoV NL63. In
addition, N protein is involved in other processes, including viral replication and in avoiding
the response of the immune system by the virus. While the role of N protein in viral
replication is relatively well understood, structural data on N protein from a-coronavirus were
non-existent at beginning of the study. The study reports crystal structures of the N- and C-
domains (NTD, residues 10-140 and CTD, residues 221-340) of N protein derived from the a-
coronavirus HCoV NL63, both with a resolution of 1.5 A. Based on the NTD structure, an
RNA binding model was proposed and verified experimentally. The structure of the C-

terminal domain demonstrated that the N protein occurs in the form of a tight dimer likely
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preserved in nature. Overall, the studies described here have provided a better insight into the
initial stages of N protein - nucleic acid interaction. The results of characteristic of N-protein
of human coronavirus NL63 were published in 2017 in the journal Journal of Virology, 91
(11), e02503-16.

In conclusion, the results presented in this study broaden our basic knowledge about the
physiology of viruses, in particular the role of P5 transglycosylase from the phage ¢ 6 and the
nucleocapsid protein of human coronavirus NL63. In a broad perspective, these studies can
contribute to the development of methods for the control of plant pathogens and coronavirus

human infections.
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Wykaz skrotow

A Angstrem, jednostka dlugosci wynoszaca 10 m

CBB biekit brylantowy Coomasie R-250 (ang. Coomassie Briliant Blue R-250)
CCD detektor CCD, (ang. Charge Coupled Device)

CMOS uktad wielu elementow $wiattoczutych (ang. Complementary Metal-Oxide—

Semiconductor)

Ccv objetos$¢ kolumny (ang. Column Volume)
Da Dalton, jednostka masy atomowej
EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy; inaczej kwas wersenowy

(ang. Ethyleneiaminetetraacetic acid)

FP polaryzacja fluorescencji (ang. Fluorescence polarization)

FPLC szybka chromatografia cieczowa biatek (ang. Fast protein liquid chromatography)

g sita grawitacji (ang. g force)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

HEPES kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy

(ang. 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid)

IMAC chromatografia powinowactwa na immobilizowanych jonach metalu (ang.
Immobilised Metal Affinity Chromatography)

IPTG izopropylo-1-tio-B-D-galaktopiranozyd (ang. Isopropyl-1-thio-B-D-
galactopyranoside)

LB bulion lizogenny (ang. lysogeny broth)

LC-MS chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig masowg

MAD dostrojona dyfrakcja anomalna (ang. Multiwavelength Anomalous Diffraction)

mDAP kwas mezo-2,6-diaminopimelinowy (ang. meso-2,6- diaminopimelic acid)

MIR wielokrotne podstawienie izomorficzne (ang. Multiple Isomorphous Replacement)

MIRAS wielokrotne podstawienie izomorficzne wspomagane anomalnym rozpraszaniem
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MST
oD

PAGE

PFU
RT
RMSD

SAD

SDS

SDS-PAGE

SIR

SIRAS

TEM

TOF-Q

Tris
viv

wit

(ang. MIR Anomalous Scattering)
termoforeza mikroskalowa (ang. Micro-Scale Thermophoresis)
gestos¢ optyczna (ang. optical density)

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
(ang. poliacrylamide gel electrophoresis)

jednostka tworzaca tysinke (ang. plaque-forming unit)
temperatura pokojowa (ang. room temperature)
$rednie kwadratowe odchylenie (ang. root-mean-square deviation)

anomalna dyfrakcja przy jednej dtugosci fali
(ang. Single-wavelength Anomalous Diffraction)

dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(ang.sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

pojedyncze podstawienie izomorficzne
(ang. Single Isomorphous Replacement)

anomalne rozpraszanie dla pojedynczego podstawienia izomorficznego
(ang. SIR Anomalous Scattering)

transmisyjny mikroskop elektronowy
(ang. Transmission Electron Microscope)

kwadrupol/czas przelotu
(ang. Quadrupol/Time-of-Flight)

tri-(hydroksymetylo)aminometan
stosunek objetosciowy (ang. volume for volume)

typ dziki (ang. wild type)
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1. Cele pracy

1. Fag ¢ 6 infekujacy Pseudomonas spp. jest do$¢ dobrze poznanym bakteriofagiem.
Pomimo tego wiedza na temat jego lizyny PS5 wciaz nie jest pelna. W literaturze mozna
znalez¢ trzy publikacje dotyczace tego biatka. Pierwsza z nich, biochemiczna, opisuje P5 jako
proteaze. Druga, bioinformatyczna, wskazuje na podobienstwo P5 do lizozymu. Trzecia praca
dotyczaca w przewazajacej cze$ci analizy zdolnosCi przystosowania fagéw dozmian
srodowiska sugeruje w jednym z rozdziatow, ze biatko P5 moze by¢ transglikozylaza na co
wskazuja aspekty strukturalne podejmowane w tej pracy. Moje badania miaty na celu
wyjasnienie kontrowersji dotyczacych mechanizmu dzialania bialka PS5 pochodzacego
z bakteriofaga ¢ 6 poprzez jego szczegolowa analize enzymologiczng i strukturalna.

2. Jak wskazuja rozne badania, nawet do 10% populacji ludzkiej cierpi rocznie na
infekcje drog oddechowych wywotanych koronawirusem NL63 (HCoV NL63). Wirusy
posiadajag wzglednie prosta budowe - w ich sktad wchodzi kilka biatek i kwas nukleinowy.
Biatko nukleokapsydu (N) chroni wirusowy kwas nukleinowy ludzkiego koronawirusa NL63
podczas jego bytnosci poza komoérkami gospodarza. Celem pracy byta charakterystyka
strukturalna i1 funkcjonalna bialka N ludzkiego koronawirusa NL63 podjcta dla
poszerzenia wiedzy na temat fizjologii wirusa. Prace te w przysztoSci maja szans¢ pomoc

w kontrolowaniu zakazen i infekcji.
Szczegbdlowe cele pracy obejmowaly:

1. Otrzymanie biatka PS5 pochodzacego z bakteriofaga ¢ 6, jego krystalizacja
| rozwigzanie struktury trzeciorzgdowej, atakze jednoznaczne stwierdzenie rodzaju
katalizowanej reakcji.

2. Otrzymanie N- iC- terminalnej domeny biatka N nukleokapsydu ludzkiego
koronawirusa NL63, krystalizacja irozwigzanie struktur trzeciorzgdowych, a nastepnie
wytypowanie reszt biorgcych udziat W wigzaniu kwasu nukleinowego

1 eksperymentalne potwierdzenie sugerowanego sposobu wigzania.
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2. Wprowadzenie

2.1 Historia biologii strukturalnej

Poczatek krystalografii rentgenowskiej przypada na rok 1895 kiedy to Wilhelm Conrad
Rontgen odkryl promieniowanie rentgenowskie [1,2]. Kolejne wazne wydarzenie miato
miejsce w 1912 r., kiedy niemiecki fizyk Max von Laue zademonstrowal zjawisko dyfrakcji
promieni rentgenowskich na krysztatach pentahydratu siarczanu miedzi (CuSO4-5H20), za
co zostal uhonorowany Nagroda Nobla w dziedzinie fizyki (1914). Nastepnie Sir William
Lawrence Bragg we wspotpracy z ojcem, Williamem Henry Braggiem, opracowali rownanie
opisujace zalezno$¢ wigzacg geometri¢ krysztatu, padajacego promieniowania (1) i katem
(©), pod ktorym obserwowane jest interferencyjne maksimum. To fundamentalne rownanie
znane dzisiaj pod nazwa Prawo Bragga: 2\ = 2d sin © jest stosowane po dzien dzisiejszy
w krystalografii rentgenowskiej, ale tez wroznych wariantach dyfraktometrii oraz
spektroskopii promieniowania rentgenowskiego. W. H. Bragg dodatkowo zastuzyt si¢
W dziedzinie krystalografii budujac pierwszy spektrometr rentgenowski [3], co umozliwito
mu rozwigzanie struktury m.in. diamentu [4].

Rejestracja 1 interpretacja obrazoéw dyfrakcji Kkrysztatow makromolekut biologicznych
stanowita jednak znacznie bardziej skomplikowane wyzwania. Od prozaicznych jakimi bylo
wysychanie krysztatow gdy montowano je na szkietkach, a wigc gdy byly wyeksponowane na
dziatanie powietrza, woda szybko odparowywata i tracity strukture krystaliczng oraz
wlasciwosci  dyfrakcyjne. Probujac utrzyma¢ krysztalty wysoko uwodnione zaczgto
przechowywac je w parach roztworu W ktorym powstaty (tzw. rezerwuar, ang. mother liquor)
co pozwolito na ominigcie problemu wysychania. Pierwsza udokumentowana dyfrakcja

z zastosowaniem niniejszej metody pochodzita od krysztatlow pepsyny [5].

Drugim problemem byl nosnik danych z dyfrakcji, atakze szybkos$¢ ich zapisu ianalizy
otrzymanych danych. Na poczatku zapisywanie obrazow dyfrakcyjnych odbywato si¢ na
Kliszy fotograficznej, a metody pomiarow byly takie same, jak dla malych struktur.
W przypadku biatek zajmowalo duzo czasu oraz wigzalo si¢ z potrzeba zapewnienia
znacznych ilosci analogicznych krysztatow. Nowe metody rotacyjne (ang. screenless rotation
method) oraz kamera oscylacyjna (ang. oscillation camera), opracowane przez Uli Arndt
i Alan Wonacott byly ogromnym krokiem naprzod w krystalografii biatek. Wciaz jednak
wymagaly znacznego nakladu czasu, poniewaz intensywno$¢ zebranych refleksow

pochodzacych z rozpraszania promieniowania rentgenowskiego nalezato analizowa¢ recznie
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skanerem optycznym (ang. optical scanners). Prawdziwy przetom nastapil wraz
Z automatyzacja metody. Poczawszy od kontrolowanego komputerowo licznika
proporcjonalnego (ang. wire chamber), za opracowanie ktérego Georges Charpak otrzymat
Nagrode Nobla w dziedzinie fizyki w 1992, poprzez pozniejsze plyty obrazowe, urzadzenia
sprze¢zone Z tadunkiem, az po dzisiaj stosowane takie jak elektroniczne uktady odczytu CCD,
czy CMOS, atakze aktywne detektory pikseli, jak np. Pilatus, ktory taczy matryce typu
CMOS z pikselowanymi czujnikami krzemowymi. Metody te stosuje si¢ przy najbardziej
wymagajacych badaniach krystalograficznych. Sposréd wielu zalet detektora typu Pilatus,
mozna wyszczegolni¢ chtodzenie powietrzem, co zapewnia niewielkie wymagania
eksploatacyjne, odczyty - prowadzi w krotkich czasach (7 msek) oraz bardzo niski poziom
szumu. Detektor ten charakteryzuje si¢ wysoka czestotliwoscig obrazoéw i duza szybkosScia
zliczania. Postgp W generowaniu promieniowania rentgenowskiego rowniez byt olbrzymi na
przestrzeni lat, pierwotne proste lampy generujace promieniowanie o malej intensywnosci
zostaly wyparte przez wirujaca anode, a nastepnie zostalo wprowadzone promieniowanie
synchrotronowe [49]. Poczatkowe synchrotrony ulepszano dla potrzeb generacji
promieniowania. W ostatnich latach badane sg mozliwosci zastosowania laseréw ha
swobodnych elektronach (FEL ang. Free Electron Laser) [6]. Postepy te poprawiajg jakosé
I intensywno$¢ promieniowania rentgenowskiego dostgpnego do pomiaréow 0 wiele rzedow
wielko$ci. Co za tym idzie znacznie skrocit si¢ czas zbierania danych od pierwotnie miesiecy,
poprzez kilka godzin na synchrotronach pierwszej generacji do kilkunastu sekund na obecnie
rutynowo uzywanych synchrotronach trzeciej generacji. Silne wigzki promieniowania
rentgenowskiego nie sg jednak pozbawione wad — powoduja one szybka degradacja krysztatu.
Jego zywotnos$¢ moze zosta¢ wydtuzona poprzez witryfikacje w parach azotu i utrzymywanie
w temperaturze kriogenicznej podczas pomiaru. Jest to obecnie rutynowa metoda, ktora byta

popularyzowana pod koniec lat *80 [7].

Sposrod wielu problemow krystalografii ogromnym wyzwaniem byla analiza danych
potocznie zwana rozwigzywaniem struktury. W przypadku makromolekut, a nawet bardziej
skomplikowanych soli niemozliwe byto stosowanie metod bezposrednich do okreslania
wspolczynnika fazowego, tak jak odbywato si¢ to w przypadku rozwigzywania krysztatow
soli prostych. Krokiem milowym bylo wprowadzenie przez Arthura Lindo Pattersona wektora
interpretacji przestrzeni [8]. Tak zwana funkcja Pattersona umozliwita rozwigzanie problemu
fazowego w rentgenografii dla struktur zawierajacych atom pierwiastka cigzkiego. Po raz

pierwszy metod¢ zastosowano do rozwigzania struktur alunow (zwiazkow 0 ogdlnym wzorze
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KAI(SO,),:12H,0 [9] i ftalocyjaninow (CgHsN2)sH2) [10]. Metoda umozliwita takze
rozwigzanie pierwszej struktury biatka - hemoglobiny, czego wyniki Max Perutz opublikowat
w 1960 r. [11]. Od tamtej pory metoda ci¢zkich atoméw ewoluowata i zamiast rteci, platyny
lub zlota, obecnie uzywamy atomow lzejszych, jak selen, czy siarka. Co wiecej opracowano
wiele wariantow metody opartej na atomach cigzkich, jak np. MIR lub SIR (ang. multiple- /
single-isomorphous replacement) [12], z dodatkowym uzyciem rozpraszania anomalnego
(ang. anomalous scattering) MIRAS lub SIRAS. Najpopularniejszymi obecnie metodami
umozliwiajgcymi okre$lenie struktury de novo s3 MAD i SAD, gdzie wykorzystywany jest
jedynie sygnal anomalny (ang. multi- / single-wavelength anomalous diffraction). Ze wzgledu
na czegsto wystepujace uszkodzenia spowodowane promieniowaniem (ang. radiation
damage), generalnie stabg jakos¢ dyfrakcji pochodzacej od krysztalow biatek oraz czynniki
powodujace szum, anomalny sygnal z pojedynczego krysztatu nawet dzi§ nie zawsze jest
wystarczajaco dobry dla rozwigzania struktury.

W 2013r. Liu wraz z W.A. Hendricksonem po raz pierwszy opisali podejscie do zbierania
danych krystalograficznych polegajace na zastosowaniu wielu krysztatow i pojedynczej fali
promieniowania rentgenowskiego (multi-crystal SAD) [13]. W metodzie tej wybierane sa
doktadniejsze sygnaty anomalne poprzez taczenie danych z wielu krysztatow.

Wraz z ulepszaniem metod w krystalografii rentgenowskiej z roku na rok zaczg¢to przybywaé
nowopoznanych trzeciorzedowych struktur biatkowych (Rysunek 1). Na dzien 1.09.2018r.
w PDB (Protein Data Bank), bazie w ktorej deponowane sg struktury makromolekut, znajduje
si¢ az 128 750 struktur poznanych dzigki metodzie dyfrakcji rentgenowskiej. W tak bogatej
bazie cz¢sto dostepny jest podobny analog strukturalny, ktory moze by¢ stosowany jako
model w metodzie podstawienia molekularnego (MR, ang. Molecular Replacement), czyli
metodzie okreslania wspotczynnika fazowego na podstawie znanego juz modelu biatka.
Pierwszych prob udoktadnienia struktur biatkowych (ang. refinement) dokonywano od
poznych latach 60. Przeprowadzal je Robert Diamond prébujac dopasowac czasteczke
lizozymu do mapy elektronowej [14]. Kilka lat pdzniej grupa Lyle Jensen’a przeprowadzita
automatyczne udoktadnienie struktury rubredoksyny [15,16]. Od tamtej pory
oprogramowanie wzbogacito si¢ 0 algorytmy wykorzystujace wyrafinowane podejscia
probabilistyczne oparte na maksymalnym prawdopodobienstwie (ang. maximum likelihood).
Rosngca liczba zdeponowanych struktur krystalicznych biatek ikwaséw nukleinowych
pozwolila na rozwini¢cie obliczeniowych metod modelowania molekularnego. Pionierami
tego podejscia byli Martin Karplus, Michael Levitt i Arich Warshel, ktorym udalo si¢
polaczy¢ fizyke klasyczng Newtona z fizykag kwantowa w algorytmy umozliwiajace
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modelowanie. Za swoje badania otrzymali w 2013r Nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii.
Stworzone przez nich metody obliczeniowe pozwalaja np. na symulacje interakcji czasteczek.
Przewidywania te sa w wielu przypadkach realistyczne ipokrywaja si¢ z wynikami
tradycyjnych eksperymentow. Jako przyktad moze postuzy¢ eksperyment opisany w rozdziale
3.2.2.4. niniejszej pracy ,,Modelowanie molekularne oddziatywan NTD-RNA”.

Algorytmy iinterfejsy uzytkownika implementowane obecnie w oprogramowaniu
wykorzystywanym do rozwigzania struktur sg tak zaawansowane, ze W prostych przypadkach
okreslanie struktur jest mozliwe praktycznie bez wiedzy krystalograficznej. Takie podejscie
sprzyja jednak blednym interpretacjom.

Doskonate i znacznie szersze niz w niniejszym wstgpie opracowania historii krystalografii
znajdujg si¢ m.in. w pracach przegladowych autorstwa prof. Richarda Giegé oraz prof.

Mariusza Jaskolskiego i wspotpracownikow [17,18].
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Rysunek 1. Przyrost liczby struktur w bazie PDB. Struktury rozwigzane metodg
krystalografii rentgenowskiej. Na pomaranczowo liczba struktur publikowanych rocznie, na
niebiesko  liczba  wszystkich  dostepnych  struktur.  Zrédto: RCSB  PDB
https://www.rcsb.org/stats/growth/xray

Liczba opublikowanych struktur
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2.2 Krétki wstep historyczny do wirusologii

Historia nowoczesnej wirusologii siega konca XIX wieku. Poczatek tej dziedziny badan
datuje si¢ na 1884r, kiedy to Chamberland zaprezentowal pierwszy filtr zaprojektowany
do sterylizacji wody. 8 lat pozniej, w roku 1892 rosyjski botanik, Ivanowski wykazat, ze filtr
ten przepuszcza czynnik wywotujacy mozaike tytoniows, jednak zasugerowat, ze 6w czynnik
to prawdopodobnie toksyna bakteryjna inie kontynuowat badan w tym zakresie. W 1899r
Beijerinck niezaleznie zaobserwowal podobne zjawisko [19]. Aby wykluczy¢ fakt, ze filtr
przepuszcza bardzo male bakterie wykorzystat technike filtracji przez zel agarowy. Zauwazyt
rowniez, ze czynnik namnaza si¢ jedynie W dzielacych si¢ komorkach, ponadto jest odporny
na wysuszanie, lecz da si¢ go inaktywowaé przy pomocy gotowania. Nie potrafigc wykazac
charakteru czastki statej badanego czynnika zakaznego nazwatl go ,,zywe zanieczyszczenie
ptynu” (tac. ,,contagium vivum fluidum”). W tym samym roku wspoipracownicy Roberta
Kocha, Loeffler oraz Frosch (1898) oglosili, ze czynnik powodujacy pryszczyce (choroba
pyska i racic, ang. foot and mouth disease) rowniez przechodzi przez ceramiczny filtr
zatrzymujacy bakterie. Na podstawie rozcienczenia czynnika wykluczyli oni, Ze jest toksyna,
oraz zauwazyli, ze czastka zakazna ma zdolnos¢ do replikacji. Uznali tez, ze czynnik musiat
by¢ mniejszy od najmniejszej znanej wtedy bakterii przez co nie mozna byto go zobaczy¢ pod
mikroskopem. Mimo, ze zdecydowana wickszo$¢ wirusOw byla poza zdolnosciami
rozdzielczymi  mikroskopu $wietlnego, wroku 1887 Buist zwizualizowal jeden
z najwigkszych wirus6w, wirusa krowianki, po wybarwieniu go aniling fioletu metylowego.
Oszacowat rowniez jego wielko$¢ na 100-500nm.

Na poczatku ubieglego wieku wirusy charakteryzowano jedynie ujemnymi cechami, tj. nie
byly mozliwe do zidentyfikowania za pomoca mikroskopii $wietlnej, nie mogly by¢
hodowane na konwencjonalnych podiozach bakteriologicznych inie byly zatrzymywane
przez filtry stosowane do sterylizacji. Postrzeganie tego, czym jest wirus, zmienilo si¢
catkowicie w 1935 roku, kiedy Wendel Stanley wykazat, ze wirus mozaiki tytoniowej moze
zosta¢ skrystalizowany. Doswiadczenie to wskazalo, ze zakazny wirus byl raczej czasteczka
chemiczng niz organizmem. Odkrycie to odnowito intensywne zainteresowanie wirusami jako
bytami na pograniczu chemii i biologii. Wielu naukowcoéw zafascynowalo si¢ wirusami,
okreslanymi jako "Zyjace czasteczki”. Na fali tego zainteresowania fizycy tacy jak Max
Delbruck rozpoczeli badania bakteriofagdw, poniewaz byly one bardziej odpowiednie
do iloéciowe] analizy namnazania wirusa. Chemicznemu podej$ciu do badan nad biologia

sprzyjata ksigzka Erwina Schro’a "What is life" wydana w 1945 roku. Wirusy byty coraz
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czesciej badane technikami fizykochemicznymi, abadania te w znacznym stopniu

przyczynity si¢ do rozwoju biologii molekularnej (Grafe 1991).

2.3 Bakteriofagi

Bakteriofagi (fagi) to wirusy, ktore replikuja w komoérkach bakteryjnych, wykorzystujac
do namnazania system biosyntezy gospodarza. Jako grupa wykazujg znaczne zréznicowanie
morfologiczne. Jedne sa nitkowate, niektdre przypominaja wirusy zwierzece, podczas gdy
inne wykazujg ztozone morfologie.

