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Streszczenie 

Praca koncentruje się wokół charakterystyki strukturalnej i funkcjonalnej wybranych białek 

wirusowych. Opisane wyniki badań dotyczą transglikozylazy P5 z bakteriofaga ф 6 oraz 

białka nukleokapsydu (N) ludzkiego α koronawirusa NL63 (HCo NL63).  

Gospodarzem faga ф 6 jest Pseudomonas syringae, Gram – ujemna bakteria, patogen wielu 

gatunków roślin uprawnych. Enzym P5 wykazuje aktywność lityczną wobec ściany 

komórkowej bakterii Gram – ujemnych. Białko P5 zostało wstępnie zaklasyfikowane jako 

proteaza o potencjalnie nowym mechanizmie katalizy. Później jednak pojawiły się sugestie 

wskazujące na możliwy mechanizm działania jako litycznej transglikozylazy. Celem badań 

opisanych w rozprawie było scharakteryzowanie aktywności katalitycznej i mechanizmu 

działania poprzez połączenie analizy biochemicznej i strukturalnej. Uzyskana struktura 

krystaliczna jest analogiczna do lizozymu i litycznych transglikozylaz sugerując, że P5 

wykazuje jeden z powyższych rodzajów aktywności, a tym samym nie jest zapewne proteazą. 

Analiza specyficzności substratowej na substratach syntetycznych oraz wyizolowanej ścianie 

bakteryjnej pozwoliły na identyfikację produktów typowych dla litycznych transglikozylaz. 

Tym samym wykazano, że P5 nie posiada aktywności proteolitycznej ani lizozymu, 

a wykazuje aktywność litycznej transglikozylazy. Ukierunkowana mutageneza kluczowych 

reszt aminokwasowych potwierdziła powyższą konkluzję.  

Białko P5 poza domeną katalityczną posiada nietypowe wydłużenia N- i C- końców. W pracy 

wykazano, że część N-końcowa, jak i helisa C-końcowa uczestniczą w regulacji aktywności 

P5. w przypadku helisy C-końcowej wyjaśniono szczegółowo mechanizm działania poprzez 

analizę aktywności szeregu mutantów punktowych. 

Zainteresowanie fizjologią wirusów skłoniło mnie także do podjęcia badań nad białkami 

strukturalnymi koronawirusów. Koronawirusy odpowiadają za infekcję górnych i dolnych 

dróg oddechowych u ludzi. Szacunkowo, około 1 – 10% populacji cierpi rocznie na 

przeziębienia (infekcje górnych dróg oddechowych) wywołane przez ludzkiego koronawirusa 

NL63 (HCoV NL63). Białko N jest głównym białkiem strukturalnym formującym 

nukleokapsyd HCoV NL63. Ponadto, białko N jest zaangażowane w inne procesy, w tym 

replikację wirusa oraz unikanie odpowiedzi układu immunologicznego. Podczas, gdy rola 

białka N w replikacji wirusa jest względnie dobrze poznana, dane na temat struktury białka N 

α-koronawirusów nie były znane na dzień rozpoczęcia badań. W pracy opisano struktury 

krystaliczne domen N- i C- (odpowiednio NTD, reszty 10-140 i CTD, reszty 221-340) białka 

N pochodzącego z α-koronawirusa HCoV NL63, obydwie z rozdzielczością 1.5 Å. W oparciu 

o strukturę NTD zaproponowano model wiązania RNA, a następnie zweryfikowano go 
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eksperymentalnie. Struktura domeny C-terminalnej ukazała, że białko N w naturze występuje 

w formie dimeru. Badania te pozwoliły na lepszy wgląd w początkowe etapy interakcji białko 

N / kwas nukleinowy. Badania opublikowano w 2017 r. w czasopiśmie Journal of Virology, 

91(11), e02503-16.  