Bakteriofagi zostaty po raz pierwszy zaobserwowane zostaty przez Tworta (1915). Opisat on

czynnik zakazny, ktory znieksztalcal morfologi¢ kolonii gronkowcéw. D'Herelle (1917)
natomiast znalazl czynnik, ktory daje si¢ filtrowaé, a ktory jatowi bulion z kulturg Shigella
spp. 1 przewidywat, ze taki czynnik moze by¢ przydatny w zwalczaniu chorob bakteryjnych,
poniewaz nie wykazywat on zjadliwosci w stosunku do komoérek eukariotycznych.
Fagi sa szeroko rozpowszechnione w srodowisku i mozna je znalez¢é wszedzie tam, gdzie
obecni sg ich bakteryjni gospodarze. Prawdopodobnie wszystkie bakterie sa wrazliwe na
jeden lub wiecej fagow, ktore W ten sposdb Zerujg na swoim specyficznym gatunku lub jego
szczepach, rzadko natomiast spotyka si¢ taki rodzaj fagdéw, ktory infekuje duzag liczbe
gatunkow. Zageszczenie populacji komorek gospodarza jest gtownym czynnikiem
okres$lajacym gestos$¢ irozklad fagow. Duze ilosci fagow wystepuja W biofilmach
(> 10° PFU/mI), gdzie gesto$é bakterii jest wysoka, ale sa znacznie nizsze w wodach
objetosciowych (103'4 PFU/ml), gdzie gesto$¢ bakterii jest niska. W $ciekach wyliczenie za
pomoca mikroskopii elektronowej wykazato 10810 fagdw / ml w poréwnaniu z okoto 10%ml
w wodzie stodkiej i otwartym oceanie. Bezposrednie zliczenia bakteriofagow w glebie sa
réwniez wysokie, na poziomie okoto 10° PFU/g.
Rola jaka odgrywajg fagi w populacjach bakterii pozostaje wcigz przedmiotem domystow i
jednoczes$nie jest polem intensywnych badan. Generalny poglad jest taki, ze fagi moga by¢
znaczacymi moderatorami populacji drobnoustrojow W réznych naturalnych srodowiskach,
jednak analiza zaangazowanych mechanizmow jest jeszcze przed nami.

Kapsyd faga, czyli ptaszcz biatkowy zbudowany z tzw. kapsomerow, czyli podjednostek
biatkowych, jest strukturg zawierajaca genom w postaci jedno- lub dwuniciowego DNA lub
RNA. Kapsyd fagowy rozpoznaje miejsce adsorpcji na zewnatrz podatnej komorki, wigze si¢

znig iwstrzykuje doniej swodj material genetyczny, ktory przekierowuje metabolizm
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komorkowy, tak by zachodzita synteza fagow. Niektore fagi sa zjadliwe, zabijajac kazda
zarazong komorke, podczas gdy inne nie powodujg $mierci gospodarza. W tym drugim
przypadku fag znajduje si¢, jako profag, w komoérce okreslanej jako lizogen i replikuje sie
synchronicznie z komorka. W stadium lizogennym fagowy material genetyczny nie zaktoca
metabolizmu bakterii ani jej replikacji, ale moze przekaza¢ specyficzne cechy swojemu
gospodarzowi, jak np. produkcja toksyn. Zdarza si¢, ze np. pod wplywem czynnikéw
stresowych profag wchodzi w cykl lityczny i jest wtedy uwalniany z komoérki.

Od lat podejmowane sg proby wykorzystania bakteriofagow w ochronie upraw rolniczych.
Pionierami w tej dziedzinie byli Mallman i Hemstreet, ktorzy w 1924 dowiedli, ze
przefiltrowany ptyn zrozktadajacej si¢ kapusty chroni warzywo przed rozwojem
Xanthomonas campestris pv campestris, czyli bakterii powodujacych gnicie [20]. Kaotili
i Coonsowi przy pomocy bakteriofagdbw wyizolowanych z ziemi udato si¢ zahamowac rozwoj
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum w nowych bulwach ziemniaka, czyli
przyczyne popularnej choroby ziemniakdéw tzw. czarnej nozki [21]. Sukcesem zakonczylta si¢
rowniez pierwsza probg uzycia bakteriofagbw na duzg skale w celu eliminacji wig¢dnigcia
kukurydzy. Thomas, probujac znalez¢ srodek zapobiegajacy wigdnieciu kukurydzy traktowat
jej nasiona fagami wyizolowanymi z roslin dotknigtych Pantoea stewartii [22]. Civerolo wraz
Keilem réwniez z sukcesem zastosowali terapi¢ fagowa, tym razem do sadzonek brzoskwini
dotknietych Xanthomonas pruni [23]. Bakteriofagi posiadaja jednak waskie spektrum
dziatania (potrzebny jest specyficzny gospodarz), co w rolnictwie jest rozpatrywane jako
wada. Mimo tego doczekaty si¢ swojego miejsca na rynku. Amerykanska firma OmniLytics
Company, jako pierwsza zarejestrowata oparty na fagach biopestycyd, ,,Agriphage”, srodek
przeciwko X. campestris pv. vesicatoria i P. syringae pv. tomato. Nastepnie wegierska firma
Enviroinvest, zarejestrowata swoj produkt ,.Erwiphage” przeciw zarazie ogniowej jabtoni
powodowanej przez Erwinia amylovora. Znany jest tez produkt ,,Biolyse” szkockiej firmy
APS biocontrol Ltd., ktory stuzy do mycia $wiezych produktéw. Opdznia On psucie si¢
warzyw iowocow podczas przechowywania dzialajac przeciwko Enterobacteriacea
wywolujacym gnicie. Rynek biopestycydow jest na tyle istotny, ze doczekat si¢ juz regulacji
prawnych, np. w prawie europejskim w dyrektywie 1107/2009 EC.

Specyficzno$¢ bakteriofagdw jest ogromng zaleta w medycynie. Terapie fagowe byly
oryginalnie rozwijane wraz z pierwszymi antybiotykami ale ulegly popularnosci tych
ostatnich 1 zostaty na dtugi czas zapomniane. W czasach kiedy antybiotykooporno$¢ stwarza
coraz wiekszy problem, bakteriofagi budza ponownie ogromne zainteresowanie srodowiska

naukowego i medycznego. Na przyktad w latach 2013 — 2017 zostal uruchomiony projekt
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kliniczny PhagoBurn z wykorzystaniem bakteriofagow W leczeniu niegojacych si¢ ran.
Projekt prowadzony byt na duzg skale angazujac az 7 partnerow z Francji, Belgii i Szwajcarii,
a takze 11 instytucji wspotpracujacych. W Polsce rowniez zagadnienie to jest szeroko badane.
W 2005 roku utworzony zostal Osrodek Terapii Fagowej Centrum Medycznego 1ITD PAN,
ktorego zadaniem jest kwalifikacja pacjentow do eksperymentalnej terapii fagowej,
przeprowadzenie jej, oraz monitorowanie kondycji pacjentow po przebytej terapii. Osrodek
prowadzi wspotprace z Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu. Co wigcej,
w 2014 r. powstata filia osrodka w Krakowie, aw 2015 w Cz¢stochowie. Cho¢ terapia
bakteriofagami na terenie Unii Europejskiej jest w fazie eksperymentalnej i dozwolona jest
jedynie w szczeg6lnych przypadkach, to rutynowo stosowana jest w Gruzji przez dr. Mzie
Kutateladze z Instytutu Bakteriofagow, Mikrobiologii i Wirusologii, Eliava, Thlisi. Z szeregu
jednak powoddw, w tym regulacyjnych i ekonomicznych zapewne minie jeszcze duzo czasu

nim przekonamy si¢, czy rozpowszechnig si¢ one w klasycznej medycynie zachodniej.

2.4 Peptydoglikan

Peptydoglikan (PG) to glowny sktadnik $ciany komorkowej bakterii. Jego zadaniem jest
chroni¢ komorke bakteryjng przed zmianami $rodowiska iutrzymywaé jej ci$nienie
osmotyczne na wlasciwym poziomie. Na trzon peptydoglikanu sktadajg si¢ dwa
naprzemiennie utozone cukry, kwas N-acetylomuraminowy (ang. N-acetylmuramic acid,
NAM) oraz N-acetyloglukozoamina (ang. N-acetylglucosamine, NAG) potaczone ze sobg
w tancuch wigzaniem f-1,4-glikozydowym (Rysunek 2). Lancuchy s3 dodatkowo
usieciowane mostkami peptydowymi zawierajagcymi aminokwasy niewchodzace w sklad
biatek: D-Ala, D-Ser, y-D- izoglutaminian oraz kwas mezo-2,6-diaminopimelinowy (mDAP,
ang. meso-2,6- diaminopimelic acid). Usieciowane powoduje usztywnienie PG i wzmacnia
otoczke bakterii. In vitro, w specjalnych warunkach, bakterie moga przezy¢ usunigcie §ciany
komorkowej, jednak fizjologicznie konstrukcja ta jest im niezbedna. Ponadto PG stanowi cel
dla antybiotykow — inhibitorow syntezy Sciany bakteryjnej, jak na przyktad p-laktamy
i antybiotyki polipeptydowe (np. wankomycyna, bacytracyna).

Nalezy podkresli¢ istotng wlasciwos¢ peptydoglikanu — jego dynamike. Pomimo funkcji
ochronnej podlega on ciagtej przebudowie podczas podzialow komorkowych, wyksztalcania
wici, fimbrii ipile. Ochronne funkcje peptydoglikanu nie sg jednak wystarczajgce
w przypadku infekcji bakteriofagami. Aby wprowadzi¢ swoj material genetyczny do wnetrza

komorki bakteryjnej, bakteriofagi uzywaja enzymoéw, litycznych transglikozylaz (LT),
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do lokalnego przerywania ciaglosci $ciany komorkowej. LT trawiace wigzania [-1,4-
glikozylowe sa charakterystyczne nie tylko dla fagow, ale s3a roéwniez szeroko
rozpowszechnione wsrod bakterii, gdzie biorg udzial w przebudowie §cian komorkowych. LT
zostaly znalezione u bakterii Gram — ujemnych [24], Gram — dodatnich [25,26] i u niektorych
bakteriofagéw DNA 1 RNA, jak np. odpowiednio T7 i A infekujace enterobakterie, czy fagach
infekujacych Pseudomonas spp., jak & KZ oraz ¢ 6 [27-29]. Inng grupa enzymow
uczestniczacych w remodelowaniu $ciany komorkowej lub konkurencji miedzygatunkowej sg
enzymy hydrolizujgce aminokwasowe taczniki w obrebie peptydoglikanu. Ze wzgledu na
skomplikowany charakter iznaczenie $ciany komorkowej, sposob jej produkcji
I remodelowania oraz interakcja z fagami jest obszarem intensywnych badan [30].
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Rysunek 2. Organizacja Sciany komorkowej bakterii Gram - ujemnych. (A) Schemat
ogolny. (B) Struktura chemiczna peptydoglikanu z zaznaczeniem miejsc trawienia przez
enzymy bakteryjne. Zrodto: Alcorlo, Martin, et al. Current opinion in structural biology 44
(2017): 87-100 (zmienione).

2.5 Lizyny peptydoglikanu

2.5.1 Peptydazy

Peptydazy peptydoglikanu obejmuja karboksypeptydazy oraz endopeptydazy, ktore zawieraja
szeroki zakres strukturalnie zroznicowanych enzymoéw. Cecha wspdlng jest fakt, zZe
hydrolizujg one wigzania peptydowe: karboksypeptydazy, wigzanie na koncu karboksylowym
(C-koncowym) peptydu, aendopeptydazy, wigzania wewnatrz peptydu. W zaleznosci od
stereochemii dwoch aminokwasow, ktore sa rozpoznawane przez te enzymy, ich nazwa jest

poprzedzona przedrostkiem DD lub LD.
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Karboksypeptydazy odgrywaja kluczowa role w biosyntezie i recyklingu $cian komérkowych
bakterii. PG oprocz dilugich tancuchow NAG-NAM posiada pentapeptydy, zazwyczaj
zawierajgce L-Ala-D-Glu [GIn]-L-Lys [MDAP]-D-Ala-D-Ala, ktore rozciaggaja si¢ od reszty
NAM. DD-karboksypeptydazy usuwaja D-alanine z konca pentapeptydowego trzonu [31].
LD-karboksypeptydazy nastepnie hydrolizuja wigzanie L-Lys [MDAP]-D-Ala pozostawiajac
tripeptyd. Chociaz u wielu bakterii odnaleziono w strukturze peptydoglikanu tripeptydy,
do tej pory zidentyfikowano jednie niewiele LD-karboksypeptydaz. Na przyktad, w badaniach
Bacillus subtilis wykazaly silng aktywnos$¢ LD-karboksypeptydazowa wobec tetrapeptydow
pochodzacych z éciany komodrkowej [32], chociaz nie udalo si¢ wyizolowaé enzymu
odpowiadajacego za t¢ aktywno$¢. Najlepiej scharakteryzowang LD-karboksypeptydaza jest
LdcA (LD-karboksypeptydaza A) o lokalizacji cytoplazmatycznej. Jest to cztonek rodziny
peptydaz S66, biorgcy udziat wrecyklingu PG, niezbedny dla komorek wchodzacych
w fazg stacjonarng [33,34]. Inne LD-karboksypeptydazy sa albo aktywne W obrebie
peryplazmy bakterii Gram — ujemnych albo sa zakotwiczone na zewnatrz btony komorkowej
w bakteriach Gram — dodatnich.

Jako przyktad endopeptydaz mozna wymieni¢ zalezng od cynku endopeptydaz¢ mureinowa
A (ang. Zn dependent murein endopeptidase A; MepA) z Escherichia coli. Hydrolizuje ona
wigzania DD-amidowe pomiedzy D-Ala i kwasem mezo-2,6-diaminopimelinowym (mezo-
A2pm) [35]. Za drugi przyktad moze postuzy¢ enzym CwlK (YcdD) pochodzacy z B. subtilis,
DD-endopeptydaza o aktywnosci hydrolizujacej peptydoglikan [36]. Endopeptydazy stanowig
liczng grupe enzymodw 1 sg zroznicowane strukturalnie. Moga to by¢ np. lipoproteiny blonowe
o globularnej domenie katalitycznej [37,38] lub biatka strukturalnie przypominajace papaing,
a takze inne [39-41].

2.5.2 Amidazy

Role w przebudowie PG odgrywaja takze amidazy peptydoglikanu, inaczej amidazy N-
acetylmuramoilo-L-alaniny. W bakteryjnym peptydoglikanie peptydowe podjednostki
potaczone sg z cukrowym lancuchem wigzaniem amidowym pomigdzy N-terminalng L-
alaning i czasteczka NAM. Amidazy rozcinaja wlasnie to wigzanie [42—44]. Mimo niewielkiej
konserwacji sekwencji aminokwasowej, amidazy PG peinig podobne funkcje. Sugeruje sie, ze
réznice W pierwszorzedowej strukturze biatka wynikaja z roznego Sposobu rozpoznania
substratu, badz roznego mechanizmu interakcji z dodatkowymi domenami [45]. Niektore
amidazy, jak np. AmiA, AmiB and AmiC z E. coli, czy AmiE z Stapchylococcus epidermidis
sg niezbgdne dla przeprowadzenia podziatu komérkowego [46,47]. AmpDh2 oraz AmpDh3 z

22



Pseudomonas aeruginosa petnig funkcje W opornosci antybiotykowej [48]. Amidazy sa tez
potrzebne do przeprowadzenia recyklingu PG, jak np. AmpD u bakterii Gram — ujemnych
[49]. Natomiast LytA pochodzacy Streptococcus pneumoniae odpowiada za autolize, jak

i lize komoérek klonalnych (ang. fratricidal lysis) [50].

2.5.3 Glukozaminidazy

U bakterii Gram — ujemnych zidentyfikowano dotej pory jedng cytoplazmatyczng N-
acetyoglukozaminidazg, NagZ. Jest ona zaangazowana W metabolizm $ciany komorkowej
ima za zadanie usuwaé czgsteczke NAG z fragmentu sktadajacego si¢ z NAG-NAM-
tripeptyd [51]. Prawdopodobnie mechanizm Katalizy przeprowadzany przez NagZ jest
dwuetapowy. Hydrolizuje ona wigzania B-glikozydowe i ma powinowactwo do monomeroéw
I dimeréw muropeptydowych, ale nie do tetramuropeptydow. W trakcie katalizy powstaje
kowalencyjny kompleks glikozyl-enzym i tatwo dysocjujacy jonowy stan przejsciowy [52].
Oprocz naturalnego substratu NagZ moze trawi¢c NAG-NAM-peptyd [53,54]. U Gram —
dodatniej bakterii, Streptococcus pneumoniae, znana jest glukozaminidaza, LytB, bardzo
wazna W przeprowadzaniu podziatlow komodrkowych, hydrolizujaca substrat w miejscach

gdzie NAG jest w pelni acetylowany [55].

2.5.4 Lizozymy

Lizozym z biatka jaja kurzego byt drugim biatkiem i pierwszym enzymem, ktorego struktura
trzeciorzegdowa zostata poznana metodg krystalografii rentgenowskiej [56]. Lizozymy
hydrolizuja wigzanie miedzy NAM zlokalizowanym w pozycji -1 od miejsca aktywnego
I NAG zlokalizowanym w pozycji +1 w szkielecie PG. Substratem dla lizozymu s3
przynajmniej tetra oligosacharydy, ale optymalna dlugo$¢ to heksa sacharydy. Produktami
hydrolizy sg di- itetra sacharydy (Rysunek 3) [57]. Do tej pory opisano takze lizozymy
bakteryjne i pochodzace od bakteriofagow. Wsrod lizozymoéw bakteryjnych wyr6zni¢ mozna
LytC S. pneumoniae, ktorego strukture poznano w kompleksie z choling i fragmentem PG
co pozwolito na doktadng charakterystyke determinant specyficznosci substratowej (19).
Do lizozymoéw bakteriofagowych nalezy m.in. lizozym bakteriofaga T4 [58,59].

2.5.5 Lityczne transglokozylazy

Lityczne transglikozylazy trawiag PG w miejscu identycznym jak lizozymy (wigzanie B-1,4-
glykozydowe pomiedzy cukrami NAM i NAG), jednakze r6zni je mechanizm katalizowane;j
reakcji i produkty koncowe (Rysunek 3). Lizozymy uzywaja czasteczki wody do hydrolizy

wigzania podczas gdy LT wykazuja zdolnos$¢ przeprowadzania reakcji endo- i egzolitycznych
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[60]. Przeprowadzaja one wewnatrzczasteczkowa reakcje transferu glikozydowego, podczas
ktorego jest formowane wigzanie 1,6-anhydro pomigdzy atomami wegla C1 i1 C6 czasteczki
NAM. W rezultacie uwalniany jest 1,6-anhydroMurNAc. Co ciekawe, pomimo roznic
w rodzaju katalizowanej reakcji migdzy lizozymami i transglikozylazami, wykazujg one
podobienstwo struktury trzeciorzgdowej, roznigc si¢ jedynie nieznacznie w miejscu
katalitycznym. W przypadku LT (za wyjatkiem kilku cztonkéw tej grupy sklasyfikowanych
do rodziny 1H) miejsce katalityczne jest hydrofobowe i posiada jedynie reszt¢ kwasu
glutaminowego w centrum aktywnym, podczas gdy endo-N-acetylomuramidazy zawieraja
dodatkowo reszt¢ kwasu asparaginowego wprowadzajaca hydrofilowe srodowisko reakcji.

Ze wzgledu na homologie sekwencji LT podzielono na 8 rodzin: 3 pierwsze, 5 16
zawieraja lizyny bakterii Gram — ujemnych, do czwartej nalezg enzymy fagowe, natomiast dla
bakterii Gram — dodatnich zostaty utworzone osobne 2 rodziny (siodma i 6sma) [61]. Enzymy
klasyfikuje si¢ do odpowiednich rodzin na podstawie motywow konsensusowych zawartych

w sekwencji aminokwasowe;j.
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Rysunek 3. Poréwnanie produktéow trawienia peptydoglikanu (PG) przez lityczne
transglikozylazy (LT) i lizozym. (A) Trawienie wigzania B-1,4-glikozydowego przez LT z
uwolnieniem 1,6-anhydroMurNAc, charakterystycznego produktu LT. (B) Hydroliza
wigzania -1,4-glikozydowego przez lizozym w wyniku ktorego powstaja dimery lub dluzsze
multimery cukréw NAG/NAM.

2.6 Biatko P5

W niniejsze] pracy opisano wyniki analizy strukturalnej 1 enzymologicznej biatka PS5
pochodzacego z bakteriofaga ¢ 6. Poza fizjologiczng zdolno$cig lokalnego trawienia
bakteryjnej Sciany komorkowej, wyizolowany enzym PS5 wykazuje aktywno$¢ na

izolowanych $cianach komorkowych bakterii Gram — ujemnych P. syringae, patogena roslin
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uprawnych. Z tego powodu w literaturze mozna znalez¢ sugestie, ze PS5 mogloby znalez¢
zastosowanie jako czynnik antybakteryjny, ktory nie wptywa negatywnie na rosliny [29].

Literatura przedmiotu nie jest jednoznaczna w odniesieniu do mechanizmu katalitycznego P5.
Poczatkowo enzym ten zostat opisany jako endopeptydaza peptydoglikanu [62]. Pozniejsza
analiza bioinformatyczna wykazata stabg homologi¢ do lizozymu. Autorzy zasugerowali, ze
struktura jaka przyjmuje PS5, jest wspolna dla lizozymoéw i transglikozylaz [63] co
wykluczatoby aktywnos$¢ peptydazy. W 2011 r. opublikowana zostata struktura krystaliczna
P5 potwierdzajagca podobienstwo strukturalne do lizozyméw oraz ukazujgca interakcje
z ligandem, weglowodanowym polimerem, poli-N-acetyloglukozoaming [29]. Autorzy
wspomnianej publikacji skupili si¢ jednak podczas swych badan na ewolucji adaptacyjnej
bakteriofaga ¢ 6, dlatego brak jest systematycznych badan nad mechanizmem aktywnosci P5.
Nie bylo wtedy wykluczone, ze uwidocznione wigzanie poli-N-acetyloglukozoaminy jedynie
pozycjonuje enzym na szkielecie peptydoglikanu a reakcja hydrolizy moglaby wcigz
zachodzi¢ w obregbie fragmentow peptydowych, szczegdlnie ze dane dotyczace aktywnosci
peptydazowej P5 przedstawione w pierwszej z wymienionych publikacji byty stosunkowo
przekonywujace. Ponadto, nawet w przypadku aktywnosci P5 jako lizozymu lub litycznej
transglikozylazy nie byto jasne jak jest rola N- i C- koncowych, niekanonicznych fragmentow
czasteczki, stabo zdefiniowanych w przedstawionych strukturach. Dlatego podczas prac
opisanych w niniejszej rozprawie skupiono si¢ na szczegdtowej charakterystyce aktywnosci

litycznej wzgledem peptydoglikanu oraz na znaczeniu koncow N- i C- biatka dla jego funkcji.

2.7 Koronawirusy
Koronawirusy to wirusy posiadajace kwas nukleinowy w postaci RNA o symetrii helikalnej

I dodatniej polarno$ci (+). Ich nazwa wywodzi si¢ od korony stonca, ktorg przypominajg na
zdjeciach  z mikroskopu elektronowego [64]. W obrebie podrodziny Coronavirinae
wyrdzniono cztery rodzaje, ale tylko alfa ibeta posiadaja zdolno$¢ do zakazania ludzi.
Koronawirusy wywotuja wiele choréb u zwierzat, podczas gdy uludzi sa zwigzane tylko
Z infekcjami drég oddechowych 0 roznym nasileniu. Szacuje si¢, ze gatunki niskopatogenne
(ang. low pathogenic, LPC) sg odpowiedzialne za prawie 30% wszystkich infekcji drog
oddechowych, powodujac ciezkie stany gléwnie U niemowlat, matych dzieci, oséb starszych
I 0s6b z obnizong odporno$cig immunologiczng. Obecnie nie sg dostepne zadne specyficzne
srodki ani szczepionki do zwalczania koronawirusow [65]. Pierwsze ludzkie koronawirusy
(ang. human coronavirus, HCoV) - 229E i OC43 - zidentyfikowano w latach 60-tych XX

wieku i przez prawie 40 lat uwazano je za wylacznych przedstawicieli tej rodziny u ludzi

25



[66,67]. Badania zainicjowane w 2002/2003 pojawieniem si¢ nowego koronawirusa
odpowiedzialnego za nietypowe zapalenie ptuc 0 wysokim wskazniku $miertelnosci (SARS-
CoV) [68-70] spowodowaly identyfikacj¢ dwoch dalszych ludzkich LPC (HCoV NL63
i HCoV HKU1) [71-73]. Niedawno nowy koronawirus, MERS, pojawitl si¢ na Bliskim
Wschodzie, a $miertelnos$¢ przekroczyta 30% [74,75] (Rysunek 4).

Podczas, gdy wystgpowanie gatunkow wysoce chorobotworczych (ang. high pathogenic
HPC) jest ograniczone (SARS-CoV zniknat z populacji ludzkiej wkrotce po pojawieniu sig,
ponad 10 lat temu, aprzypadki infekcji MERS-CoV na Potwyspie Arabskim sg juz
marginalne), LPC s3 istotnymi ludzkimi patogenami. Sposrod nich najczesciej diagnozuje si¢
HCoV OC43 i HCoV NL63 [76].

Czastka koronawirusa sktada si¢ z rdzenia utworzonego przez biatko nukleokapsydu (ang.
nucleocapsid, N) zwigzanego do genomowego RNA. Biatko N oddziatuje ponadto
z transblonowym biatkiem M (ang. membrane), ktore stabilizuje dwuwarstwowa otoczke
lipidowa otaczajaca rdzen. Otoczka wirusa zawiera biatka strukturalne, ktore dodatkowo
stabilizuja strukturg i uczestniczg W wejsciu i wyjsciu wirusa z komorki [65,77]. Oprocz roli
strukturalnej, biatku N przypisano wiele innych funkcji, wtym udziat w transkrypcji
wirusowego mRNA [78] i replikacji, organizacji cytoszkieletu, indukcji apoptozy i unikaniu
detekcji przez komoérki rozpoznajagce wzor patogenu (ang. pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) [79-84]. Biatko N koronawirusa zawiera dwie domeny: domeng
N-koncowg (ang. N- terminal domain, NTD; ~ 15 kDa) odpowiedzialng za wigzanie RNA
i domeng C-koncowag (ang. C- terminal domain, CTD; ~ 14 kDa), ktora posredniczy
w oligomeryzacji [85,86]. Domeny te sg polaczone stosunkowo dtugim, najprawdopodobniej

nieustrukturyzowanym tacznikiem 0 stabo scharakteryzowanej funkcji.

HKU1
SARS 2005

NL63
2004

Rysunek 4. O$ czasu z zaznaczonymi latami odkry¢ kolejnych ludzkich koronawirusow.
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2.8 HCoV NL63

Jak wskazuje analiza probek historycznych HCoV NL63 istnieje w populacji ludzkiej
przynajmniej przez ostatnie 30 lat. Molekularne datowanie sugeruje jednak, ze wirus ten
oddzielit si¢ od przodka, HCoV 229E, okoto tysigca lat temu [87,88]. Infekcje HCoV NL63
najczesciej charakteryzujg si¢ samoograniczajagcym sie zapaleniem goérnych i dolnych drog
oddechowych, z objawami takimi jak kaszel, katar i goraczka 0 réznym nasileniu [89].
Odnotowano jednak sporadyczne przypadki $miertelne [90,91]. Szacuje si¢, ze 1-10%
populacji zapada rocznie na infekcje goérnych i dolnych drog oddechowych wywotanych
HCoV NL63, ktorej czgstotliwos¢é wzrasta w sezonach zimowych i wiosennych. Wykazano
rowniez, ze HCoV NL63 jest najwazniejszym czynnikiem etiologicznym Krupu u dzieci
[87,92-107].

Koronawirusy dostajg si¢ do komorki za posrednictwem receptora, a zatem specyficzno$é
gatunkowa i tkankowa jest okreSlona przez repertuar receptoréw eksponowanych na
powierzchni komoérki gospodarza. Podczas gdy wigkszo$¢ alfa-koronawirusow wykorzystuje
aminopeptydaze N (CD13) do wejscia do komorki, HCoV NL63 wykorzystuje w tym celu
enzym konwertujagcy angiotensyne 2 (ACE-2) [108]. Co ciekawe, ten sam receptor jest
wykorzystywany przez SARS-CoV, chociaz cechy epidemiologiczne tych dwoch wiruséw sa
znaczaco rozne [71]. Wykazano rowniez, ze HCoV NL63 dodatkowo wymaga siarczanu
heparanu, jako receptora wspomagajacego [109]. Wcigz niewiele wiadomo 0 p6zniejszych
etapach internalizacji wirusa i jego przechodzeniu przez btone komoérkowa do cytoplazmy.
Wykazano, ze wigzanie HCoV NL63 z ACE-2 inicjuje rekrutacj¢ klatryny, ktéra nastepnie
optaszcza tworzacy si¢ pecherzyk [110]. Endocytoza wymaga rowniez obecnosci innych
biatek, jak np. dynamin zamykajacych pecherzyki, czy GTPazy odpowiedzialnej za
uwolnienie pecherzykow powleczonych klatryna od powierzchni komorki [111]. Istnieja
doniesienia, ze HCoV NL63 podobnie jak inne koronawirusy moze wykorzystywaé
alternatywng droge wej$cia do komorki opierajacg si¢ na proteazie TMPRRS2 [110,112-114].
Mechanizm ten wymaga jednak dalszych wyjasnien.
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3. Materialy i metody

3.1  Materialy

3.1.1 Bufory wykorzystane do inzynierii genetycznej

Tabela 1. Sklad buforow zastosowanych podczas manipulacji plazmidowego DNA.

Nazwa

Bufor TAE

Bufor TBE
6x bufor obcigzajacy
Bufor Tango

Bufor BamHl|

Bufor do ligacji

Sklad

40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA,
pH 8,0

100 mM Tris, 90 mM kwas borowy, 1 mM EDTA,
pH 8.3

30% glicerol, 0,25% biekit bromofenolowy

33 mM Tris-octan pH 7,9, 10 mM octan magnezu,
66 mM octan potasu, 0,1 mg/ml BSA

10 mM Tris pH 8,0, 5 mM MgCl,, 100 mM KClI,
0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA

10 mM Tris pH 7,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT,

0,5mM ATP
3.1.2 Ligandy P5
Tabela 2. Ligandy uzyte do kokrystalizacji z P5
Nazwa Producent
NAG-tiazolina BePharm, Shanghai, Chiny
PUGNac BePharm, Shanghai, Chiny

(NAG)s i (NAG)s

BePharm, Shanghai, Chiny

3.1.3 Zestawy roztworow krystalizacyjnych
Tabela 3. Zestawy warunkéw wykorzystanych podczas krystalizacji

Zestawy warunkow
krystalizacyjnych

Index
Crystal Screen |
Crystal Screen 11

PEGRXx |
Low lonic Strength

Producent

Hampton Research, Kalifornia, USA
Hampton Research, Kalifornia, USA
Hampton Research, Kalifornia, USA
Hampton Research, Kalifornia, USA
Hampton Research, Kalifornia, USA
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Natrix
Structure
CSG
PACT premier
MemGold
PGA-LM
ProPlex
Midas
Additive

Hampton Research, Kalifornia, USA
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK
Molecular Dimensions, Newmarket,UK

3.1.4 Szczepy bakteryjne i plazmidy

Tabela 4. Szczepy bakteryjne uzywane podczas badan

Nazwa

DHS5a
(E. coli fhuA2 lac(del)U169 phoA glnV44
®80' lacZ(del)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi-1 hsdR )

One Shot TOP10
(E. coli F- mcrA A(mrr-hsd RMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG)

BL21 (DE3)
(E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-)
gal M(DE3))

Zastosowanie

Klonowanie

1 namnazanie plazmidow

Klonowanie

1 namnazanie plazmidoéw

Produkcja biatek
rekombinowanych

Producent

Thermo Fisher
Scientific,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher
Scientific,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher
Scientific,
Massachusetts, USA

Tabela 5. Plazmidy uzywane do badan.

Nazwa Metka fuzyjna
pET-Duet-1 N-terminalny Hisg
N-terminalny Hiss -
pPETtrx-1a TRX

Opornosé

Ampicylina

Kanamycyna

Producent

Merck Millipore,
Massachusetts, USA

Kolekcja EMBL
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3.1.5 Kolumny i zloza chromatograficzne

Tabela 6. Kolumny i zloza chromatograficzne uzywane podczas realizacji badan.

Nazwa
HiTrap IMAC (HiTrap, ang, Immobilised
Metal Affinity Chromatography)

SP-sepharose Fast Flow,
charakterystyka zloza: kationit

MonoQ 4,6/100 PE,
charakterystyka ztoza: anionit

MonoS 4,6/100 PE,
charakterystyka ztoza: kationit

HilLoad 16/600 Superdex 75 pg

HiLoad 16/600 Superdex 200 pg

HiLoad 10/300 Superdex 200 pg

Zastosowanie

Chromatografia
powinowactwa

Chromatografia
jonowymienna

Chromatografia
jonwymienna

Chromatografia
jonowymienna

Saczenie molekularne

Saczenie molekularne

Saczenie molekularne

Producent

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

GE Healthcare,
Illinois, USA

3.1.6 Uslugi

Tabela 7. Ustugi niezbedne podczas realizacji badan.

Nazwa uslugi

Synteza oligonukleotydow

Sekwencjonowanie gendw

Synteza genow

Wykonawca

GENOMED, Warszawa, Polska

GenScript, Nanjing, Chiny
GenScript, Nanjing, Chiny
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3.1.7 Programy komputerowe Inne materialy

Tabela 8. Programy komputerowe wykorzystane podczas rozwiazywania struktur

Nazwa Zastosowanie
XDS [115] integracja danych
SCALA [118] skalowanie danych
Phaser [119] rozwigzanie struktury
Coot [120] budowanie modelu
Refmac 5.0 [121] udoktadnianie struktury
3.1.8 Enzymy

3.1.8.1. Enzymy restrykcyjne
Tabela 9. Enzymy restrykcyjne uzywane do inzynierii genetycznej podczas realizacji
badan.

Nazwa Miejsce ciecia Producent

SCI{CATGG3 Thermo Fisher Scientific,

Neol FGGTACTCS Massachusetts, USA
BamHI 5GJGATCCZ3 Thermo Fisher Scientific,
ICCTAGTGYS Massachusetts, USA
HindlIl 5A|AGCTT3 Thermo Fisher Scientific,
STTCGATAY Massachusetts, USA

3.1.8.2. Inne enzymy do manipulacji DNA

Tabela 10. Enzymy stosowane do reakcji PCR i ligacji wykonywanych podczas realizacji
badan.

Nazwa LD &L O Producent
zastosowanie
polimeraza do namnazania Thermo Fisher
DreamTaq DNA krotkich odcinkow DNA Scientific,
(<1000 pz) Massachusetts, USA
polimeraza do wiernego Thermo Fisher
Phusion High-Fidelty namnazania dlugich Scientific,
odcinkow DNA Massachusetts, USA

Thermo Fisher
T4 DNA ligase ligaza DNA Scientific,
Massachusetts, USA
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3.1.8.3. Enzymy proteolityczne

Tabela 11. Enzymy proteolityczne uzywane podczas realizacji badan

Nazwa

Trombina
(IT czynnik krzepniecia krwi)

Papaina
(Proteaza pochodzaca
z mleczka zielonych owocow
I lisci melonowca wlasciwego)

3C (PreScission)
(Proteaza pochodzaca
z Ludzkiego Rinowirusa,
HRV)

Stafopaina A
(Proteaza pochodzaca z
Staphylococcus aureus)

Stafopaina B
(Proteaza pochodzaca z
Staphylococcus aureus)

Subtylizyna
(Proteaza pochodzaca
z Bacillus subtilis)

TEV
(proteaza wirusa mozaiki
tytoniu)

Trypsyna
(proteaza z trzustki wotowej)

V8
(Proteaza pochodzaca z
Staphylococcus aureus)

Miejsce cigcia

LVPR/GS

aa hydrofobowy, R(K) / aa
inny niz V

LEVLFQ/GP

niska specyficznosé
substratowa

niska specyficznosé¢
substratowa

Szeroka specyficzno$¢.
Wykazuje preferencje
do duzych nienatadowanych
aminokwasow W pozycji P1

ENLYFQ/G

R(K) / aa inny niz P

E (D) / aa inny niz P

Producent

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

Wyprodukowano
i oczyszczono wedhug
protokotu:
https://www.helmholtz-
muenchen.de/pepf/protocols/
purification/index.html

Wyprodukowano
i 0Cczyszczono
w laboratorium [115]

Wyprodukowano
I 0CZySzCzoNno
w laboratorium [116]

Sigma, St. Louis, MO, USA

Wyprodukowano
i 0Cczyszczono
w laboratorium wedtug
protokotu:
https://www.helmholtz-
muenchen.de/pepf/protocols/
purification/index.html

Sigma, St. Louis, MO, USA

Sigma, St. Louis, MO, USA

aa = aminokwas
(/ = miejsce cigcia)

Aminokwasy hydrofobowe = Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Tyr
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3.1.9 Inne materialy

Tabela 12. Pozostale materialy uzyte podczas realizacji badan.

Nazwa

Filtry strzykawkowe o0 wielkos$ci porow 0,22 pm
lub 0,45 um

Filtry membranowe o wielko$ci poréw 0,22 um
lub 0,45 pm

Standard masowy w zakresie 10 — 250 kDa,
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Standard masowy w zakresie 14,4 — 97 kDa,
LMW-SDS
Standard masowy 1 kbp

Pozywka LB, bulion lizogenny (ang. lysogeny
broth, LB)

Producent

Chemland, Stargard Szczecinski,
Polska

Chemland, Stargard Szczecinski,
Polska

Fermentas, Burlington,
Kanada

GE Healthcare, Illinois, USA

ThermoScientific, Massachusetts,
USA

Lab Empire, Rzeszow, Polska
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3.2 Metody
3.2.1 P51 jego warianty
3.2.1.1 Otrzymywanie bialek rekombinowanych
e Klonowanie
Gen kodujacy biatko P5" (reszty 1-220, Uniprot P07582) zostat zsyntezowany de novo przez
Sigma Aldrich. Nastgpnie przy pomocy enzymow restrykcyjnych z uzyciem miejsc Ncol /

BamHI wklonowano go do wektora pETtrxla. Uzyskany konstrukt, Hiss — Trx — P5 stanowit

matryce do przygotowania wariantow P5 metodg mutagenezy ukierunkowane;j.

e Produkcja i oczyszczanie biatka
Ekspresja P5 i jego wariantow prowadzona byta w Escherichia coli BL21 (DE3).

Przeprowadzono transformacje bakterii E. coli BL21 (DE3) plazmidami zawierajacymi geny
kodujace P5 lub jego warianty, anastepnie mieszaning wysiano na plytki Petriego
zawierajace bulion lizogenny, agar (1,5%) ikanamycyng o stezeniu 50 pg/ml. Phytki
inkubowano w temperaturze 37°C przez okoto 16 h.

Pojedyncza koloni¢ z ptytki agarowej zawieszono W 50 ml LB z dodatkiem kanamycyny (50
ug/ml). Hodowle wytrzasano w 37°C przez noc (16 h — 18 h), nast¢pnie inokulowano nig 11
LB z dodatkiem kanamycyny i wytrzagsano W 37°C kontrolujgc gesto$¢ optyczng. Kiedy
ODgqo osiagneto 0,6 — 0,8, dodano IPTG do koncowego stgzenia 0,5 mM i kontynuowano
hodowle. Po 3 h bakterie zwirowano (5000 g, 20 min, 4°C), a uzyskany osad zawieszono
w buforze do lizy (20 mM HEPES pH 8.0, 0.25 M NaCl, 20 mM imidazol i 2% glicerol).
Bakterie zlizowano poprzez sonikacj¢ (amplituda 60%, czas = 15 min, cykl: 30 s impulsu i
60 s przerwy; Ultrasonic, Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer), alizat sklarowano
poprzez szybkie wirowanie (18000 g, 45 min, 4°C) celem pozbycia si¢ z niego frakcji
nierozpuszczalnej. P5 lub odpowiednio jego warianty poddawano nastgpnie chromatografii
powinowactwa: klarowny lizat nalozono na kolumn¢ HiTrap IMAC (ang. HiTrap
Immobilised Metal Affinity Chromatography) z zimmobilizowanymi jonami niklu. Kolumne
ptukano buforem lizujagcym, a biatko eluowano buforem lizujacym zawierajacym 0,5 M
imidazolu. W przypadku biatka P5 typu dzikiego (P5", wild type) z przeznaczeniem
do krystalizacji kolejny krok oczyszczania i wymiange buforu uzyskano stosujgc sgczenie
molekularne z uzyciem systemu AKTAexplorer (GE Helthcare, Uppsala, Szwecja) na
kolumnie ze ztozem Superdex 75 16/60, zrownowazonym 20 mM buforem HEPES pH 8,0
zawierajagcym 250 mM NaCl. Zebrano frakcje z odpowiedniego szczytu zawierajacego biatko

I zageszczono do 22 mg/ml po czym podjeto proby krystalizacyjne.
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Bialka przeznaczone do testow aktywnosci, lub muteiny przeznaczone do krystalizacji
z ligandem poddawano odcigciu metki fuzyjnej poprzez inkubacje z proteaza TEV
w stosunku molowym 100:1 podczas dializy do buforu lizujacego (ok. 18 h, 4°C). Celem
pozbycia si¢ proteazy, metki fuzyjnej i niepocigtego biatka fuzyjnego preparat przepuszczano
przez HiTrap IMAC =zbierajac frakcje, ktore nie zwigzaly si¢ do ztoza. Nastepnie,
PO zageszczeniu, sgczono je na kolumnie ze zlozem Superdex 75 16/60 zréwnowazonej 20
mM HEPES pH 8,0, 250 mM NaCl. Oczyszczone biatka zageszczano do 22 mg/ml i uzywano
do préb krystalizacyjnych lub porcjowano i przechowywano w -20°C.

Mutanty punktowe oraz skrocone wersje P5 byly oczyszczane wedtug tej samej procedury.

e SDS-PAGE
Homogenno$¢ uzyskanego preparatu monitorowano przy pomocy techniki elektroforezy

w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) w systemie Schager
and von Jagovs [125]. Do tego celu wykorzystano urzadzenie MiniProtean (BioRad Polska
Sp. z 0.0., Warszawa). Celem uwidocznienia prazkow pochodzacych od bialek, zele barwiono
0,1% biegkitem Comassie, CBB (Thermo Fisher Scientific) w 10% kwasie octowym i 40%

metanolu (odbarwiano roztworem 10% kwasu octowego i 40% metanolu) lub InstantBlue™.

2.2.1.2 Przygotowanie $cian komorkowych E. coli K12 do oznaczenia aktywnosci P5
I jego wariantow
E. coli K12 hodowano w 1l LB az ODggy osiagneto warto$¢ 1,0. Komorki zebrano przez

wirowanie (5000 g, 20 min, 4°C) i przeptukano 50 mM TrisHCI pH 8,0, po czym powtdrzono
wirowanie. Nastgpnie bakterie traktowano chloroformem przez 30 minut w temperaturze
pokojowej mieszajagc. PO tym czasie $ciany komorkowe przemyto dwukrotnie 50 mM
TrisHCI pH 8,0, wirujac za kazdym razem (5000 g, 20 min, 4°C) i ponownie zawieszono
w tym samym buforze. Tak przygotowany substrat dla P5 rozporcjowano i przechowywano

w -80°C do dalszego uzycia.

2.2.1.3 Ogolny test aktywnosci litycznej
Aktywno$é lityczng P5™ i wszystkich mutein wobec peptydoglikanu oceniano stosujac $ciany

komoérkowe E. coli K12 jako substrat. Sciany zawieszono w 50 mM TrisHCI pH 8,0 tak by
ODysonm Wynosito 0,9. Testy seryjnego rozcieficzenia P5" wytonily odpowiednie stezenie
enzymu do dalszych testow aktywnosci (Rysunek 5). Do dotkéw z substratem dodawano

preparat wariantow P5 tak by koncowe stg¢zenie enzymu wynosito 3 uM, a obj¢tos¢ reakcyjna
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100 pl. Reakcje przeprowadzono w 25°C, a jej postep monitorowano jako spadek ODasonm.
Wzgledne aktywnosci badanych wariantéw znormalizowano do aktywnosci P5™ (3uM).

Seryjne rozcienczenia P5
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Rysunek 5. Aktywno$é P5" wobec §cian komérkowych. Analiza seryjnych rozcienczen
pozwala na wybor liniowego zakresu testu. Kontrola — roztwor substratu w buforze
reakcyjnym.