Podsumowując, wyniki przedstawione w niniejszej pracy poszerzają podstawową wiedzę na 

temat fizjologii wirusów, w szczególności roli transglikozylazy P5 z bakteriofaga ф 6 oraz 

białka nukleokapsydu HCo NL63. W szerokiej perspektywie badania te mogą przyczynić się 

do opracowania metod kontroli patogenów roślinnych i koronawirusowych zakażeń ludzi.  
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Abstract 

This study focuses on the structural and functional characteristic of selected viral proteins. 

The described research relates to P5 transglycosylase from bacteriophage ф 6 and the 

nucleocapsid protein (N) of human α coronavirus NL63 (HCo NL63). 

Phage ф 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 α-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 α-

coronavirus HCoV NL63, both with a resolution of 1.5 Å. 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 ф 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 skrótów 

  

Å  Angstrem, jednostka długości wynosząca 10
-10

 m 

  

CBB  błękit brylantowy Coomasie R-250 (ang. Coomassie Briliant Blue R-250) 

  

CCD detektor CCD, (ang. Charge Coupled Device) 

  

CMOS układ wielu elementów światłoczułych (ang. Complementary Metal–Oxide–

Semiconductor) 

  

CV  objętość 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 białek (ang. Fast protein liquid chromatography)  

  

g  siła 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 sprzężona ze spektrometrią masową 

  

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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(ang. MIR Anomalous Scattering) 

  

MST  termoforeza mikroskalowa (ang. Micro-Scale Thermophoresis) 

  

OD  gęstość optyczna (ang. optical density) 

  

PAGE 

 

elektroforeza w żelu poliakrylamidowym  

(ang. poliacrylamide gel electrophoresis) 

  

PFU jednostka tworząca łysinkę (ang. plaque-forming unit) 

  

RT  temperatura pokojowa (ang. room temperature) 

  

RMSD średnie kwadratowe odchylenie (ang. root-mean-square deviation) 

  

SAD anomalna dyfrakcja przy jednej długości fali 

(ang. Single-wavelength Anomalous Diffraction) 

  

SDS  dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate) 

  

SDS-PAGE elektroforeza w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących 

  (ang.sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

  

SIR pojedyncze podstawienie izomorficzne 

(ang. Single Isomorphous Replacement) 

  

SIRAS anomalne rozpraszanie dla pojedynczego podstawienia izomorficznego 

(ang. SIR Anomalous Scattering) 

  

TEM transmisyjny mikroskop elektronowy  

 (ang. Transmission Electron Microscope) 

  

TOF-Q kwadrupol/czas przelotu 

 (ang. Quadrupol/Time-of-Flight) 

  

Tris  tri-(hydroksymetylo)aminometan 

  

v/v  stosunek objętościowy (ang. volume for volume) 

  

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

 

1. Fag ф 6 infekujący Pseudomonas spp. jest dość dobrze poznanym bakteriofagiem. 

Pomimo tego wiedza na temat jego lizyny P5 wciąż nie jest pełna. W literaturze można 

znaleźć trzy publikacje dotyczące tego białka. Pierwsza z nich, biochemiczna, opisuje P5 jako 

proteazę. Druga, bioinformatyczna, wskazuje na podobieństwo P5 do lizozymu. Trzecia praca 

dotycząca w przeważającej części analizy zdolności przystosowania fagów do zmian 

środowiska sugeruje w jednym z rozdziałów, że białko P5 może być transglikozylazą na co 

wskazują aspekty strukturalne podejmowane w tej pracy. Moje badania miały na celu 

wyjaśnienie kontrowersji dotyczących mechanizmu działania białka P5 pochodzącego 

z bakteriofaga ф 6 poprzez jego szczegółową analizę enzymologiczną i strukturalną. 

2. Jak wskazują różne badania, nawet do 10% populacji ludzkiej cierpi rocznie na 

infekcje dróg oddechowych wywołanych koronawirusem NL63 (HCoV NL63). Wirusy 

posiadają względnie prostą budowę - w ich skład wchodzi kilka białek i kwas nukleinowy. 