3.2.1.4 Przygotowanie $cian komérkowych Pseudomonas aeruginosa
Szczep Pseudomonas aeruginosa PAO1 hodowano w LB przez noc (~18h) w 37°C. Komorki

zebrano przez odwirowanie (10 minut, 4000 g, 4°C) i osad zawieszono w 50 ml wody Milli-
Q. Zawiesing bakterii nastepnie dodano matymi porcjami do 50ml wrzacego 20% SDS
I gotowano przez godzing Z mieszaniem. Nastepnie mieszaning odwirowano (50 minut, 18000
g, 44°C) otrzymujac osad zawierajacy sciany komorkowe. Aby usungé resztki SDS osad
przemywano 3 razy przez kolejne zawieszenie w50 ml wody Milli-Q i wirowanie.
Po ostatecznym przemyciu osad rozpuszczono w 10 ml 10 mM TrisHCI pH 7,6, 2,5 mM
MgCl,, 0.5 mM CaCl,. Pozostatosci kwasu nukleinowego usuni¢to przez trawienie 10
jednostkami RNazy A i 10 jednostkami DNazy i przez 1 godzing w 37°C. Kolejno dodano 1
ml 10x trypsyny w celu usunigcia pozostatoSci biatek i kontynuowano inkubacje przez

kolejng godzing.
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3.2.1.5 Identyfikacja miejsc ciecia w $cianie bakteryjnej

Zawiesing Sciany bakteryjnej inkubowano z2,5 uyM P5 w20 mM HEPES pH 7.0,
zawierajacym 200 mM NaCl i 0,1% Triton X-100. Reakcje prowadzono w 37°C delikatnie
mieszajgc | zatrzymano po 2 godzinach poprzez 2 minuty gotowania, po czym probki
odwirowano (20 min, 17 000 g). Supernatant liofilizowano i ponownie zawieszono w 50ul
wody. Do analizy HPLC/MS probki rozdzielono na kolumnie Acclaim ™ PolarAdvantage 11
(Dionex) w uktadzie sktadajacym si¢ z 0,1% kwas mrowkowy rozcienczonego w wodzie lub
w acetonitrylu i analizowano przy uzyciu spektrometru masowego MicroTOF-Q 1l
wyposazonego W zrodto elektrorozpylania (Bruker). Struktury chemiczne zwigzkoéw zostaty
rozwigzane metoda dysocjacji indukowanej kolizyjnie (ang. CID, collision induced
dissociation) w eksperymencie MS/MS. Analiza danych MS wraz ze wzorami fragmentacji
CID odpowiednich jonéw pozwolita na potwierdzenie chemicznych struktur produktow
reakcji. Analizy zostaly przeprowadzone przez wspotpracownikéw z Uniwersytetu Notre

Dame, Indiana, USA.

3.2.1.6 Oznaczanie aktywnosci P5 na syntetycznych substratach

Syntetyczne substraty - odpowiadajace fragmentom bakteryjnej $ciany komorkowej (5 mM)
inkubowano z P5 (2,5 uM) w 20 mM HEPES pH 8,0, zawierajgcym 20 mM NaCl i 0,1%
Triton X-100 w 37°C przez 2 lub 18 godzin. Produkty reakcji analizowano za pomocg LC-
MS. Analizy zostaly przeprowadzone przez wspotpracownikow z Uniwersytetu Notre Dame,

Indiana, USA.

3.2.1.7 Krystalizacja
o pP5™

Oczyszczone biatko fuzyjne Hisg-Trx-P5" zostalo zageszczone do 22 mg/ml i poddane
krystalizacyjnemu badaniu przesiewowemu w 291K metoda dyfuzji przez fazg gazowsg w
uktadzie kropli siedzacej. Krysztaly pojawily si¢ wciggu 10 dni w wielu warunkach
krystalizacyjnych zestawu Index screen i zostaty poddane witryfikacji do czasu pomiarow
danych dyfrakcyjnych. Struktury krystalograficzne zostaly rozwigzane z danych
pochodzacych z krysztatow, ktore pojawity si¢ w kilku warunkach, jednak w bazie PDB
umieszczono jedynie strukture pochodzacg z warunku: 0,2 M siarczanu amonu, 0,1 M
TrisHCI, pH 8,5, 25% PEG 3,350.
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e P5 (E95A) z ligandami
Oczyszczone P5 (E95A) zaggszczono do 22 mg/ml, dodano dwukrotny nadmiar molowy

(NAG)s, (NAG)s, NagThiaz (N-acetylo-glukozoaminotiazolina) lub PUGNAc (Rysunek 6)
I poddano badaniu przesiewowemu. W przypadku (NAG)s i (NAG)g krysztaty pojawialy si¢
po okoto trzech tygodniach w wielu warunkach. Rozwigzano wiele struktur, z ktorych
wickszo$¢ nie zawierala ligandu. Najlepiej rozpraszajgce krysztaly zawierajgce ligandy
zastosowano do dalszej analizy. Struktura zawierajaca (NAG)s zostata rozwigzana z krysztatu
uzyskanego w 0,3 M malonianu sodu, 0,1 M kakodylanu sodu, 8% w/v PGA-LM, pH 6,5,
podczas gdy krysztal zawierajacy (NAG)g z 0,3 M malonianu sodu, 0,1 M octan sodu, 8%
w/v PGA-LM, pH 5,0. Nie uzyskano krysztatow z NagThiaz ani z PugNac.
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Rysunek 6. Ligandy wykorzystywane do ko-krystalizacji z P5. (A) Nag-tiazolina, (B)
PUGNac, (C) (Nag)s. Zrodto: PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

3.2.1.8 Rozwiazanie struktur krystalicznych
Dane zdyfrakcji zebrano w Deutsches Elektronen-Synchrotron (DESY) w Hamburgu

(Niemcy). Wszystkie dane zebrano w 100 K i zintegrowano przy uzyciu pakietu XDS [117]
z graficznym interfejsem uzytkownika XDSAPP 2.0 [118]. Kolejne kroki obliczeniowe
przeprowadzono za pomoca pakietu krystalograficznego CCP4 [119]. Dane skalowano za
pomoca SCALA [120]. Struktura krystaliczna zostata okreslona przez podstawienie
molekularne (MR, ang. molecular replacement) za pomocg oprogramowania Phaser [121] ze
strukturg 0 kodzie PDB 4dg5 jako modelem. Modele biatek zostaty recznie zbudowane w
mapach gestosci  elektronowej przy uzyciu Coot [122]. Udoktadnianie struktur
przeprowadzano przy uzyciu Refmac 5.0 [123]. Ligandy zostaly wprowadzone na pdznych
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etapach udoktadniania struktury. Podczas udoktadniania 5% danych zostato wykorzystanych
do analizy krzyzowej, azachowanie parametru Rgee stuzylo do monitorowania strategii
udoktadniania. Ostateczne modele zostaly zdeponowane w PDB pod kodami dost¢pu 616D,
616A, 616Q odpowiednio dla P5", P5®*A(NAG)s i P5¥*A(NAG)s. Obecny status modeli
zachowuje ich niejawny charakter do czasu publikacji przygotowywanego obecnie
manuskryptu. Statystyki danych i udoktadniania struktur podsumowano w tabeli 11.

3.2.2 Bialko N i jego N- i C- terminalne domeny

3.2.2.1 Otrzymywanie bialek rekombinowanych
e Klonowanie

Konstrukt kodujacy biatko N petnej dtugosci otrzymano od wspolpracujacej grupy profesora
Krzysztofa Pyrcia (MCB UJ). Pozostate konstrukty zaprojektowano w oparciu 0 porownania
sekwencji i dostepng literaturg, dla NTD (reszty 10-140) i CTD (reszty 221-340) biatka N
HCoV NL63 (Uniprot Q6Q1R8). Fragmenty kodujace amplifikowano przez PCR z
konstruktu zawierajacego biatko N i klonowano do wektora pETDuet-1 przy uzyciu miejsc
restrykcyjnych BamHI / Hindlll, otrzymujac konstrukty w fuzji z metkg histydynowa (6xHis).

Warianty NTD zostaly utworzone technikag mutagenezy ukierunkowane;j.

e Produkcja i oczyszczanie biatka
Biatko N pelnej dlugosci oczyszczano jak opisano poprzednio [124].

Przeprowadzono transformacje¢ bakterii E. coli BL21 (DE3) odpowiednio plazmidami
z sekwencjami kodujacymi NTD i jego warianty oraz CTD, nastgpnie bakterie wysiewano na
szalki Petriego z agarem i ampicyling (Sigma, St. Louis, MO, USA) o stezeniu 100 ug/ml.
Ptytki inkubowano W temperaturze 37°C przez okoto 16 h. Prehodowle zakladano
zawieszajagc 1 koloni¢ transformowang odpowiednim konstruktem w50 ml LB
suplementowanego ampicyling i wytrzasano przez 14-16 h w 37°C. Taka hodowla stuzyta
do zainokulowania 1l hodowli LB (w stosunku 1:20 v/v). Bakterie hodowano w LB
z dodatkiem ampicyliny w 37°C na wytrzasarce, co zapewniatlo doktadne napowietrzenie
hodowli. Gdy ODgoonm osiagneto wartos¢ = 0,6 temperature obnizono do 18°C, produkcje
biatka indukowano dodajac IPTG do koncowego stezenia 0,5 mM i hodowlg kontynuowano
przez noc (14-16 h).

Po nocnej hodowli komorki bakteryjne zbierano przez odwirowanie (5000g, 20min, 4°C).

Osad bakterii przeptukiwano 2 razy w PBS i ponownie wirowano. Tak przeptukany osad byt
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albo zamrazany, albo niezwlocznie oczyszczano z niego biatko. Aby oczys$ci¢ biatko pelet
zawieszono w 30 ml buforu do lizy (20 mM TrisHCI pH 8,0, zawierajagcym 0,25 M NaCl, 20
mM imidazol i20% glicerol). Liz¢ komorek przeprowadzono na lodzie przy pomocy
ultradzwiekow (amplituda 60%, czas = 15 min, cykl: 30 s impulsu i 60 s przerwy; Ultrasonic,
Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer). Nastepnie lizat wirowano (18000 g, 45 min, 4°C)
celem rozdzielenia frakcji rozpuszczalnej od nierozpuszczalnej. Otrzymany supernatant
zawierajacy biatka rozpuszczalne filtrowano filtrem strzykawkowym z membrang 0 porach
0,45 um. Biatko bgdace przedmiotem zainteresowania oczyszczano stosujac chromatografie
powinowactwa na immobilizowanych jonach metalu (IMAC Sepharose, GE Healthcare).
Ztoze rownowazono buforem lizujacym. Gdy biatko znalazto si¢ na kolumnie, niezwigzane
zanieczyszczenia odptukiwano buforem lizujacym (100 ml, 20 CV). Biatko z kolumny
eluowano buforem lizujagcym zawierajagcym 0,5 M imidazolu.

Nastepnym krokiem oczyszczania biatka bylo saczenie molekularne z uzyciem Superdex 75
16/60 (GE Healthcare), podczas ktérego bufor wymieniono na 5 mM TrisHCI pH 8,0
zawierajacy 20 mM NaCl. Rozdziat przeprowadzono metoda FPLC z wykorzystaniem
systemu AKTAexplorer (GE Helthcare, Uppsala, Szwecja). Biatko zebrano z frakcji
odpowiadajagcych wlasciwym szczytom na chromatogramie. Calkowite stgzenie biatka
mierzono przy dlugosci fali 280nm uzywajac spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific). Identyczne protokoty produkcji i 0czyszczania zastosowano w przypadku mutein
NTD oraz CTD.

e SDS-PAGE
Homogenno$¢ uzyskanego preparatu monitorowano podobnie jak w przypadku P5

monitorowano przy pomocy SDS-PAGE.

3.2.2. 2. Krystalizacja

e Kirystalizacja NTD
Oczyszczone biatko zageszczono do 105 mg/ml. Przeszukiwanie warunkow krystalizacyjnych
przeprowadzono w temperaturze 22°C, stosujac metodg dyfuzji przez faze gazowa w uktadzie
siedzgcej kropli przy pomocy robota krystalizacyjnego Phoenix. Uzyskane krysztaty NTD
poddano krioprotekcji w 25% (v/v) glicerolu i witryfikowano w ciektym azocie. Najlepigj
rozpraszajace krysztaly NTD, ktore postuzyly do rozwigzania struktury otrzymano w

warunku krystalizacyjnym zawierajacym 0,1 M Tris pH 8,51 2 M siarczanu amonu.
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e Krystalizacja CTD
Oczyszczone biatko zagegszczono do 50 mg/ml. Warunki krystalizacyjne byly przeszukiwane
jak wprzypadku NTD. Do krystalizacji CTD do preparatu dodano proteaze V8
(endoproteinaza Glu-C) w stosunku molowym 1000: 1 bezposrednio przed przeszukiwaniem
warunkoéw krystalizacyjnych (ograniczona proteoliza in situ). W przypadku krysztatow CTD
nie stosowano dodatkowej krioprotekcji. Krysztaty o najlepszej dyfrakcji promieni Roentgena
otrzymano z 0,1 M PCTP pH 8,0 zawierajacego 25% PEG 1500.

e Ograniczona proteoliza celem krystalizacji CTD
Podczas krystalizacji CTD napotkano na trudnosci. Zaimplementowano metod¢ ograniczonej
proteolizy. Proteazy, V8, subtylizyng, trypsyne, papaing i chymotrypsyne, przygotowano w
stezeniu Img/ml, anastgpnie rozcienczono 100 razy buforem 5 mM TrisHCI pH 8,0
z dodatkiem 20 mM NaCl. Do szesciu proboéwek znajdujacych si¢ na lodzie rozporcjowano
po 10ul biatka o0 stgzeniu 20mg/ml znajdujacego si¢ wtym samym buforze, w ktorym
rozcienczono proteazy. Do kazdej probéwki dodano 10 ul testowanego roztworu proteazy,
a do kontroli odpowiednig ilo$¢ buforu. Inkubacje prowadzono przez godzing w temperaturze
pokojowej. Reakcj¢ zatrzymano przez dodanie buforu obcigzajacego | zagotowanie. Analiz¢

przeprowadzano przy pomocy SDS-PAGE.

3.2.2.3 Rozwigzywanie struktur krystalicznych

Dane dyfrakcyjne zebrano w 100 K na synchrotronie SLS (Villigen, Szwajcaria) przy uzyciu
wigzki X10SA (dla NTD) i synchrotronie DESY (Hamburg, Niemcy) na linii P11 (dla CTD).
Dane zostaty zindeksowane i zintegrowane za pomoca oprogramowania XDS [117]. Dalsze
czynno$ci obliczeniowe przeprowadzono przy uzyciu programéw zawartych w pakiecie
oprogramowania CCP4 [119]. Dane skalowano za pomocg SCALA [120]. Struktury
rozwigzano przy pomocy podstawienia molekularnego przeprowadzonego przy pomocy
oprogramowania Phaser [121] ze strukturg NTD wirusa zakaznego zapalenia oskrzeli (PDB:
2BXX) i strukturg CTD wirusa SARS (kod PDB 2CJR), jako modelami. Struktury zostaty
udoktadnione w wielu rundach recznego budowania modeli i automatycznego udoktadnienia,
ktore byty wykonywane przy uzyciu odpowiednio oprogramowania Coot [122] i Refmac 5.0
[123]. W trakcie udoktadnienia 5% reflekséw zostalo wykorzystanych do analizy krzyzowej
[126]. Wspotczynnika Rgee uzyto do monitorowania strategii udoktadniania. Ostateczne
modele zostaty zdeponowane w PDB pod numerami dostepu SEPX i 5SEPW, odpowiednio dla
NTD iCTD. Struktury poddano analizie, przy uzyciu Coot, DSSP [127] iPymol
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(www.pymol.org). Zebrane dane i statystyki udoktadnienia danych podsumowano w tabeli
14,

3.2.2.4 Modelowanie molekularne oddzialywan NTD-RNA

Modelowanie molekularne zostalo wykonane przez dra Krzysztofa Kusia, obecnie Oxford
University. Oprogramowanie Rosetta [128] zostalo uzyte do uzyskania biblioteki 8250
struktur RNA o losowo wybranej sekwencji. Zminimalizowano energi¢ struktur. Zastosowano
niestandardowy skrypt Pythona do natozenia grup fosforanowych i/ lub hydroksylowych
W obrebie reszt rybozy RNA w bibliotece ipozycji jonow siarczanowych obecnych
w strukturze krystalicznej. Kompleksy biatko-RNA charakteryzujace si¢ najlepszym
dopasowaniem (RMSD) zostaly zminimalizowane za pomoca GROMACS [129]
z odpowiednim polem sitowym [130]. Modele oceniano na podstawie parametru energii
potencjalnej i pod katem kolizji sterycznych i probleméw w geometrii za pomocg PHENIX
[131]. Najlepszy model z zadowalajaca geometrig i taki, w ktorym RNA moze by¢ dalej
rozszerzony na obu konicach zostal wybrany jako najlepiej reprezentujacy oddziatywanie

NTD-RNA.

3.2.3 Testy powinowactwa do kwasu nukleinowego

Powinowactwo kwasu nukleinowego do NTD i mutein zostalo przetestowane przy pomocy
polaryzacji fluorescencji (FP) i termoforezy mikroskalowej (MST). Ligandy dla obu metod
byly syntezowane iznakowane fluorescencyjnie karboksyfluoresceing: (FAM) -5'-
UCAACUAAAC (RNA), (FAM) -6-TCAACTAAAC (DNA) (Genonmed.SA). Wszystkie
doswiadczenia przeprowadzono w50 mM buforze fosforanowym, pH 6,0 w temperaturze

pokojowe;j.

3.2.5.1 Test polaryzacji fluorescencji (FP)

5 mM (FAM)-TCAACTAAAC miareczkowano rosngcymi stezeniami badanego biatka
i rejestrowano zmiany w FP. Powinowactwo (Kg) okreslono metodg regresji nieliniowej.

Test przeprowadzono w dwoch powtorzeniach na  96-studzienkowych mikroptytkach
(Corning NBS 3991) w koncowej objetosci 100 pl. Pierwsza kolumna mikroptytki zostata
wypetniona roztworem biatka o stezeniu 100 puM, ktérego wykonano dwukrotne seryjne
rozcienczenia, ostatnia studzienka (12) zawierala tylko bufor FP. 5 ul ligandu (DNA lub
RNA) o stezeniu 100 nM dodano do kazdej kolumny (1-12) tak, aby koncowe st¢zenie
wyniosto 5 nM. Pomiary FP wykonano za pomocg czytnika mikroptytek Tecan. Opcja Gain
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zostala ustawiona recznie na 115. Kd zostala okre§lona przez dopasowanie krzywej do danych

eksperymentalnych w Microsoft Office Excel za pomoca makr Solver oraz Solver Statistics.

3.2.5.2 Termoforeza mikroskalowa, MST

Powinowactwo NDT do kwaséw nukleinowych okreslono takze metodag MST. Test
przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach. Probke kwasu nukleinowego, ktorego st¢zenie
byto state (100 nM) miareczkowano rosngcymi stezeniami badanego biatka w koncowej
objetosci reakcji 20 pl. Poczatkowe stezenie NTD i jego wariantow wynosity 400 uM dla
kazdego pomiaru, anast¢pnie byly dwukrotne seryjnie rozcienczone do 16 probek.
Mieszaniny reakcyjne inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym
natozono je do kapilar (NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen, Niemcy). Pomiary
przeprowadzono przy uzyciu Monolith NT.115 z Nanotemper Technologies. Testy
przeprowadzono w temperaturze pokojowej (22-24°C), stosujac 40% mocy wzbudzenia
1 20% mocy MST. Aby ustali¢ powinowactwo, dopasowano dane za pomoca algorytmow
zaimplementowanych w oprogramowaniu dostarczonym przez producenta urzadzenia

(NanoTemper Technologies GmbH, Niemcy).
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4. Wyniki
4.1 Bialko P5
4.1.1 P5 posiada aktywnos¢ transglikozylazy
Rekombinowane P5"™ i muteing przypuszczalnej reszty katalitycznej (E95A)
zidentyfikowanej na podstawie homologii P5 do lizozymu testowano pod katem aktywnosci
peptydazy i transglikozylazy z uzyciem naturalnych isyntetycznych substratow. Sciana
komoérkowa P. aeruginosa zostata dodana do roztworu biatka P5", jak i jego muteiny E95A,
a produkty reakcji analizowano metodg LC / MS (Rysunek 7). Obie reakcje daty produkty
typowe dla transglikozylaz [60], muteina byta okoto 20 razy mniej aktywna w poréwnaniu
do typu dzikiego. Zaobserwowano produkty aktywnosci egzolitycznej (TriAl, TetraAl,
Tetra2A2 i Tetra3A3). Jednoczesnie w znaczacej ilosci stwierdzono takze produkty reakcji
endolitycznej (Tri2A1, TriTetraAl, Tetra2Al i Tetra3Al) (Rysunek 7). Nie zidentyfikowano
produktow aktywnosci peptydazy.
W celu dalszego scharakteryzowania aktywnosci litycznej PS5 przetestowano Szereg
syntetycznych substratow zaprojektowanych do monitorowania aktywnosci transglikozylazy,
endopetydazy i amidazy. Substrat transglkozylazy sktadajacy si¢ z dwoch powtorzen NAG-
NAM idwoch peptydow (DHL-100) byt trawiony przez P5™ w miejscu wiazania f-1,4-
glikozydowego, cojest wyraznym wskaznikiem aktywnosci transglikolitycznej. Drugi
substrat, ktory ro6znit si¢ od DHL-100 brakiem peptydéw (DHL-166) nie byt trawiony przez
P5"" mimo, ze reakcje prowadzono w identycznych warunkach dla obu substratow. Wynik

taki sugeruje, ze P5" wymaga peptydow $ciany komérkowej do rozpoznawania substratu.
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Rysunek 7. Analiza produktow trawienia $ciany komorkowej. (A) Chromatogram z
analizy LC/MS ukazujacy produkty trawienia $ciany komorkowej przez P5™. (B) Wzory
chemiczne najczesciej wystepujacych produktéw reakcji.

Muteina E95A byta nieaktywna zaréwno wobec DHL-100, jak i DHL-166 w testowanych
warunkach.