Białko nukleokapsydu (N) chroni wirusowy kwas nukleinowy ludzkiego koronawirusa NL63 

podczas jego bytności poza komórkami gospodarza. Celem pracy była charakterystyka 

strukturalna i funkcjonalna białka N ludzkiego koronawirusa NL63 podjęta dla 

poszerzenia wiedzy na temat fizjologii wirusa. Prace te w przyszłości mają szansę pomóc 

w kontrolowaniu zakażeń i infekcji. 

Szczegółowe cele pracy obejmowały: 

1. Otrzymanie białka P5 pochodzącego z bakteriofaga ф 6, jego krystalizacja 

i rozwiązanie struktury trzeciorzędowej, a także jednoznaczne stwierdzenie rodzaju 

katalizowanej reakcji. 

2. Otrzymanie N- i C- terminalnej domeny białka N nukleokapsydu ludzkiego 

koronawirusa NL63, krystalizacja i rozwiązanie struktur trzeciorzędowych, a następnie 

wytypowanie reszt biorących udział w wiązaniu kwasu nukleinowego  

i eksperymentalne potwierdzenie sugerowanego sposobu wiązania. 
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2. Wprowadzenie 

2.1 Historia biologii strukturalnej 

 

Początek krystalografii rentgenowskiej przypada na rok 1895 kiedy to Wilhelm Conrad 

Röntgen odkrył promieniowanie rentgenowskie [1,2]. Kolejne ważne wydarzenie miało 

miejsce w 1912 r., kiedy niemiecki fizyk Max von Laue zademonstrował zjawisko dyfrakcji 

promieni rentgenowskich na kryształach pentahydratu siarczanu miedzi (CuSO4·5H2O), za 

co został uhonorowany Nagrodą Nobla w dziedzinie fizyki (1914). Następnie Sir William 

Lawrence Bragg we współpracy z ojcem, Williamem Henry Braggiem, opracowali równanie 

opisujące zależność wiążącą geometrię kryształu, padającego promieniowania (λ) i kątem 

(ϴ), pod którym obserwowane jest interferencyjne maksimum. To fundamentalne równanie 

znane dzisiaj pod nazwą Prawo Bragga: 2λ = 2d sin ϴ jest stosowane po dzień dzisiejszy 

w krystalografii rentgenowskiej, ale też w różnych wariantach dyfraktometrii oraz 

spektroskopii promieniowania rentgenowskiego. W. H. Bragg dodatkowo zasłużył się 

w dziedzinie krystalografii budując pierwszy spektrometr rentgenowski [3], co umożliwiło 

mu rozwiązanie struktury m.in. diamentu [4].  

Rejestracja i interpretacja obrazów dyfrakcji kryształów makromolekuł biologicznych 

stanowiła jednak znacznie bardziej skomplikowane wyzwania. Od prozaicznych jakimi było 

wysychanie kryształów gdy montowano je na szkiełkach, a więc gdy były wyeksponowane na 

działanie powietrza, woda szybko odparowywała i traciły strukturę krystaliczną oraz 

właściwości dyfrakcyjne. Próbując utrzymać kryształy wysoko uwodnione zaczęto 

przechowywać je w parach roztworu w którym powstały (tzw. rezerwuar, ang. mother liquor) 

co pozwoliło na ominięcie problemu wysychania. Pierwsza udokumentowana dyfrakcja 

z zastosowaniem niniejszej metody pochodziła od kryształów pepsyny [5].  

Drugim problemem był nośnik danych z dyfrakcji, a także szybkość ich zapisu i analizy 

otrzymanych danych. Na początku zapisywanie obrazów dyfrakcyjnych odbywało się na 

kliszy fotograficznej, a metody pomiarów były takie same, jak dla małych struktur. 