Badano réwniez wiele substratow zaprojektowanych do monitorowania aktywnos$ci
peptydazowej i amidazowej, lecz zaden z nich nie byt rozkladany w warunkach w ktorych
obserwowano aktywnos$¢ transglikozylazy przy uzyciu $ciany komorkowej i DHL-100.
Jedynie przy zwigkszonym stezeniu enzymu i przedtuzonym czasie inkubacji wykryto
aktywnosci D,D-karboksypeptydazy i D,D-endoeptydazy, lecz wytacznie przy uzyciu
syntetycznych substratow, odpowiednio DHL-89 i DHC-4. Aktywno$¢ transglikozylazy byta
jednakze znacznie wyzsza niz aktywnos$¢ proteolityczna pod wzgledem liczby procesowanych
czasteczek substratu w jednostce czasu. Fakt ten dobrze ilustruje analiza reakcji z DHL-100.
Nie zaobserwowano produktow proteolizy nawet gdy okoto 2/3 substratu DHL-100 zostato
juz przeksztatconych w produkty reakcji DHL-89 (czyli substrat dla D,D-karboksypeptydaz),
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€O oznacza niska skutecznos$¢ proteolizy W poréwnaniu do transglikozylacji. Niska wydajnosé
proteolizy byta rowniez widoczna, gdy analizowano produkty trawienia $ciany komodrkowe;j
i zaden z gtdéwnych zidentyfikowanych produktéw nie byt wynikiem proteolizy. Sugeruje, ze
obserwowana staba aktywno$¢ proteolityczna pochodzi ze sladowych zanieczyszczen probki,
anie od P5". Swiadcza o tym nastepujace przestanki: (i) wydajnos¢ proteolizy nie jest
zalezna od substytucji E95A podczas gdy aktywnos$¢ transglikozylazy maleje ponad
dwudziestokrotne w muteinie w poréwnaniu do typu dzikiego. Ponadto, (ii) wprowadzenie
dodatkowego etapu oczyszczania P5 zmniejsza (chociaz nie catkowicie eliminuje) aktywno$¢
proteolityczng bez wplywu na aktywnos$¢ transglikozylazy.

Analize aktywnosci biatka P5 i jego wariantu przeprowadzono w laboratorium prof. Shahriar
Mobashery Uniwersytet Notre Dame, Notre Dame, IN, USA. Moja rolag w eksperymentach
byto przygotowanie aktywnego biatka i jego muteiny opracowanymi wczesniej przeze mnie
metodami, opracowane nowej metody oczyszczania biatka eliminujgcej znaczaca czgs$¢

sladowych zanieczyszczen proteaza / proteazami.
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Rysunek 8. Syntetyczne substraty uzyte do analizy rodzaju aktywnosci P5. (A) DHL-100,
substrat dla LT, trawiony przez P5. (B) DHL-155, analog $ciany komorkowej pozbawiony
peptydow, nie trawiony przez P5. (C i D) DHC-4 i DHL-89 zwiazki hydrolizowane przez
odpowiednio D,D-karboksypeptydazy oraz D,D-endoeptydazy, nie trawione przez P5.
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4.1.2 Struktura krystaliczna P5
W celu poznania molekularnego mechanizmu rozpoznawania substratu i aktywnosci

transglikolitycznej P5 podjeto probe okreslenia struktury biatka peinej dlugosci zaréwno
w obecnosci, jak i bez ligandu. Krystalograficzne badania przesiewowe przeprowadzono
z uzyciem Kkonstruktu fuzyjnego zawierajacego metk¢ Hisg oraz biatko Trx polaczone
z biatkiem P5 pelnej dlugosci. Zidentyfikowano liczne warunki krystalizacji i rozwigzano
szereg struktur celem okreslenia wptywu warunkow krystalizacji i grupy przestrzennej na
szczegobty strukturalne biatka. Wszystkie struktury byty bardzo podobne do siebie. Dlatego do
dalszego opisu wybrano przyktadows strukture skrystalizowang w grupie przestrzennej 1422
i rozwigzang W rozdzielczoéci 1,66 A. Jednostka asymetryczna zawiera pojedyncza
czasteczke P5. Struktura jest dobrej jakosci icharakteryzuje ja wskazniki Rfactor 1 Riree
wynoszace odpowiednio 20,42 i 24,42%, atakze zadowalajace parametry stereochemiczne
(Tabela 13). Dobrze widoczna gestos¢ elektronowa opisuje reszty Q51-R193, ktére obejmuja
rdzen katalityczny. Ani biatko fuzyjne Trx ani N- i C-koficowe niekanoniczne ,,wydtuzenia”
struktury nie s3 zdefiniowane przez mapy gestosci elektronowej. Analogicznie bylo
w przypadku wszystkich innych struktur uzyskanych z krysztatlow otrzymywanych w r6znych
warunkach i nalezacych do réznych grup przestrzennych. Celem weryfikacji czy brak gestosci
elektronowej dla wybranych fragmentéw biatka byl wynikiem ograniczonej proteolizy
konstruktu czy tez nieustrukturalnienia tych regionow wykorzystano SDS-PAGE
rozpuszczonych krysztatbw. Analiza wykazala zmniejszong masg¢ czasteczkows biatka
zawartego w krysztatach w poréwnaniu do biatka stosowanego do badan przesiewowych
(Rysunek 9), co sugeruje, ze przedtuzenia poza katalitycznym rdzeniem zostaly usunigte
podczas krystalizacji, zapewne przez $ladowe zanieczyszczenia proteazami obecnymi
w probee. Okreslony gestoscia elektronowa rdzen biatka sktada si¢ glownie z a-helis i ma
ksztatt litery "T". Jest zbudowany wokot dtugiej helisy a5 (142-163), na ktorej znajduje si¢
»daszek” ztozony z al, o2, B1, B2, a3 io4. Podstawa sktada si¢ z a6 ia7 (Rysunek 9).
Przyblizone wymiary pojedynczego monomeru wynosza 54 x 26 x 30 A. Algorytmy
zaimplementowane w serwerze analizujacym podobienstwa struktury DALI wskazuja, ze
struktura P5 najbardziej przypomina struktur¢ litycznej transglikozylazy Gpl44
Z bakteriofaga ¢KZ (PDB 3BKH).
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Rysunek 9. Krystalizacja i struktura krystaliczna P5. (A) Analiza SDS-PAGE uzyskanych
krysztatow PS5, biatka dzikiego i wybranych mutein. 1.delecja 1-46, 2. delecja 192-220, 3.
konstrukt 46-191, 4. LMW, 5. P5 cigte proteazg V8, 6. krysztat, 7. P5, 8. E95A, 9. His-trx-P5.
(B) zdjecia przykladowych krysztalow biatka 1- P5™, 2- P55%* z ligandem (NAG)s (C)
Struktura P55** kompleksie z (NAG)s w pozycji przypominajacej litere T (D) Zblizenie na
miejsce oddziatywania z ligandem. Aminokwasy ktorych wptyw na aktywnos¢ katalityczna
P5 analizowano w niniejszej pracy poprzez mutagenez¢ oznaczono modelem pateczkowym.
Na rézowo zaznaczono C-koncowa helis¢ ze struktury 4dgj (nieobecng w strukturach
rozwigzanych w tej pracy). Szarymi sferami zaznaczono aminokwasy po ktorych
dokonywano skrocenia fragmentoéw helisy celem analizy ich wptywu na aktywnos$¢ biatka.

Poniewaz biatko 0 pelnej dilugosci wykorzystane do krystalizacji uleglo ograniczonej
proteolizie podczas krystalizacji, uzyskane struktury nie pozwolity na zdefiniowanie
organizacji N- lub C- koncéw rdzenia katalitycznego. Pomimo tego, wraz z przedstawionymi
ponizej] danymi funkcjonalnymi 1 wcze$niej opublikowang struktura apo formy P5
zawierajacej caty C- koniec, niniejsza praca dostarcza interesujagcego wgladu w role

subdomen N- i C- koncowych w aktywnos$ci P5 (patrz rozdziat ,,Dyskusja”™).
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Tabela 13. Statystyki danych i udokladnienia

Biatko p5™ P5=>"+(Nag)s 5=°A+(Nag)s
PDB ID 616D 616A 616Q
Statystyki danych pomiarowych
Grupa przestrzenna 1422 P212121 P212121
Wymiary komorki
elementarnej
a, b, c(A) 103.33103.3374.73  61.38 63.06 69.42 61.16 63.06 69.45
a, B,y () 9090 90 9090 90 909090
Rozdzielczos¢ (A) 1.95 1.55 1.43
Rmerge 0.073 (0.745) 0.070 (0.700) 0.326 (0.869)
CC 12 1.000 (0.791) 0.995 (0.527) 0.934 (0.648)
1/3(1) 34.3 (2.4) 15.3(3.0) 3.6 (1.6)
kompletno$¢ (%) 100.0 (100.0) 95.6 (98.5) 99.0 (98.6)
Redundancja 2.6 (2.7) 2.7 (2.8) 5.6 (5.7)
Statystyki udokladnienia
Rozdzielczosé (A) 1.95 1.55 1.43
Liczba refleksow 14319 36071 47294
Rwork / Riree 0.204/0.244 0.180/0.210 0.192/0.222
Liczba atomow:
Biatka 1140 2304 2453
Ligandu - 72 72
_Czasteczek wody 57 165 216
Sredni wspotczynnik 47.82 24.76 19.16
temperaturowy
Biatka 47.80 23.63 17.85
Ligandu - 34.77 25.17
Czasteczek wody 48.26 34.57 29.66
R.m.s.d.
Dlugosci wigzan (A) 0.023/0.019 0.023/0.0182 0.019/0.014
Katow migdzy 2.033/1.826 2.235/1.882 2.032/1.808
wigzaniami (°)
Ramachandran 94.12 98.88 98.50
warto$ci pozadane
(%)
Ramachandran 5.15 1.12 1.12
wartosci dozwolone
(%)

* Wartosci w nawiasach dotycza powloki o najwyzszej rozdzielczos$ci (ang. highest-resolution shell).

4.1.3 Charakterystyka miejsca aktywnego bialka P5
Analiza porownawcza znanych struktur litycznych transglikozylaz i struktury P5 wskazata na

reszte¢ E95 jako przypuszczalne miejsce katalityczne. Aby przetestowaé to zalozenie,
przygotowano muteing alaninowg tej reszty iporéownano jej aktywnos$¢ lityczng
z aktywnoscia P5". W tecie degradacji izolowanej $ciany komorkowej p5EA posiadata
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mniej niz jeden procent aktywnosci biatka dzikiego typu (okoto 1/20 aktywnos$ci w tescie na
substratach syntetycznych), i jej aktywno$¢ byta prawie nieodréznialna od tta, demonstrujac
znaczenie E95 w katalizie. Nastepnie przetestowano plastycznos¢ miejsca aktywnego przez
zamian¢ katalitycznego kwasu glutaminowego na reszt¢ O podobnych wiasciwosciach
fizykochemicznych, ale o tancuchu krétszym o jeden atom wegla - kwas asparaginowy.
Aktywno$¢ muteiny E95D byta znaczaco obnizona W porownaniu z typem dzikim, i byta
poréwnywalna do aktywnosci E95A, co wskazuje, ze W badanej pozycji konieczna jest nie
tylko kwasowa reszta, ale takze, ze mechanizm katalizy wymaga precyzyjnych interakcji
enzym-substrat. Przetestowano takze wptyw zmiany wiasciwosci fizykochemicznych reszty
katalitycznej przez przetestowanie E95Q. Aktywnos$¢ tej muteiny byta nieodroznialna od tla,
prawdopodobnie dlatego, ze zmutowany enzym nie moégl pomieéci¢ substratu w miejscu

aktywnym z powodu odpychania elektrostatycznego (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Porownanie aktywnosci P5 i jego wariantéow w teScie lizy S$ciany
komoérkowej. Jako probki porownawczej uzyto lizozymu jaja kurzego (HEWL).

4.1.4 Struktura krystaliczna kompleksu P5 z weglowodanem

W opublikowanej wczesniej strukturze krystalicznej P5 w kompleksie z weglowodanem,
(NAG), (PDB 4dqj) ligand nie przechodzi przez cate miejsce wigzania wypehiajac jedynie
kieszenie A, B, C i D ale nie E i F (nomenklatura miejsc wigzania na podstawie lizozymu,
[132]). Aby uzyskaé¢ wiecej informacji na temat organizacji miejsca aktywnego, podjgto
proby ko-krystalizacji P55%* z analogami substratu (NAG)s i (NAG)s, oraz z potencjalnymi
inhibitorami NAG- tiazoling i PUGNac. Dwa pierwsze ligandy powinny w zalozeniu
pozwoli¢ na uzyskanie struktury, w ktorej ligand obejmuje cale miejsce aktywne. Dwa

kolejne powinny da¢ wglad w mechanizm katalizy. Uzyskano szereg krysztatlow w
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réznorodnych warunkach. Przeprowadzono takze nasaczanie krysztatow P55%4

. Wigkszos¢
krysztatlow byta stosunkowo dobrej jakosci co pozwolilo na zebranie danych i rozwigzanie
struktur. Z kilkudziesi¢ciu analizowanych krysztalow gesto$¢ elektronowa byta widoczna
jedynie dla (NAG)s i (NAG)s, a w zadnym przypadku dla NagThiaz i PugNac. Wstepnie
udoktadniono szereg struktur zawierajacych (NAG)s i (NAG)s pochodzacych z roéznych
warunkoéw krystalizacyjnych i skrystalizowanych w réznych grupach przestrzennych, jednak
wszystkie te struktury byly bardzo podobne pod wzgledem liczby meréow ligandu
zdefiniowanych przez gestos¢ elektronowa. Przyktadowe struktury zostaty rozwigzane
i udokladnione przy rozdzielczosci 1,6 A 12,0 A wgrupie przestrzennej P2;2:2;
| charakteryzowaly je parametry Riacio/Rfree Wynoszace odpowiednio 18/21% i19/22% dla
(NAG)s i(NAG)s. Kazda jednostka asymetryczna zawierala dwie czasteczki P57
Co ciekawe, gestos¢ elektronowa definiuje jedynie 2 do 4 reszt weglowodanu W miejscu
aktywnym i zaden weglowodan nie obejmuje catosci miejsca katalitycznego (kieszeni E i F).
Tym samym wszystkie rozwigzane struktury stanowig raczej przyktad kompleksu enzym-
produkt niz enzym-substrat. Jest to o tyle niespodziewane iz do krystalizacji wykorzystywano
praktycznie nicaktywna katalitycznie muteing E95A. Natozenie uzyskanych w tej pracy oraz
opublikowanych poprzednio struktur krystalicznych kompleksow PS5 z czgsteczkami NAG
wskazuje na stosunkowo elastyczny sposob wigzania ligandu. Mozliwe jest jednak
zdefiniowanie czterech wyraznych kieszeni w rowku wiazgcym (Rysunek 9 i 11). Cukier
znajdujacy si¢ W bezposrednim sgsiedztwie rozcinanego wigzania (zlokalizowany w kieszeni
D) jest stabilizowany przez oddzialywania wodorowe pomig¢dzy atomem tlenu O6 grupy
hydroksylowej i grupami karbonylowymi Gly115 i GInl16, ktore znajduja si¢ na dnie
kieszeni wigzacej. Cukier znajdujacy si¢ w kieszeni C eksponuje ugrupowanie N-acetylowe
do dna kieszeni wiazacej, gdzie jest ono stabilizowane przez oddzialywania wodorowe
z grupa aminowa Asnl118 i grupa karbonylowa His178 tancucha glownego. Kolejne interakcje
obejmujgce wigzanie wodorowe pochodza od grupy hydroksylowej tancucha bocznego
Thr121 oraz grupy hydroksylowej O3 cukru, a takze oddzialywanie poprzez czasteczke wody
pomiedzy O3 atomem wegla grupy karbonylowej tancucha gtdéwnego Tyrl77 i ugrupowania
amidowego tancucha bocznego Asn156. Taki sposob wigzania weglowodanu okresla miejsce
cigcia W obrebie peptydoglikanu na wigzaniu -1,4-glikozydowym zlokalizowanym
pomiedzy NAM i NAG, anie wigzaniu pomigdzy NAG i NAM. Dzieje si¢ tak dlatego, ze
miejscu wiazania rozgalezienia peptydowego na atomie wegla C3 jest eksponowane na
zewnatrz kompleksu P5/cukier jedynie w kieszenie D a nie w kieszeni C. W kieszeni C

miejsce to byloby zlokalizowane tak ze peptyd tworzylby zawade przestrzenng
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uniemozliwiajaca utworzenie kompleksu. Monomer zlokalizowany w kieszeni B jest
stabilizowany w rowku wigzacym przez wigzanie wodorowe migdzy tlenem hydroksylowym
O6 i grupg karboksylows tancucha bocznego Asnl56 oraz amidem tancucha gléwnego
Alal82. Dodatkowe wigzanie wodorowe za posrednictwem wody stabilizuje eksponowane do
roztworu ugrupowanie N-acetylowane. Monomer znajdujacy si¢ w kieszeni A jest w duzej
czesci skierowany do roztworu (kieszen jest plytka i stabo wyksztalcona). Monomer ten jest
stabilizowany przede wszystkim przez oddzialywania za posrednictwem wody i tylko
pojedyncze bezposrednie wigzanie wodorowe migdzy ugrupowaniem acetylowym i atomem
azotu tancucha bocznego Argl24. Stabe interakcje monomeru w kieszeni A z enzymem
odzwierciedlaja wyzsze wspolczynniki temperaturowe opisujgce atomy tej podjednostki
cukrowej w poréwnaniu z podjednostkami znajdujacymi si¢ w kieszeniach B i C. Cukier
znajdujacy si¢ W kieszeni D jest takze usytuowany relatywnie luzno, jednak w przypadku
substratu jest prawdopodobnie stabilizowany przez oddzialywania w kieszeniach E i F, ktore

jednak nie sa wypelione w zadnej z rozwigzanych struktur (patrz dyskusja).

4.1.5 SNP 124 wplywa na wigzanie substratu
W litycznej transglikozylazie P5 faga ¢6 zidentyfikowano polimorfizm pojedynczego

nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism), ktory zamienia argining na glicyng
W pozycji 124. Poniewaz reszta 124 stanowi cze$¢ kieszeni wigzacej substrat, sprawdzono,
w jaki sposob SNP wptywa na rozpoznawanie substratu, biorgc pod uwage duzg rdznice
w tadunku i w wielkos$ci aminokwasoéw ktorych dotyczy polimorfizm. Natozenie rozwigzane;j
wczesniej przez Desseau i wspotpracownikow struktury wariantu Glyl24 zawierajacego
ligand i struktury wariantu Arg24 prezentowanego w niniejszej pracy ukazuje natychmiast, ze
SNP znaczagco wptywa na polozenie substratu wrowku wigzacym. Dotyczy to w
szczegbOlnos$ci cukru w Kieszeni A, a wigc tego ktorego oddzialywanie z enzymem jest
bezposrednio dotkniete polimorfizmem (Rysunek 11). Gdy w pozycji 124 obecna jest
arginina, jej tfancuch boczny zapewnia oddziatywanie wodorowe z tlenem grupy acetylowej
weglowodanu, podczas gdy tancuch boczny Glul55 jest skierowany na zewnatrz, od
substratu. Kiedy w biatku w pozycji 124 obecna jest glicyna substrat siega glebiej w kierunku
tej reszty (co uniemozliwia tancuch boczny gdy w miejscu 124 znajduje si¢ arginina).
Pozwala to tancuchowi bocznemu GIlul55 obroci¢ si¢ W kierunku miejsca wigzania
I utworzy¢ dwa wigzania wodorowe z atomem azotu w pozycji 2 igrupa hydroksylowa
w pozycji 3 cukru. Dodatkowo arginina wypiera pewne czasteczki wody, ktore w wariancie

Gly124 tworzg stabilng sie¢ wokot reszty acetylowej weglowodanu.
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Podsumowujac, SNP zmieniajacy sens w pozycji 124 biatka zmienia charakter oddziatywan
I utozenie podjednostki substratu w kieszeni A. Jednak utrata niektorych wigzan wodorowych
jest kompensowana przez tworzenie innych, w zwigzku z czym SNP ma niewielki wptyw na
caloksztalt rozpoznania substratu w zwigzku z plastycznoscia weglowodanu i miejsca

wigzania.

\o? <4 Gly-124

. 3 / N
o 4B N8 {Glu-155
- "4 _Glu-155

Rysunek 11. Wplyw polimorfizmu w miejscu 124 bialka P5 na wigzanie ligandu. Kolor
zielony - struktura 616Q zawierajaca argining W miejscu 124, na niebiesko struktura 4dg5
zawierajaca glicyng w miejscu 124. Przerywang kreska zaznaczono wigzania wodorowe, ich
kolor odpowiada kolorom biatek. (A) Struktury z ligandem przedstawione w prezentacji ,,T”
(B) ten sam model obrocony o ok. 90" (C) ukazane z bliska roznice w sieci wigzan
wodorowych w zaleznosci od polimorfizmu.

4.1.6 Wplyw koncow N- i C- na aktywnos$¢ enzymatyczng biatka P5
Katalityczny rdzen P5 obejmuje reszty 55 — 193, podczas gdy dojrzate biatko petnej dtugosci

zawiera dodatkowo stosunkowo diugie subdomeny N- iC- koncowe. Funkcje tych
fragmentow czasteczki nie byly znane w czasie rozpoczgcia opisywanych tutaj badan.
Dlatego podjeto probe identyfikacji roli tych subdomen w regulacji aktywnos$ci enzymu.

N-koncowy fragment P5 (reszty 1-47) nie jest zdefiniowany przez gestos¢ elektronowa
w zadnej z rozwigzanych do tej pory struktur krystalicznych, ani tych opisanych w niniejszej
pracy ani uzyskanych wczesniej. We wczesniejszych pracach sugerowano iz fragment N-
koncowy moze on stanowi¢ funkcjonalnie odrgbng domene wazng dla interakcji z innymi
biatkami wirusa, ale nie dostarczono zadnych danych wspierajacych te hipoteze (23). W
niniejszej rozprawie wysunieto hipotezg, ze N-koniec P5 jest bezposrednio zaangazowany

w kataliz¢ biatka PS5, prawdopodobnie w rozpoznawaniu substratu (patrz dyskusja). Taki
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wniosek potwierdza obserwacja, ze muteina pozbawiona pierwszych 47 reszt
aminokwasowych ma zaledwie 10% aktywnosci biatka typu dzikiego (Rysunek 10). Niemnigj
jednak, zdefiniowanie szczegotéw mechanistycznych, dzieki ktorym N-koniec determinuje
aktywno$¢ katalityczng PS5 jest prawie niemozliwe przy braku informacji strukturalnych
I prawdopodobnie przejSciowej naturze interakcji. Dlatego w pracy nie podjeto tego
zagadnienia poza wykazanie zmniejszonej aktywnosci mutanta delecyjnego.

C-terminalny koniec (Q199-A220) P5 jest zdefiniowany przez gestos¢ elektronowg w jednej
ze struktur nie zawierajgcej ligandu (gdzie znajduje si¢ w okolicy miejsca wigzania), a nie jest
zdefiniowany w strukturach z ligandami. Moze to sugerowa¢ mechanizm bramkowania
miejsca wigzacego substrat lub przejsciowe oddziatywania z substratem. Dlatego w niniejszej
pracy podjetam analize wptywu C-konca na aktywno$¢ biatka. Analiza mutein w obrgbie C-
konca wskazuje jednoznacznie iz struktura ta jest niezbedna dla aktywnos$ci P5. Juz usunigcie
trzech ostatnich trzech reszt P5 (218-220) powoduje spadek aktywnosci muteiny do okoto
25% aktywnosci biatka typu dzikiego, podczas gdy usunigcie reszt 204-220 zmniejsza
aktywnos¢ do poziomu tla. Podobnie, muteiny pozbawione reszt 207-220 i211-200
wykazywaly prawie zerowa aktywnos$¢ lityczng, co pokazuje znaczenie catej C-koncowej
czesci W aktywnosci litycznej transglikozylazy P5 (Rysunek 10).

Dostepne struktury krystaliczne dajg wglad w prawdopodobny mechanizm modulacji
aktywnosci P5 przez jego C-koniec. Jedna z struktur P5 typu dzikiego (PDB ID: 4DQ5)
definiuje ksztatt catego C-konca, gdzie reszty 192-200 tworzg petle usytuowana obok miejsca
wigzacego ligand, podczas gdy reszty 201-205 tworza helis¢ skierowang w Kierunku miejsca
wigzgcego. Postawiono hipotezg, ze testowane delecje W obrebie czesci helikalnej
destabilizuja jej oddziatywanie ze rdzeniem P5, a tym samym zmieniaja orientacj¢ petli 192-
200, wplywajac na wigzanie substratu. Aby przetestowaé to przypuszczenie zmutowano
reszte N179, ktora stabilizuje petle 192-200 przez oddziatywanie wodorowe z Q199. Zgodnie
z przewidywaniami mutacja doprowadzita do spadku aktywnosci muteiny N179A
do poziomu mniejszego niz 4% aktywnosci P5 typu dzikiego. Jednakze reszta N179 znajduje
si¢ centralnie w kieszeni katalitycznej i dlatego efekt mutacji moze by¢ szerszy niz tylko
destabilizacja petli 192-200. W zwigzku z tym zbadano reszty wchodzace w sktad petli, ktore
prawdopodobnie biorg udziat w interakcji z ligandem. Analiza modelu hybrydowego,
sktadajacego si¢ ze struktury w ktorej okreslony jest rdzen katalityczny i orientacja substratu
w kompleksie NAG z P5, oraz C-konca pochodzacego ze struktury PS5 apo (w strukturze
z ligandem helisa ta nie jest zdefiniowana przez mape¢ gestosci elektronowej) sugeruje, ze

tancuchy boczne Y196, Q199 iS200 moga zapewnia¢ interakcje z substratem. Muteiny
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alaninowe kazdej z powyzszych reszt charakteryzowaty si¢ aktywno$cia mniejsza niz jeden
procent typu dzikiego, co potwierdza hipoteze 0 istotnej roli petli 192-200 w wigzaniu
substratu.

Powyzsza analiza nie wyjasnia jednak istotnego wplywu usunigcia ostatnich trzech reszt
(218-220) PS5, ktore skierowane sa do roztworu i nie tworza zadnych interakcji z rdzeniem
katalitycznym lub substratem. Mechanizm wptywu tych reszt na aktywno$¢ enzymatyczng

pozostaje niewyjasniony.

4.2 Bialko N nukleokapsydu ludzkiego korona wirusa NL63

4.2.1 Charakterystyka domen bialtka N NL63

Rekombinowane biatko N HCoV NL63 otrzymano w systemie ekspresyjnym E. coli
z wydajnosciag 6 mg na litr hodowli. Biatko oczyszczono do homogennosci przy uzyciu
procedury obejmujacej chromatografi¢ powinowactwa, chromatografi¢ jonowymienna oraz
saczenie molekularne.

We wstepnych probach oczyszczania zaobserwowano, ze podczas chromatografii
jonowymiennej biatko wymywato si¢ niespecyficznie przez caly rozdziat. Eluowano wiec
calo$¢ biatka wysokim stezeniem Soli. Analiza metoda SDS-PAGE wskazata obecno$¢
pozadanego biatka (oraz zanieczyszczen), jednak nietypowy profil elucji wymagat dalszego
wyjasnienia. Szczyt widma absorpcji tak otrzymanego preparatu przypadat w okolicy 260 nm
(Rysunek 12B). W sktad sekwencji aminokwasowej biatka N, wchodzi miedzy innymi
fenyloalanina. Jej maksimum absorpcji przypada na 258 nm. Jednakze ma ona zdecydowanie
mniejszy wspotczynnik ekstynkcji niz tryptofan, ktorego maksimum absorpcji przypada na
280 nm. Pomimo, ze W biatku znajduje si¢ 14 reszt fenyloalaniny, a jedynie 5 reszt tryptofanu
na widmie powinien dominowa¢ szczyt przy dtugosci fali 280 nm. Maksimum absorpcji przy
260 nm jest z kolei charakterystyczne dla kwasow nukleinowych. Dlatego biatko
przeanalizowano pod katem wigzania kwaséw nukleinowych. Traktowanie preparatu
Benzonazg, nukleaza rutynowo stosowang do usuwania kwasow nukleinowych powodowato
zmiang profilu elucji w chromatografii sagczenia molekularnego. Elucja probki nie traktowanej
nukleaza zachodzila tuz po objetosci pustej, wskazujac na formowanie agregatow, natomiast
czas retencji dla probki traktowanej Benzonaza znacznie si¢ wydtuzat i elucja przesuwata si¢
w miejsce spodziewane dla monomeru (Rysunek 12A). Tym samym wykazano iz biatko N
wiaze kwasy nukleinowe tworzac z nimi wielkoczasteczkowe agregaty.

Analogiczny do powyzszego wynik uzyskano w elektroforezie (Rysunek 12 C i D). Na zele

do elektroforezy w warunkach denaturujacych i niedenaturujagcych natozono niczym
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nietraktowane biatko N, biatko N po inkubacji z Benzonaza, oraz biatko traktowane proteaza
stafopaing B. Zel z elektroforezy natywnej wybarwiono bromkiem etydyny, co pozwolito
zwizualizowa¢ obecno$¢ kwasoéw nukleinowych w probkach z biatkiem N i biatkiem
traktowanym stafopaing B, ale nie w probce traktowanej Benzonaza. Kwas nukleinowy widaé
jako $wiecace smugi. Te same probki przetestowano metoda SDS-PAGE - zele poddano
barwieniu Commasie brillant blue, co ukazato obecno$¢ biatka we wszystkich studzienkach.
Wyniki elektroforezy pozostawaly w zgodzie z wynikiem saczenia molekularnego, tzn.
probki traktowane Benzonazg stanowily oligomery. Oligomery zawieraty kwas nukleinowy o
zrdznicowanej dlugosci. Biatko traktowane Benzonazg przechodzilo do form o nizszej masie
czasteczkowej, szczyt profilu elucji w chromatografii przesuwal si¢ w prawo, kwasy
nukleinowe nie zostaty uwidocznione na zelu.
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Rysunek 12. Analiza mulitmeryzacji bialka N pelnej dlugosci. (A) Natozenie
chromatogramow z saczenia: szczyt P1 — biatko N nietraktowane Benzonaza, szczyt P2 —
biatko N po potraktowaniu benzonazg. (B) Widmo absorpcyjne biatka ze szczytu P1. (C)
Elektroforeza w warunkach natywnych. Barwienie bromkiem etydyny. (D) Elektroforeza
SDS-PAGE. (C i D) 1. Standard masy czgsteczkowej, 2. Biatko N, 3. Biatko N + benzonaza,
4. Biatko N + stafopaina B.

el -

Bl

Usunigcie zanieczyszczenia kwasem nukleinowym, spodziewany profil elucji w saczeniu
molekularnym 1 zadowalajaca jako$¢ preparatu w analizie SDS-PAGE sktonity do podjgcia
prob krystalizacji. Testowanie tysigcy warunkow krystalizacyjnych, w réznych temperaturach

I przy roznych stgzeniach biatka pelnej dhugosci zakonczyly sie jednak niepowodzeniem. W
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bardzo wielu probach nie uzyskano zadnych, nawet stabej jakos$ci krysztalow biatka.
Zastosowano wigc ograniczong proteoliz¢ do identyfikacji stabilnych domen odpowiednich
do krystalizacji, ale biatko 0 pelnej dtugosci wykazato wzgledng stabilno$¢ w stosowanych
warunkach (Rysunek 13). W zwigzku ztym w oparciu 0 analize sekwencji i dostepng
literaturg zaprojektowano konstrukty ekspresyjne NTD i CTD (Rysunek 14). Obie domeny
otrzymano z wysoka wydajnoscia (~30 mg na litr poczatkowej hodowli bakteryjnej)

i oczyszczono do homogennosci. Czysto$¢ uzyskanego preparatu wynosita okoto 90%.
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Rysunek 13. Ograniczona proteoliza biatka N i jego domen. (A) SDS-PAGE biatka N
traktowanego proteazami: 1. trombing, 2 i 13. standard masy czasteczkowej LMW, 3, 6, 9 i
12. kontrola, 4. proteaza precission, 5. subtylizyna, 7. stafopaing A, 8. stafopaing B, 10.
trypsyna, 11. proteaza TEV, 14. proteaza V8. (B) Ograniczona proteoliza CTD. 1. Kontrola —
CTD bez dodatku proteazy; CTD z dodatkiem: 2. Proteazy V8, 3. Subtylizyny, 4. Standard
masy czasteczkowej LMW, 5. Trypsyna, 6. Papaina, 7. Chymotrypsyna. (C) sieciowanie CTD
i NTD 0,007% aldehydem glutarowym. W przypadku CTD z dodatkiem aldehydu
obserwujemy dodatkowy prazek odpowiadajacy podwojonej masie CTD.
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Rysunek 14. Struktury pierwszorzedowe i drugorzedowe NTD (A) i CTD (B) biatka N
HCoV NL63 i wirusow o homologicznych domenach bialka N. Struktury drugorz¢dowe
znajdujg si¢ powyzej dopasowania aminokwasow. Regiony o najwyzszej konserwacji
ewolucyjnej zostaly zaznaczone na czerwono 1 na zo6tto. Reszty, ktorych udziat w wigzaniu
kwasu nukleinowego badano za pomocg mutagenezy, oznaczono symbolem gwiazdki. TT,
skret. Zrodto rysunku: Szelazek, et al. "Structural characterization of human coronavirus
NL63 N protein.” Journal of Virology 91.11 (2017).

Metoda saczenia molekularnego wykazano, ze NTD wystepuje W postaci monomerycznej
w roztworze, podczas gdy CTD wystgpuje jako dimer (a takze jako agregaty 0 wysokiej
masie czasteczkowej, ktore tatwo precypitowaty w wyzszych stezeniach) (Rysunek 15).
Wyniki takie byly zgodne z wczesniej opublikowanymi danymi [133]. Potwierdzeniem
przyjmowania przez NTD formy monomerycznej w roztworze oraz formy dimerycznej przez
CTD byt tez wynik eksperymentu sieciowania 2z uzyciem aldehydu glutarowego.
W przypadku CTD sieciowanie powoduje powstanie nowego prazka w SDS-PAGE
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odpowiadajacego podwojonej masie domeny. W przypadku NTD nie zaobserwowano
podobnego zjawiska (Rysunek 13 C).

NTD krystalizowata tatwo. Juz W pierwszej probie w wielu dotkach pojawity si¢ krysztaty.
Natomiast uzyskanie krysztatow CTD z konstruktow poczatkowych okazato si¢ wyzwaniem.
Wiele prob krystalizacyjnych nie przyniosto efektu. Mimo testowania tysiecy warunkow,
stosowania réznych stgzen biatka 1 krystalizacji w réznych temperaturach nie uzyskano
krysztaldow. Dopiero zastosowanie ograniczonej proteolizy wykazato, ze CTD mozna dalej
skraca¢ do postaci 0 mniejszej masie czasteczkowej (Rysunek 13B) ita postaé tatwo

krystalizuje w wielu roznych warunkach.
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Rysunek 15. Analiza oligomeryzacji NTD i CTD. Przerywana linig oznaczono NTD -
widoczny jeden glowny szczyt; linig ciggly oznaczono CTD — widoczne 2 gltéwne szczyty
wskazujace na obecnos¢ przynajmniej dwoch populacji biatek: szczyt tuz za objetoscia pusta
wskazuje na obecnos¢ oligomerdéw, szczyt b — obecnos¢ dimerow. W goérnym lewym rogu
analiza SDS-PAGE probek pobranych ze szczytow a i b.

4.2.2 Struktura krystaliczna N-terminalnej domeny (NTD) biatka nukleotydu HCoV

NL63
Struktura krystaliczna NTD zostala rozwigzana i udokladniona przy rozdzielczosci 1,5 A.

Charakteryzuja ja parametry Riaco/Riee  Wynoszace odpowiednio  15,12/19,72%
I zadowalajace parametry stereochemiczne (Tabela 14).

Krysztal nalezy do grupy przestrzennej P3,. Jednostka asymetryczna zawiera dwie czasteczki
NTD, obejmujace reszty 10-140 i12-140, odpowiednio dla czasteczek A1 B. Kazda
czasteczka jest dobrze zdefiniowana przez ggsto$¢ elektronowa, z wyjatkiem pojedynczej
czesciowo nieustrukturalnionej, eksponowanej do rozpuszczalnika petli (Arg65-Arg69).

Monomery s praktycznie identyczne I naktadajg si¢ zrmsd (ang. root-mean-square
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deviation) 0,2 A (atomy Ca). Kazdy monomer ma ksztatt dtoni, z pojedynczym wystajacym
palcem (Rysunek 16). W takim przedstawieniu palec sktada si¢ z B-spinki (ang. S harpin)
Z czeSciowo niestrukturalng petlg taczacg tancuchy B2 i B3. Fragment ten charakteryzuje sie
wyzszymi wspétczynnikami temperaturowymi od rdzenia czasteczki. Druga strona spinki jest
osadzona w srodku globularnej czesci czasteczki. Przyblizone wymiary pojedynczego
monomeru wynosza 50x30x29 A (najdhuzszy wymiar opisuje wystajaca, podobng do palca
szpilke B2-B3).

Kazdy monomer koordynuje kilka jondéw siarczanowych pochodzacych z buforu
krystalizacyjnego. Trzy z tych jonow sa szczegOlnie interesujagce W odniesieniu
do przypuszczalnego sposobu wigzania RNA (patrz ponizej). Pierwszy z tych jonéw znajduje
si¢ W $srodkowej czesci podobnej do palca szpilki 2-B3 i jest koordynowany przez tancuchy
boczne Arg6l i Arg63. Drugi interesujacy jon siarczanowy znajduje si¢ W miejscu, gdzie B
spinka wystaje z globularnej czgséci czasteczki i jest koordynowany przez tancuchy boczne
GIn59, Arg6l iLys75. Trzeci interesujacy jon siarczanowy tworzy mostek solny z
tancuchem bocznym Argl16 i jest dodatkowo stabilizowany w sieci otaczajacych czasteczek
wody. Powierzchnia potencjalu elektrostatycznego NL63-NTD zawiera duzy, natadowany
dodatnio rowek w miejscu, w ktérym koniec N i palec B2-B3 wystaja z globularnej czesci
czasteczki. Taka dodatnio natadowana powierzchnia jest charakterystyczna dla wszystkich
domen NTD opisanych do tej pory ijest zwigzana z interakcjg tego fragmentu biatka N
z RNA (patrz ponizej).

Pomimo réznic na poziomie sekwencji pierwszorzgdowej, struktura alfa-koronawirusowych
NTD jest podobna do wczesniej opisanych struktur NTD pochodzacych z beta- i gamma-
koronawirusow (Rysunek 16). Struktura NTD sktada si¢ z pigeciu utozonych antyrownolegle
arkuszy B ztopologia B4-p2-p3-p1-BS (rysunek 16B). Arkusz ten otoczony jest petlami
taczacymi wstazki .
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Tabela 14. Statystyki zebranych danych i udokladnienia modelu.

Biatko NTD CTD
PDB ID 5HFP 5EPW
Statystyki danych pomiarowych
Grupa przestrzenna P3, P6,
Wymiary komoérki
elementarnej
a, b, c(A) 48.09 48.09 101.22 68.29 68.29 92.49
afy (°) 9090 120 90 90 120
Rozdzielczosé (A) 1.49 1.50
Rimerge 0.034 (0.095) 0.085 (0.841)
1/ 38l 16.1 (7.4) 15.3 (3.0)
Kompletnos¢ (%) 99.1 (99.5) 100 (100)
Redundancja 2.9 (2.9) 10.2 (9.7)
Statystyki udokladnienia
Rozdzielczo$é (A) 1.49 1.5
Liczba refleksow 42693 39119
Rwork / Riree 0.1512/0.1972 0.169/0.198
Liczba atomow 2645 1955
Biatko 2205 1736
Ligand/jon 75 0
Czasteczki wody 365 219
Sredni wspotczynnik B
Biatko 21.06 21.75
Ligand/jon 34.59 20.91
Czasteczki wody 30.65 28.46
R.m.s.d.

Dtugosci wigzan (A) 0.024 0.027
Katow migdzy 253 2.40
wigzaniami (°)

Ramachandran regiony 97.77 98
prefereowane (%)
Ramachandran regiony 1.79 2.3

dozwolone (%)

* Warto$ci W nawiasach dotycza powloki o najwyzszej rozdzielczosci (ang. highest-
resolution shell).

Porownujgc uprzednio rozwigzane struktury NTD pochodzgcego z beta- 1gamma-
koronawiruséw ze strukturg NTD z alfa-koronawirusa uzyskana w niniejszym badaniu
(Rysunek 16 D) najwicksze roznice w ukladzie gldéwnego tancucha znajdujg si¢ w obrebie
motywu palca (najprawdopodobniej z powodu wzglednej elastycznosci tego fragmentu).
Drugi region o0 znacznej zmiennosSci strukturalnej znajduje si¢ W N-koncowej czesci
bezposrednio po kartce Bl (Ser29-Asn40) i sagsiadujagcym fragmencie tuz przed kartka B5
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(Ser128-Glul34). W tym pierwszym fragmencie krotka a-helisa obejmujaca reszty Ala32-
11e37 jest charakterystyczna jedynie dla NL63-NTD i nie wystepuje W zadnej ze struktur NTD
beta- lub gamma-koronawiruso6w poznanych do tej pory (Rysunek 16D).

Dwa monomery NL63-NTD znajdujace si¢ W jednostce asymetrycznej tworzg dimer
charakteryzujacy si¢ pseudopodwojng symetrig rotacyjng (Rysunek 16C). Chociaz
powierzchnia oddziatywania pomiedzy monomerami jest stosunkowo duza (~ 2000 A?), jej
krzywizna jest nieco wklesta, azatem bezposrednie kontakty mi¢dzy monomerami sa
stosunkowo nieliczne isg zlokalizowane tylko na brzegu powierzchni oddziatywania.
Obejmujg one wigzania wodorowe migdzy tancuchami bocznymi AAsSp30 i gLys15, a;sASp88
I 8/AGIN93 oraz mostek solny miedzy a ;sGIU60 i g, aAArgl18. Srodkowa cz¢$¢ dimeru sktada
si¢ Z duzej, wypelnionej rozpuszczalnikiem wneki i to $cisle skoordynowane czasteczki wody
posrednicza W wigkszo$ci oddziatywan miedzyczasteczkowych.

Motywy B-spinki do wlosow przypominajgce palce nie oddziatujg bezposrednio W obrebie
dimeru. Znajduja sie one W odleglo$ci okoto 13 A od siebie. Jedyne posrednie kontakty w tej
czesci dimeru sg dostarczane przez jony siarczanowe pochodzace z rozpuszczalnika. Ogoélnie,
opisane interakcje w obrebie dimeru sa zwigzane jedynie z upakowaniem w krysztale, bedac
zbyt stabe aby utrzymaé¢ dimer w roztworze, cowykazano przez analizy saczenia

molekularnego, gdzie rekombinowana NTD wymywa si¢ jako monomer [63].

Tabela 15. Podobienstwo strukturalne miedzy domenami. Poréwnanie NTD i CTD
wczesniej opisanych koronawirusowych bialek N z domenami biatka N HCoV NL63
uzyskanych w tym badaniu. Podobienstwo pokazano jako RMSD atoméw Coa. Zrédto tabeli:
Szelgzek, et al. "Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein." Journal
of Virology 91.11 (2017).