W przypadku białek zajmowało dużo czasu oraz wiązało się z potrzebą zapewnienia 

znacznych ilości analogicznych kryształów. Nowe metody rotacyjne (ang. screenless rotation 

method) oraz kamera oscylacyjna (ang. oscillation camera), opracowane przez Uli Arndt 

i Alan Wonacott były ogromnym krokiem naprzód w krystalografii białek. Wciąż jednak 

wymagały znacznego nakładu czasu, ponieważ intensywność zebranych refleksów 

pochodzących z rozpraszania promieniowania rentgenowskiego należało analizować ręcznie 

https://pl.wikipedia.org/wiki/Kryszta%C5%82
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skanerem optycznym (ang. optical scanners). Prawdziwy przełom nastąpił wraz 

z automatyzacją metody. Począwszy od kontrolowanego komputerowo licznika 

proporcjonalnego (ang. wire chamber), za opracowanie którego Georges Charpak otrzymał 

Nagrodę Nobla w dziedzinie fizyki w 1992, poprzez późniejsze płyty obrazowe, urządzenia 

sprzężone z ładunkiem, aż po dzisiaj stosowane takie jak elektroniczne układy odczytu CCD, 

czy CMOS, a także aktywne detektory pikseli, jak np. Pilatus, który łączy matrycę typu 

CMOS z pikselowanymi czujnikami krzemowymi. Metody te stosuje się przy najbardziej 

wymagających badaniach krystalograficznych. Spośród wielu zalet detektora typu Pilatus, 

można wyszczególnić chłodzenie powietrzem, co zapewnia niewielkie wymagania 

eksploatacyjne, odczyty - prowadzi w krótkich czasach (7 msek) oraz bardzo niski poziom 

szumu. Detektor ten charakteryzuje się wysoką częstotliwością obrazów i dużą szybkością 

zliczania. Postęp w generowaniu promieniowania rentgenowskiego również był olbrzymi na 

przestrzeni lat, pierwotne proste lampy generujące promieniowanie o małej intensywności 

zostały wyparte przez wirującą anodę, a następnie zostało wprowadzone promieniowanie 

synchrotronowe [49]. Początkowe synchrotrony ulepszano dla potrzeb generacji 

promieniowania. W ostatnich latach badane są możliwości zastosowania laserów na 

swobodnych elektronach (FEL ang. Free Electron Laser) [6]. Postępy te poprawiają jakość 

i intensywność promieniowania rentgenowskiego dostępnego do pomiarów o wiele rzędów 

wielkości. Co za tym idzie znacznie skrócił się czas zbierania danych od pierwotnie miesięcy, 

poprzez kilka godzin na synchrotronach pierwszej generacji do kilkunastu sekund na obecnie 

rutynowo używanych synchrotronach trzeciej generacji. Silne wiązki promieniowania 

rentgenowskiego nie są jednak pozbawione wad – powodują one szybką degradacją kryształu. 

Jego żywotność może zostać wydłużona poprzez witryfikację w parach azotu i utrzymywanie 

w temperaturze kriogenicznej podczas pomiaru. Jest to obecnie rutynowa metoda, która była 

popularyzowana pod koniec lat ’80 [7]. 

Spośród wielu problemów krystalografii ogromnym wyzwaniem była analiza danych 

potocznie zwana rozwiązywaniem struktury. W przypadku makromolekuł, a nawet bardziej 

skomplikowanych soli niemożliwe było stosowanie metod bezpośrednich do określania 

współczynnika fazowego, tak jak odbywało się to w przypadku rozwiązywania kryształów 

soli prostych. Krokiem milowym było wprowadzenie przez Arthura Lindo Pattersona wektora 

interpretacji przestrzeni [8]. Tak zwana funkcja Pattersona umożliwiła rozwiązanie problemu 

fazowego w rentgenografii dla struktur zawierających atom pierwiastka ciężkiego. Po raz 