Wirus PDB Rodzina  RMSD [A] (liczba atoméw C, branych pod
uwage przy nalozeniu)

NTD CTD
SARS 20FZ B 1,9 (105) 2,2 (196)
MHV  3HD4 B 1,9 (109) -
0OC43 433K B 1,2 (101) -
IBV  2BXX v 1,8 (109) 2,7 (187)
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Rysunek 16. Struktura krystaliczna domeny NTD bialka nukleokapsydu HCoV NLG63.
(A) Ogolna struktura monomeru NTD. Wstazki  sa przedstawione na ré6zowo, helisy na
czerwono, a pe¢tle na niebiesko. (B) Topologia domeny NTD. Kolory odpowiadaja strukturom
drugorzgdowym, jak w panelu A. (C) dimer bialkkowy NTD wystepujacy w jednostce
asymetrycznej. Jony siarczanowe z roztworu krystalizacyjnego pokazano w kolorze
czerwonym. (D) Natozenie struktury NL63-NTD okreslonej w tym badaniu (niebieska)
i struktur domen NTD innych koronawirusow okreslonych wczesniej: IBV (zakazny wirus
zapalenia oskrzeli, 2BXX, tososiowy), MHV (wirus mysiego zapalenia watroby, 3HDA4,
czerwony), SARS-CoV (koronawirus zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej; 20FZ;
rézowy). Dodatkowy region helikalny charakterystyczny dla NL63-NTD jest zaznaczony na
zielono. Zrédto rysunku: Szelazek, et al. "Structural characterization of human coronavirus
NL63 N protein.” Journal of Virology 91.11 (2017).
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4.2.3 Model wigzania NTD-RNA

Zuwata i wspotpracownicy wykazali, ze¢ NTD z koronawirusa NL63 jest glowng domeng
wigzgcg RNA w biatku nukleokapsydowym [133]. Aby zrozumie¢ molekularne podstawy
interakcji, wymodelowano we wspotpracy z doktorem Krzysztofem Kusiem z Uniwersytet w
Oxfordzie, UK, wiagzanie krotkiego RNA z NL63 NTD. Struktura krystaliczna biatka ujawnita
sie¢ jonow siarczanowych skoordynowanych gtownie przez dodatnio natadowane reszty.
Modelowanie oparto na tym, Ze jony siarczanowe przypominajg reszty fosforanowe obecne
w strukturze RNA i dlatego prawdopodobnie lokalizujg si¢ wtych samych miejscach
kompleksu. Ponadto wzig¢to pod uwage fakt, ze grupy hydroksylowe w reszcie rybozy moga
akceptowa¢ porownywalng koordynacje, jak jon siarczanowy. Utworzono biblioteke
niskoenergetycznych trzeciorzedowych struktur czasteczki RNA 0 dlugosci 5 nukleotydow
i dokowano ja do struktury NTD stosujac wagi silnie faworyzujace pokrycie miedzy
fosforanami i grupami hydroksylowymi rybozy w obrebic RNA ijondéw siarczanowych
w strukturze NTD. Najlepsze otrzymane rozwigzania zostaly zminimalizowane pod
wzgledem energii isprawdzone pod katem kolizji iprobleméw z geometriag. Model
charakteryzujacy si¢ najnizszg energig potencjalng, W ktorym czasteczka RNA moze by¢
fatwo wydluzona z obu koncow, zostat wybrany jako reprezentacja oddziatywania
RNA/NL63-NTD (Rysunek 17).

Wygenerowany model przewiduje, ze pie¢ kolejnych nukleotydow w obrebie polimeru RNA
oddziatuje z NTD. Dwie kolejne grupy fosforanowe na koncu 3' tworza mostki solne
z dodatnio natadowanymi resztami (odpowiednio Arg61, Arg63 i GIn59, Arg6l, Lys75) na
wystajacej strukturze przypominajgcej palec w obrebie NTD. Trzeci nukleotyd nie tworzy
zadnych interakcji z NTD, tworzy jednak istotne wewnatrzczasteczkowe oddziatywania
w obrgbie RNA. Czwarty nukleotyd znajduje si¢ W przyblizeniu w kieszeni wigzania
scharakteryzowanej uprzednio przez Lin iin. [134], mimo ze nie zdefiniowano zadnych
ograniczen, ktore uwzglednialyby takie ulozenie dokowanego RNA. Ugrupowanie
fosforanowe tego nukleotydu tworzy mostek solny z tancuchem bocznym Argl16. Pigty
nukleotyd tworzy dwa wigzania wodorowe z powierzchniowymi resztami (Lys121 i Glu139).
Podsumowujac, przewidywana interakcja jest kierowana gtownie przez sity elektrostatyczne
I w gtéwnej mierze obejmuje grupy fosforanowe, i cukry, ktére w kwasach nukleinowych
tworza szkielet cukrowo-fosforanowy, jak zreszta nalezatlo si¢ spodziewaé w zwigzku
z parametrami modelu. Zatem swoistos¢ sekwencji oddziatywan NTD / RNA, jesli w ogole
istnieje, jest definiowana tylko przez intermolekularne interakcje wewnatrz RNA (struktury

drugorzgdowe), anie przez bezposrednie oddziatywanie z NTD. Taki wniosek jest zgodny
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z wynikami eksperymentalnymi wykazujacymi niewielkg lub Zadng specyficznos¢ wigzania

NTD wzgledem kwasu nukleinowego (DNA lub RNA) Iub tez jego sekwencji [133].

Rysunek 17. Model interakcji RNA z NL63-NTD. Model biatka w kolorze szarym. Reszty
biorgce udziat w wigzaniu zaznaczone sa na niebiesko. Szkielet RNA jest przedstawiony w
kolorze czerwonym, a zasady azotowe nukleotydéw zaznaczono kolorem zo6ttym. Wigzania
wodorowe sg przedstawiane jako czarne przerywane linie. Miniatura w lewym gérnym rogu
pokazuje ogolna orientacje miejsca wiazania RNA. Zrodlo rysunku: Szelazek, et al.
"Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein." Journal of
Virology 91.11 (2017).

4.2.4 Eksperymentalne potwierdzenie zalozen modelowania

Przy uzyciu ukierunkowanej mutagenezy przetestowano postulowany w modelu sposob
interakcji NTD z kwasem nukleinowym. Oceniono wptyw reszt aminokwasow
przypuszczalnie bioracych udziat w interakcji z resztami fosforanowymi w obrebie 3° kwasu
nukleinowego (GIn59, Arg6l, Arg63 iLys75), ireszte prawdopodobnie bioragcg udziat
w podobnych interakcjach z koficem 5° (Argl16). Dodatkowo przetestowano Lys121, ktora
wedtug przewidywan modelu jest zaangazowana w interakcje z reszta 5°, jak rowniez His77,

ktéra prawdopodobnie stabilizuje wigzanie W $§rodkowej czeSci ligandu. Tak wigc wszystkie
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najwazniejsze interakcje przewidziane przez model zostaly objete mutageneza. We
wszystkich przypadkach zastapienie natadowanego tancucha bocznego alaning spowodowato
zmniejszenie powinowactwa mutanta do kwasu nukleinowego (Tabela 16). Wyniki te
potwierdzajg zasadno$¢ przewidywan w modelu — rol¢ konkretnych reszt w okre§laniu
powinowactwa NTD dla kwaséw nukleinowych. Je§li duza liczba interakcji wptywa na
powinowactwo kwasu nukleinowego do NTD, pojedyncze mutacje powinny dawac
stosunkowo mate efekty i tak tez byto w analizowanym przypadku. Podczas dalszej analizy
przyjetych zalozen, oceniano takze podwodjne muteiny powyzszych reszt. Powinowactwa
testowanych podwdjnych mutantow byly mniejsze niz powinowactwa odpowiednich

pojedynczych mutantéw, wspierajac przewidywania proponowanego modelu.

Tabela 16. Powinowactwo NTD i jego mutein do kwaséw nukleinowych. Zrédlo tabeli:
Szelazek, et al. "Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein.” Journal
of Virology 91.11 (2017).

. FP MST
Wariant
NTD Ks[pM]  SD Kq[pM]  SD
WT 2,3 0,2 6,0 0,9
R63A 6,5 0,4 11,4 1,9
K75A 3,3 2,7 13,8 2,2
K121A 5,6 0,8 17,6 2,7
R61A 7,0 0,6 24,0 4,0
R116A 6,7 0,8 27,5 4,7
H77A 57 1,0 40,2 54
Q59A 7,5 0,1 43,1 55
Q59A/ HT7A 9,7 1,1 47,3 8,9
R61A/ K75A 11,8 2,8 55,4 8,0
H77A/R116A 11,8 1,9 72,4 11,7

® Powinowactwa zostaly okre$lone metodg polaryzacji fluorescencji (FP) i metods
termoforezy mikroskalowej (MST). WT, biatko typu dzikiego.

4.2.5 Ograniczona proteoliza CTD
Mimo podejmowania wielu préb krystalizacyjnych nie udato si¢ uzyskaé krysztalow biatka

CTD eksprymowanego z oryginalnego konstruktu. Zastosowano wigc metode ograniczone;j
proteolizy celem pozbycia si¢ ewentualnych nieustrukturalnionych kofcow mogacych
powodowac zawadg steryczng i utrudnia¢ formowanie krysztalow. Testowano pig¢ proteaz:
V8, subtylizyne, trypsyne, papaing i chymotrypsyne analizujac wyniki przy pomocy SDS-
PAGE (Rysunek 13). Na podstawie analizy wybrano dodatek proteazy V8 do dalszych prob

66



krystalizacji CTD. Krystalizacja metoda proteolizy in situ pozwolita na uzyskanie dobrze
rozpraszajacych krysztaldéw metoda kropli siedzacej w wielu warunkach. Krysztal, ktory
postuzyt do rozwigzania struktury trzeciorzgdowej pochodzit z warunku 0.1 M PCTP pH 8.0,
25% PEG 1500. PCTP jest to roztwor o nastepujacym sktadzie: propionian sodu, troéjhydrat
kakodylanu sodu, propan Bis-Tris: pH 4.0-9.5

4.2.6 Struktura krystaliczna C-terminalnej domeny bialka nukleokapsydu HCoV NL63
Struktura krystaliczna NL63 CTD zostala rozwigzana w grupie przestrzennej P6;

Z rozdzielczoécig 1,5 A. W jednostce asymetrycznej obecne sa dwie czasteczki CTD.
Koncowy model zawiera reszty 228-331 (czasteczka A) i 228-337 (czasteczka B). Zostat on
udoktadniony do Rfactor / Riree 2 17/21% (Tabela 14). Gtéwna czgs¢ biatka jest dobrze
okreslona na podstawie ggstosci elektronowej i charakteryzuje si¢ jednolitymi, niskimi
wspotczynnikami temperaturowymi. Kazdy monomer zawiera pi¢¢ o-helis, trzy helisy 3io
i dwie wstazki B i przyjmuje topologi¢ al-4f1p205 (Rysunek 18B). W jednostce asymetrycznej
wystepuja dwa monomery, ktorych ksztatt przypomina liter¢ C. Sg one prawie identyczne a
ich natozenie charakteryzuje parametr RMSD dla Ca wynoszacy 0,32 A. Ogoélnie, struktura
CTD wyglada nastgpujaco: jedno rami¢ W kazdym monomerze jest utworzone przez regiony
helikalne, podczas gdy drugie rami¢ sktada si¢ z B spinki (Rysunek 18A).

Kazdy monomer znajdujacy si¢ W komorce asymetrycznej wprowadza f spinke do wklgstosci
w obrgbie drugiego monomeru tworzac Scisle wigzacy si¢ homodimer (Rysunek 18C).
Powoduje to charakterystyczng pseudo-dwukrotng symetri¢ obrotowa z czterema utozonymi
antyrownolegle [ kartkami stanowigcymi rdzen dimeru. Dimer ma ptaski, z grubsza
prostopadlo$cienny ksztaltt 0 przyblizonych wymiarach 38x38x25A. Jedna powierzchnia
utworzona jest przez arkusze P podczas, gdy przeciwlegta sktada si¢ z o helis. Konce C
znajdujg si¢ na wierzcholkach czota pB-kartki, a konce N wystajg ze srodka diugich krawedzi.
Oprocz 14 wigzan wodorowych, jakie wystepuja migdzy monomerami W arkuszu {3, dimer
jest dodatkowo stabilizowany przez hydrofobowe interakcje migdzy helisami a4 (obejmujace
gtownie Phe280 i Phe281 w obrebie kazdego monomeru). Monomery oddziatujg ze soba duza
powierzchnia ktora liczy ~ 2900 A? co stanowi 36% catkowitej powierzchni kazdego
oddzielonego monomeru. Znaczacy obszar Kkontaktu iduza liczba posredniczacych
oddziatywan migdzyczasteczkowych sugeruja, ze dimeryczne uporzadkowanie domeny CTD
reprezentuje jej architekture fizjologiczng. Potwierdza to biochemiczna charakterystyka

pokazujaca, ze CTD wystepuje W roztworze jako dimer (niniejsze opracowanie oraz [133]).
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Na powierzchni CTD, w potowie dimeru, na koncach B kartek wystepuje charakterystyczne
zaglgbienie przypominajace pasek. Wglebienie wyscielone jest dodatnio natadowanymi
i polarnymi resztami réwnomiernie eksponujagcymi jedynie atomy zdolne do tworzenia
wigzan wodorowych. Mozliwe znaczenie tej cechy jest omoéwiono dalej.

Struktura CTD biatka nukleokapsydu HCoV NL63 poraz pierwszy pokazuje faldowanie
I szczegoly strukturalne CTD  w alfa-koronawirusach. Pomimo r6znic w sekwencji
pierwszorzedowej CTD pomiedzy gatunkami, struktura NL63-CTD przypomina struktury
wyznaczone dotej pory dla SARS (beta-koronawirus) iIBV (gamma-koronawirus),

stanowigce jedyne znane do tej pory struktury domen CTD (Rysunek 18).
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Rysunek 18. Struktura krystaliczna CTD bialka nukleokapsydu HCoV NL63. (A)
Ogodlna struktura monomeru CTD. Wstazki B s3 przedstawione na rézowo, helisy na
czerwono, a pe¢tle na niebiesko. (B) Topologia domeny CTD. Kodowanie barwne jak w
panelu A. (C) dimer CTD wystepujacy w jednostce asymetrycznej. (D) Natozone struktury
NL63-CTD scharakteryzowanej w tym badaniu (z6tty) istruktur domen CTD innych
koronawiruséw poznanych wczesniej: SARS (2CJR; rézowy), IBV (2CAl, lososiowy).
Zrodto rysunku: Szelazek, et al. "Structural characterization of human coronavirus NL63 N

protein.” Journal of Virology 91.11 (2017).
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5. Dyskusja
5.1 Transglikozylaza P5

5.1. 1 Wykluczenie aktywnosci proteolyticznej

Wykazano, ze lizyna P5 =z bakteriofaga ¢6 infekujacego Pseudomonas spp. wykazuje
aktywno$¢ transglikozylazy. Rozklada ona wigzanie [-1,4-glikozydowe peptydoglikanu
pomiedzy cukrami NAG / NAM uwalniajac kwas 1,6-anhydromuraminowy, produkt
charakterystyczny dla LT, a nie lizozymow. Analiza produktow degradacji $ciany bakteryjnej
wskazuje, ze P5 funkcjonuje zarowno jako enzym endo-, jak i egzo-lityczny, podobnie jak
poprzednio scharakteryzowane lityczne transglikozylazy pochodzace z E. coli [29].
Weczesniejsze doniesienia sugerowaly aktywnos$¢ proteolityczng PS5 [62]. Taki wniosek zostat
prawdopodobnie wyciagnigty przez innych autorow z powodu wystepowania zanieczyszczen
proteolitycznych w preparacie P5. W preparacie uzyskanym przez autork¢ niniejszej pracy
réwniez zaobserwowano takie zanieczyszczenie, jednak aktywno$¢ proteolityczna byta staba,
a po dodaniu kolejnego kroku oczyszczania aktywno$¢ ta zmniejszyla si¢ jeszcze bardziej,
podczas, gdy aktywnos$¢ transglikolityczna pozostawala na niezmienionym poziomie.
Zdecydowanie sugeruje to zanieczyszczenie preparatu proteazami pochodzenia bakteryjnego.
Ogolny wniosek z przeprowadzonych badan jest taki ze lizyna PS5 wykazuje aktywnos$é
litycznej transglikozylazy inie wptywa na integralno$¢ peptydow PG (nie wykazuje

aktywnosci proteazy).

5.1. 2 Klasyfikacja bialka P5
Katalityczny rdzen P5 wykazuje strukturalne podobienstwo do lizozyméw [63] i litycznych

transglikozylaz [29], enzyméw rozcinajacych tosamo co lizozymy wigzanie [-1,4-
glikozydowe w obrgbie peptydoglikanu, ale zuwolnieniem réznych produktow.
Zidentyfikowany we wspolpracy z grupg z Uniwersytetu z Notre Dame produkt cigcia $ciany
komorkowej zamierajacy kwas 1,6-anhydromuaminowy wyraznie wskazuje na aktywnos¢ P5
jako litycznej transglikozylazy (a nie lizozymu). Organizacja strukturalna miejsca
katalitycznego, w ktorym znajduje si¢ tylko jedna reszta kwasowa (E95) dodatkowo sugeruje
aktywno$¢ litycznej transglikozylazy, poniewaz lizozymy zawieraja w przewazajacej
wickszosci dodatkowg kwasowa reszte w miejscu aktywnym.

Serwery analizy podobienstwa struktur, DALI [135] i Vast + [136,137], wskazuja biatko
Gpl44 (PDB 3BKH), lityczng transglikozylaze bakteriofaga ¢ KZ, jako najblizszego
homologa P5 (identyczno$¢ sekwencji ~ 20%) (Rysunek 19, Rysunek 20). Gp144 poczatkowo
zaklasyfikowano do rodziny 4 LT bazujac gtdéwnie na bakteriofagowym pochodzeniu tego
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biatka [138]. Dalsza analiza strukturalna pozwolita jednak umiesci¢ Gpl44 w rodzinie 1 LT
[139] (Pfam: PF01464). Rodzina 1 LT zawiera cztery konsensusowe motywy [140]. Pierwszy
motyw zawiera Katalityczny kwas glutaminowy [141-143] umiejscowiony miedzy
kieszeniami D i E [29, 30]. Ten motyw jest wspdlny dla Gpl44 i P5. Znaczenie motywu
zawierajacego E95 w PS5 potwierdza fakt, ze muteiny w tej pozycji byly prawie pozbawione
aktywnosci litycznej. Motywy 11, IIl i IV sg zaangazowane w tworzenie miejsc wigzania
substratu (kieszenie A-D) [56] i wszystkie sa obecne w sekwencji P5. Znaczenie motywu 1V
W P5 zostato zademonstrowane przez znaczng utrat¢ aktywnosci Y196A. Reasumujac, ogolne
strukturalne podobienstwo 1iobecno$¢ charakterystycznych motywow klasyfikuje PS5

do rodziny 1 transglikozylaz litycznych.

al B3
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TO 100 110 *
PS5 AEVDS[A RISQKIG YQFLIPINFVVAGG . . F R[&LG[e]JF N
Lizozym G R.YKT|IIKKVGEKLC EP VITAIGIII|SRI¥SH. . . . . AlG . . KVLKNGWGDR GNGFLMVD
Stl170 . - YND|LF|KRY|T|S|IGKE|L|P Q[S|Y|AMA|II ARQIASA. . . . . NPK .Vl. . .KS.P.V|GAS[ELMIM
Cpl44 A.ATPV INAVIEINATG RSLLLTF SIPSA. .. .. EFDYE . .[I]. KAKI SSIAT[EWEF[e]JF L
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P5 RO 00000.000Q
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Rysunek 19. Bazujace na strukturze poréwnanie sekwencji biatka P5 (PDB 6I6A),
lizozymu G (PDB 153L), Stl 70 (PDB 1QSA) oraz Gpl44 (PDB 3BKH). Niebieskimi
klamrami zaznaczone zostaty motywy wspdlne dla rodziny 1 LT. Struktura drugorzgdowa P5
zaznaczona jest nad pordwnaniem sekwencji, struktura drugorzedowa Gpl44 pod
porownaniem sekwencji. Konserwowane rejony zaznaczone sg na czerwono. Reszty, ktorych
wplyw na wigzanie ligandu byl testowany zaznaczono gwiazdka. TT oznacza skret.
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Leu-12% Gly-181
B¥u-176

Rysunek 20. Domena Kkatlityczna P5 jest homologiczna do domen katalitycznych
litycznych transglikozylaz. Natozenie struktury biatka P55** w kompleksie z NAG
(zielony) i struktury biatka Gpl144 z NAG (PDB: 3BKYV; niebieski) wskazujace na wysoka
homologi¢ strukturalng domen katalitycznych obydwu biatek. Wyeksponowane reszty sg
konserwowane, Glu (kwas glutaminowy w P5 wymodelowany w miejscu mutacji — E95A) i
Leu naleza odpowiednio do pierwszego 1 drugiego motywu konsensusowego
charakterystycznego dla 1 rodziny LT. Na czerwono zaznaczono reszty aminokwasowe
nalezace do P35, na ciemno niebiesko do Gp144.

5.1. 3 Rola N- i C- konca
Strukturalnie rodzina 1 LT przypomina lizozymy, zwlaszcza lizozym typu gesiego [146],

ktoéry w poréwnaniu z lizozymem z jaja kurzego (HEWL) [56] charakteryzuje si¢ wigksza
czescig C-koncowsg. Podobnie, duza czes¢ C-koncowa znajduje sie w lizozymie bakteriofaga
T4 (PDB: 102L), gdzie jest odpowiedzialna za wigzanie peptydéw w obrebie peptydoglikanu.
P5 zawiera stosunkowo dilugi C-koniec wystajacy poza katalityczny rdzen, chociaz jego
struktura nie przypomina budowy C-konca ani lizozymu ggsiego, ani lizozymu T4. Ponadto,
jak wynika z poréwnania sekwencji, N-koniec P5 rozciaga si¢ poza kanoniczng strukturg

lizozymu. O ile pewne strukturalne informacje na temat P5 byly dostepne przed tym
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badaniem, o tyle rola N- i C- koncéw wykraczajacych poza Katalityczny rdzen nie zostata
wczesniej wyjasniona. Przedluzenie N-koncowe nie byto okre§lone przez gegstos¢ elektronowa
W zadnej z wczesniejszych struktur, podczas, gdy wydtuzenie C-koncowe bylo obecne
w strukturze biatka bez ligandu, ale nie w strukturze zwigzanej z ligandem. Pokazano tutaj, ze
wydtuzone konce, zarowno N- jak i C- modulujg aktywnos¢ P5. Mechanistyczne szczegoty
tego zjawiska pozostajg niewyjasnione w przypadku konca N. Mozna jedynie spekulowac, ze
bierze on udzial w rozpoznawaniu peptydu z peptydoglikanu, co posrednio sugeruje jego
potozenie w strukturze. Mechanizm modulacji aktywnos$ci przez koniec C jest znacznie lepiej
wyjasniony przez dane uzyskane dla mutein delecyjnych. Przedstawiona tu struktura rdzenia
katalitycznego P5 bez ligandu posiada krotki C-koniec (brak reszt 194-220), podczas gdy
koniec ten jest dobrze zdefiniowany we wczesniej opublikowanej strukturze P5 bez ligandu.
Pozwala to analizowa¢ potencjalny efekt, jaki wywiera na rdzen wydtuzony koniec C.
Nalozenie obu struktur pokazuje, ze koniec C nie wplywa znaczaco na faldowanie rdzenia.
Wiazanie substratu nie jest powigzane z plastyczno$cig czesci katalitycznej (w przeciwnym
razie plastyczno$¢ rdzenia mogtaby by¢ modulowana przez C-terminalny koniec). Dodatkowe
informacje uzyskano po natozeniu przedtuzonego C-konca pochodzacego ze struktury biatka
P5 bez ligandu ze strukturg biatka z ligandem ze skroconym koncem C (Rysunek 9). Petla
192-200 znajduje si¢ w bezposrednim sgsiedztwie miejsca katalitycznego, co sugeruje, ze
moze ona wchodzi¢ w bezposrednie interakcje z ligandem. Analiza danych z mutagenezy
punktowe] wskazuje, ze poszczegdlne reszty w petli 192-200 wptywaja na aktywnos¢ PS.
Dlaczego w zadnej strukturze zawierajgcej homologi substratu nie ma gestosci elektronowe;j
dla petli wraz z resztag wydtuzenia C-konca? Mozna jedynie spekulowac, ze poniewaz analogi
substratu jakich uzyto do krystalizacji nie zawierajg fragmentow peptydowych brak jest
niezbednych kotwicznych punktow wigzacych C-koniec. Z uwagi jednak na wyzwania
syntetyczne pozyskanie odpowiednich do krystalizacji ilosci wielocukru modyfikowanego

peptydami bocznymi stanowi bardzo trudne zagadnienie.

5.1. 4 Wiazanie substratu
Wczesniejsze proby podejmowane w celu poznania sposobu wigzania substratu w miejscu

aktywnym P5 zaowocowaty uzyskaniem kompleksu P5 z weglowodanem, ktory to kompleks
przypominat jednak bardziej wigzanie jednego z produktow reakcji niz substratu (zajete byty
jedynie kieszenie A-D, kieszenie E i F nie zawieraly cukru i nie byty dobrze zdefiniowane).
W badaniach zatozono, ze powyzsza sytuacja miata miejsce dlatego, ze do krystalizacji uzyto

aktywnego enzymu typu dzikiego. Chcac uzyskac strukture kompleksu nasladujgcego substrat
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z ligandem obejmujacym zaré6wno miejsce E jak i F, uzyto muteing miejsca aktywnego E95A.
Zaktadatam, ze takie podejscie nie dopusci do modyfikacji substratu, ktora jak sadzilam
zachodzita w przypadku wczesniejszych badan. Pomimo wykorzystania do krystalizacji
mueteiny katalitycznej P5* w rozwiazanych strukturach kompleksu weglowodan nadal
przypomina produkt a nie substrat. Mimo, ze do kokrystalizacji z P5* uzyto
weglowodandéw o réznych dhugosciach (NAG)s i (NAG)g), nie wystepuje nawet staba czy
rozmyta odpowiadajgca im gestos¢ elektronowa w miejscu aktywnym. Powdd takiego
zachowania ligandu nie jest jasny. Nie wydaje si¢ by obserwowane struktury byly strukturami
P55%A 7 produktami cigcia. Wprawdzie zagadnienia tego nie analizowano systematycznie,
jednak zastosowanie nieaktywnej muteiny oraz brak zdolno$ci rozktadu przez PS5 substratow
nie zawierajagcych peptydowych rozgatezien sugeruje raczej silng selekcje potozenia cukru w
miejscu wigzania niz jego ciecie. Dodatkowo sugeruje to jeden z modeli, w ktorym miejsce D
pozostaje niezajete. Najwazniejszym argumentem jest jednak fakt iz produktem lizy
peptydoglikanu przez LT jest kwas 1,6-anhydromuraminowy, a ugrupowania takiego nie
obserwowano w strukturze. Pozostaje jednak niejasne jaki bylby powdd ostrej selekcji miejsc
wiazania przez wysoce symetryczny substrat w taki sposob, ze zajete sa jedynie miejsca A-D
a nie miejsca E i F. Nawet jesli miejsca E i F bylyby stabo wyksztalcone lub nawet
nieistniejagce w PS5 to spodziewaé by si¢ mozna $ladow gestosci elektronowej w centrum
katalitycznym, bezposrednio w sasiedztwie E95, a takie zjawisko nie wystepowalo.

Innym ciekawym faktem jest, ze P5 wigze weglowodany pozbawione peptydow, co obrazuje
struktura krystaliczna, ale rozcina tylko te zawierajace peptydy, jak wskazuja dane uzyskane
we wspolpracy z grupg z Uniwersytetu Notre Dame. Wyniki takie sugerowatyby, ze peptydy
modyfikuja oddziatywania enzym-substrat, co z kolei wptywa na uwolnienie zdolnos$ci
katalitycznej. Konkluzje takie sg jednak bardzo spekulatywne. Mechanistyczne wyjasnienie
wymaga wgladu do struktury krystalicznej kompleksu P5 z weglowodanami zawierajacymi
peptydy, co jak juz wspominano bedzie bardzo wymagajace pod wzglgdem syntetycznym.
Niezaleznie od powyzej opisanych ograniczen, obecnie dostepne struktury dajg jasny wglad
W to, jak substrat jest utlozony w rowku wigzacym, jednoznacznie definiujac kieszenie B i C
jako gldwne miejsca oddzialywania. Ponadto, struktury pokazuja, w jaki sposéb substrat jest
utozony wzgledem miejsca katalitycznego uzasadniajgc aktywnos$¢ skierowang na wigzanie 3-

1,4-glikozydowe pomiedzy NAG i NAM.
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5.1.5 SNP
SNP skutkujacy zamiang aminokwasu W obrebie miejsca aktywnego moze wplywaé na

rozpoznawanie substratu. Wglad w struktur¢ obu wariantow pozwolit na analize
konsekwencji SNP E124G. Zastgpienie w miejscu wigzania duzej natadowanej reszty resztg
bez tancucha bocznego mogloby sugerowaé zmiang specyficznosci substratowej. Zamiast
tego, ze wzgledu na plastycznos¢ weglowodanowego substratu, SNP skutkuje alternatywnym
sposobem wigzania cukru w kieszeni A. Stanowi to rzadki przyktad, w ktérym pojedynczy
substrat wykazuje dwa rézne sposoby wigzania w dwoch izoformach enzymu. Sytuacja taka
jest mozliwa zapewne jedynie ze wzgledu na duzg swobode konformacyjng ligandu

cukrowego.

5.2 Bialko N nukleokapsydu HCoV NL63

5.2.1 Bialko N

Znajomo$¢ roli biatkka N w tworzeniu nukleokapsydu HCoV-NL63 byta stosunkowo
ograniczona w dniu podjecia opisanych w niniejszej pracy badan. Ustalono, ze glowne
miejsce wigzania RNA na biatku N znajduje si¢ w NTD, podczas gdy CTD odpowiada za
dimeryzacje [133]. Jest to zgodne z wynikami wczesniejszych badan dotyczacych beta-
I gamma-koronawirusow. Centralny region biatka N ma ograniczong homologi¢ sekwencji
miedzy gatunkami, a cechg wspolng ze wszystkimi znanymi obecnie koronawirusami jest
wysoka zawartosci reszt zasadowych. Potencjalny nieustrukturalniony charakter i obecnosé¢
dodatnio naladowanych reszt sugeruja, ze region centralny prawdopodobnie bierze udziat
w niespecyficznej interakcji z kwasami nukleinowymi. Hipoteza ta jest posrednio
potwierdzona przez uzyskane w pracy wyniki. Po pierwsze, biatko N oczyszcza si¢ wspdlnie
z kwasem nukleinowym i komponenty te trudno odseparowaé w przeciwienstwie do NTD,
gdzie kwas nukleinowy dysocjuje nawet przy niskich st¢zeniach soli. Po drugie, kompleks
biatka N z kwasami nukleinowymi jest niewrazliwy na protez¢ V8 w przeciwienstwie
doizolowanego NTD iCTD, wskazujac na stabilizacj¢ albo ochrong biatkka N za
posrednictwem kwasu nukleinowego. Bezposrednie badania regionéw nieustrukturalnionych
s jednak bardzo trudne. Nie istnieje metodologia bezposrednia. Mozna jedynie wnioskowaé

na postawie szeregu danych posrednich. Tematyki tej nie podejmowano w niniejszej pracy.

5.2.2 Struktura NTD
Struktura NTD alfa-koronawirusa NL63 rozwigzana podczas badan zaprezentowanych

W niniejszej pracy, przypomina struktury NTD beta i gamma-koronawirusow. Wystepuja
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jednak znaczace roznice. Po pierwsze, NL63-NTD zawiera dodatkowa krotka helisg
obejmujaca reszty Pro33-Val36, ktora nie wystepuje w zadnej z wezesniej poznanych NTD.
Po drugie, wystajacy z globularnej czeSci, przypominajacy palec B-arkusz obejmujacy reszty
GIn52-Leu81, przypomina konformacje¢ B-arkusza wystepujacego w NTD IBV, ale r6zng od
NTD SARS CoV i MHV, gdzie charakterystyczny uktad wigzan wodorowych w obrebie -
arkusza jest przerwany w s$rodku. Badania przy pomocy ukierunkowanej mutagenezy
wykazaly zaangazowanie opisywanego regionu w wigzanie kwasu nukleinowego [134,147—
150]. Sztywna struktura B w tym regionie ma ograniczong plastyczno$¢ w porownaniu do
struktur B znalezionych w SARS i MHV gdzie uktad wigzan wodorowych charakterystyczny
dla struktury B jest przerwany w s$rodku palca, co pozwala na wigkszg swobode
konformacyjng. Na chwile obecng jednak znaczenie opisanych powyzej rdéznic w wigzaniu
kwasow nukleinowych pozostaje nieznane, a jego ustalenie wymagaloby szczegdtowych
analiz kinetycznych, spektroskopowych i strukturalnych.

W rozwigzanej strukturze krystalicznej NTD wystepuje w organizacji dimerycznej.
Monomery taczyly si¢ jednak jedynie przez stabe oddzialywania, a dimer nie jest trwaty
w roztworze [133]. Dlatego najprawdopodobniej obserwowana dimeryzacja jest jedynie
efektem upakowania w krysztale. Taki wniosek jest potwierdzony przez struktury
krystaliczne domen NTD pochodzacych zinnych koronawirusow, ktére nie wykazuja
dimeryzacji [85,129,151].

5.2.3 Oddzialywanie NTD z kwasami nukleinowymi
Pierwsze wskazowki eksperymentalne dotyczace strukturalnych podstaw oddziatywania NTD

z kwasami nukleinowymi zostaly dostarczone przez Lin i wsp., ktorzy otrzymali struktury
krystaliczne NTD HCoV-OC43 w kompleksie z pojedynczymi nukleotydami [64].
Co ciekawe, przedstawiona tutaj struktura NL63-NTD nie jest kompatybilna ze sposobem
wigzania nukleotydow jaki zaobserwowano dla NTD HCoV-OC43. Nukleotydy obecne
w strukturze NTD HCoV-OC43 tworzg wigzania wodorowe miedzy grupa fosforanowg
i amidem Gly68. W NL63-NTD w rownowaznej pozycji wystepuje prolina, co wyklucza
tworzenie analogicznego wigzania wodorowego, a ponadto tancuch boczny proliny sterycznie
zamyka miejsce, w ktérym w strukturze NTD HCoV-OC43 znajduje si¢ grupa fosforanowa.
Juz taka bardzo niepetna analiza interakcji wskazuje, ze oddziatywanie kwasu nukleinowego
zZNTD r6zni si¢ w szczegotach pomigdzy NL63-NTD (alfa-koronawirus) i NTD HCoV-
OC43 (beta-koronawirus). Analogiczne konkluzje mozna wyciagnac¢ z analizy Stworzonego

modelu.
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Struktura NTD przypomina struktur¢ biatka U1A wiazacego RNA, ktorego sposob interakcji
z kwasem nukleinowym okreslono do$wiadczalnie. Niemniej szczegdélowa analiza wyklucza
mozliwo$¢, ze NTD wigze RNA podobne do UlA zpowodu roéznic w charakterze
chemicznym reszt eksponowanych na powierzchni NTD w obrgbie regionu wigzacego
scharakteryzowanego dla U1A. Do tej pory nie okreslono eksperymentalnie struktur innych
biatek homologicznych do NTD lub struktur kompleksu NTD i kwasu nukleinowego, ktore
mozna by wykorzysta¢ do modelowania homologicznego lub cho¢by analogicznego. Dlatego,
aby zrozumie¢ sposob oddziatywania NL63-NTD z kwasami nukleinowymi positkowano si¢
innym podejsciem. Wykorzystano fakt, ze w strukturze krystalicznej obecnych jest wiele
dobrze zdefiniowanych jonow siarczanowych. Postawiono hipoteze, ze pozycje i interakcje
jondéw siarczanowych powinny odzwierciedla¢ pozycje grup fosforanowych w kwasie
nukleinowym ze wzglegdu na pordwnywalny charakter chemiczny tych ugrupowan.
Dodatkowo przyjeto, ze pewne interakcje jondow siarczanowych moga przypominaé te
z ugrupowan cukrowych w kwasie nukleinowym. Opierajac si¢ na tych zalozeniach, stosujac
metod¢ modelowania molekularnego, zaproponowano spdjny model interakcji RNA z NTD.
W przedstawionym modelu oddziatywanie NTD - RNA odbywa si¢ za posrednictwem Arg61,
Arg63 1 Argll6 oraz Lys75, co jest zgodne z wynikami wcze$niejszych badan metoda
mutagenezy prowadzonych dla homologéw NL63-NTD z innych gatunkow [147,149,150].
Interakcje w modelu obejmuja przede wszystkim ugrupowania tancucha glownego kwasu
nukleinowego, co sugeruje brak selektywnosci NTD wzgledem sekwencji nukleotydowej.
Takie przewidywania modelu zostaly potwierdzone eksperymentalnie — NTD jest
nieselektywne nie tylko w stosunku do sekwencji ale a nawet typu kwasu nukleinowego
(RNA / DNA) [133]. Ponadto w modelu jeden z nukleotydow znajduje si¢ w sgsiedztwie
miejsca wigzania nukleotydéw opisanego przez Lin i wsp. [64]. Pomimo faktu, ze doktadne
miejsce jest znaczaco rézne w NL63-NTD w poréwnaniu do HCoV OC43 NTD (patrz
powyzej), ogdlna natura tego regionu - zdolno$¢ oddziatywania z kwasem nukleinowym - jest
zachowana zgodnie z modelem proponowanym w niniejszej pracy. Zgodno$¢ modelu
z danymi z mutagenezy NTD oraz danymi z mutagenezy prowadzonej przez innych autoréw
dla wirusow homologicznych wykazuje poprawnos¢ przyjetego modelu i porownywalny
ogolny charakter wigzania kwasu nukleinowego w catej rodzinie koronawirusow.

W przypadku wirusa IBV wykazano, ze reszty odpowiadajace pozycjom 61, 63 oraz 77
wirusa NL63 uczestnicza w wigzaniu kwasu nukleinowego [150], areszta odpowiadajaca
aminokwasowi W pozycji 61 zaangazowana jest w wigzanie kwasu nukleinowego przez

HCoV OC43 [147]. Ponadto, reszty w pozycjach rownowaznych pozycjom 59 i 75 [149] i 77
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NL63 [152], sa wazne dla wigzania kwaséw nukleinowych przez wirusa MHV. Strukturalna
analiza kompleksow HCoV OC43 NTD z nukleotydami oraz dane z mutagenezy punktowej
[134] ujawnily znaczenie reszt aminokwasowych odpowiadajgcych pozycjom 75, 77 i 116
w NL63. Lacznie, $cista zgodno$¢ danych dotyczacych mutagenezy NTD uzyskanych dla
domen pochodzacych od réznych koronawiruséw sugeruje, ze pomimo znacznych réznic
w strukturze pierwszorzedowej, ogolny schemat wigzania kwasu nukleinowego przez NTD

w alfa-, beta- i gamma-koronawirusach jest podobny.

5.2.4 Struktura CTD
Struktura NL63-CTD jest podobna do poznanych do tej pory struktur domen homologicznych

pochodzacych z beta-koronawirusow. Niewielkie roéznice wystepuja jedynie w centralnym
arkuszu B, ktory jest dtuzszy w obrebie dimeru NL63-CTD w poréwnaniu z dwiema innymi
dostgpnymi strukturami biatek homologicznych (z SARS i IBV). Dalsze niewielkie rdéznice
mozna zaobserwowac W regionach kontaktu z roztworem, jednak rejony te charakteryzuja si¢
wyzszymi warto$ciami czynnika temperaturowego (ang. B factor), a wigc zapewne jeszcze
wigksza ruchliwoscia w roztworze. Stad te ostatnie réznice nie wydaja si¢ istotne. Niewielkie
réznice mig¢dzygatunkowe wskazuja na role konserwacji strukturalnej CTD w
fizjologii koronawirusow. Jak zauwazono juz wczesniej dla innych koronawirusoéw, struktura
CTD przypomina ponadto biatko nukleokapsydowe arteriwirusa, wirusa swinskiego zespotu
rozrodczo-oddechowego, co sugeruje pewne analogie w tworzeniu nukleokapsydow [153].

W strukturze CTD dwa monomery w ksztatcie litery C tworza Scisty spleciony dimer
stabilizowany przez wiele wigzan wodorowych 1 oddzialywania hydrofobowe. Rozlegte
interakcje posredniczace w tworzeniu dimeru utrzymuja go takze w roztworze, jak wykazano
w saczeniu molekularnym (Rysunek 15B). Wynik taki sugeruje, ze podstawowsg jednostka
organizacyjng w nukleokapsydzie jest dimer bialka N. Ponadto CTD wykazuje sktonno$¢
do agregowania  w roztworze, comoze odzwierciedla¢c kolejne etapy sktadania
nukleokapsydu.

Co ciekawe, powierzchni¢ elektrostatyczng CTD charakteryzuje pasmo donorow wigzan
wodorowych otaczajgcych jedng strone dimeru. Mozna spekulowaé, ze powierzchnia taka
zapewnia dodatkowe miejsce oddziatywania dla kwasu nukleinowego. Rzeczywiscie, niektore
badania sugerujg, ze CTD oddziatuje z RNA [49]. Niemniej jednak, w przypadku NL63-CTD
mozliwa interakcja jest wzglednie staba, jesli w ogdle wystepuje, poniewaz nie udato si¢
wykry¢ wigzania kwasu nukleinowego do CTD w zadnym z wczeéniej wykonanych testow
[133].
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Zarowno nieuporzadkowane, jak iuporzadkowane regiony biatka N s3 zaangazowane
w samoorganizacj¢ kompleksu biatko / RNA w czwartorzedowe struktury, ktérych nie da si¢
opisa¢ przez charakterystyke izolowanych domen. Opracowanie spojnego modelu sktadania
nukleokapsydu koronawirusa wymaga jeszcze szeregu badan. Prace przedstawione w tej
rozprawie stanowig jednak solidng podstawe do opisu jednego z wstepnych etapdw wigzania
RNA wirusowego przez biatko N.

Podsumowujac, struktury funkcjonalnych domen biatka nukleokapsydu NL63 i proponowany
model wigzania RNA zapewniaja wglad w poczatkowe etapy skladania nukleokapsydu
w rodzinie alfa-koronawirusow. Jednocze$nie, mimo wielokrotnie podejmowanych prob
krystalizacji biatka nukleokapsydu pelnej dtugosci oraz biatka nukleokapsydu peinej dtugosci
w kompleksie z kwasem nukleinowym nie uzyskano krysztatow. Tym samym analiza

dalszych etapow sktadania nukleokapsydu koronawiruswoego wymaga dalszych badan.
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6. WhioskKi

Podsumowujac osiagnigcia przedstawione Ww niniejszej rozprawie nalezy wymienié

nastepujace ptynace z nich wnioski:

1. Bialko P5 jest lityczng transglikozylaza. Badania specyficznosci substratowej
enzymu P5 ujawnily produkty reakcji charakterystyczne dla rodziny litycznych
transglikozylaz co jednoznacznie potwierdzito mechanizm reakcji katalizowanej przez ten
enzym. Jednoczes$nie z duzym prawdopodobienstwem wykluczono sugerowang wczesniej
aktywno$¢ proteazowg biatka.

2. Reszta E95 oraz petla obejmujaca reszty aminokwasowe 192-217 sg wazne dla
aktywnos$ci enzymatycznej P5. Rozwiagzanie struktury trzeciorzedowej i analiza mutacyjna
pozwolity na wytypowanie i potwierdzenie reszt zaangazowanych w wigzanie substratu i
katalize.

3. N- i C-terminalne subdomeny regulujga aktywnos$¢ domeny katalitycznej. Analiza
aktywnosci mutein delecyjnych wykazata jednoznacznie role N- i C- koncowych subdomen
w aktywnosci bialka. Rolg subdomeny C- koncowej wyjasniono w sposob mechanistyczny.

4. N koncowa domena ludzkiego koronawirusa NL63 posiada strukture podobna do
zamknietej dloni z jednym wystajacym palcem. Wykazano, ze domena ta jest strukturalnie
homologiczna do podobnych funkcjonalnie domen z innych koronawirusow.

5. Kwasy nukleinowe oddzialuja z NTD ludzkiego koronawirusa NL63 poprzez
dodatnio naladowane lancuchy boczne biatka. Opracowano model in silico wigzania kwasu
nukleinowego do NTD. Przewidywania modelu zostaly pozytywnie zweryfikowane
eksperymentalnie.

6. Domena C-koncowa biatka N ludzkiego koronawirusa NL63 jest dimerem
stabilnym w roztworze. Poznano struktur¢ domeny CTD wykazujac, ze CTD jest ciasno

splecionym dimerem co zapewnia zachowanie dimerycznej struktury w roztworze.

Tym samym osiagni¢to oba stawiane w pracy cele, tj. (i) wyjasnienie kontrowersji
dotyczacych mechanizmu dziatania biatka PS5 z faga ¢ 6 oraz (ii) opracowanie charakterystyki

strukturalnej i funkcjonalnej biatka N ludzkiego koronawirusa NL63.
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