pierwszy metodę zastosowano do rozwiązania struktur ałunów (związków o ogólnym wzorze 
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KAl(SO4)2·12H2O [9] i ftalocyjaninów (C8H4N2)4H2) [10]. Metoda umożliwiła także 

rozwiązanie pierwszej struktury białka - hemoglobiny, czego wyniki Max Perutz opublikował 

w 1960 r. [11]. Od tamtej pory metoda ciężkich atomów ewoluowała i zamiast rtęci, platyny 

lub złota, obecnie używamy atomów lżejszych, jak selen, czy siarka. Co więcej opracowano 

wiele wariantów metody opartej na atomach ciężkich, jak np. MIR lub SIR (ang. multiple- / 

single-isomorphous replacement) [12], z dodatkowym użyciem rozpraszania anomalnego 

(ang. anomalous scattering) MIRAS lub SIRAS. Najpopularniejszymi obecnie metodami 

umożliwiającymi określenie struktury de novo są MAD i SAD, gdzie wykorzystywany jest 

jedynie sygnał anomalny (ang. multi- / single-wavelength anomalous diffraction). Ze względu 

na często występujące uszkodzenia spowodowane promieniowaniem (ang. radiation 

damage), generalnie słabą jakość dyfrakcji pochodzącej od kryształów białek oraz czynniki 

powodujące szum, anomalny sygnał z pojedynczego kryształu nawet dziś nie zawsze jest 

wystarczająco dobry dla rozwiązania struktury. 

W 2013r. Liu wraz z W.A. Hendricksonem po raz pierwszy opisali podejście do zbierania 

danych krystalograficznych polegające na zastosowaniu wielu kryształów i pojedynczej fali 

promieniowania rentgenowskiego (multi-crystal SAD) [13]. W metodzie tej wybierane są 

dokładniejsze sygnały anomalne poprzez łączenie danych z wielu kryształów.  

Wraz z ulepszaniem metod w krystalografii rentgenowskiej z roku na rok zaczęło przybywać 

nowopoznanych trzeciorzędowych struktur białkowych (Rysunek 1). Na dzień 1.09.2018r. 

w PDB (Protein Data Bank), bazie w której deponowane są struktury makromolekuł, znajduje 

się aż 128 750 struktur poznanych dzięki metodzie dyfrakcji rentgenowskiej. W tak bogatej 

bazie często dostępny jest podobny analog strukturalny, który może być stosowany jako 

model w metodzie podstawienia molekularnego (MR, ang. Molecular Replacement), czyli 

metodzie określania współczynnika fazowego na podstawie znanego już modelu białka.  

Pierwszych prób udokładnienia struktur białkowych (ang. refinement) dokonywano od 

późnych latach 60. Przeprowadzał je Robert Diamond próbując dopasować cząsteczkę 

lizozymu do mapy elektronowej [14]. Kilka lat później grupa Lyle Jensen’a przeprowadziła 

automatyczne udokładnienie struktury rubredoksyny [15,16]. Od tamtej pory 

oprogramowanie wzbogaciło się o algorytmy wykorzystujące wyrafinowane podejścia 

probabilistyczne oparte na maksymalnym prawdopodobieństwie (ang. maximum likelihood).  

Rosnąca liczba zdeponowanych struktur krystalicznych białek i kwasów nukleinowych 

pozwoliła na rozwinięcie obliczeniowych metod modelowania molekularnego. Pionierami 

tego podejścia byli Martin Karplus, Michael Levitt i Arieh Warshel, którym udało się 

połączyć fizykę klasyczną Newtona z fizyką kwantową w algorytmy umożliwiające 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hendrickson%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28573582
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modelowanie. Za swoje badania otrzymali w 2013r Nagrodę Nobla w dziedzinie chemii. 

Stworzone przez nich metody obliczeniowe pozwalają np. na symulację interakcji cząsteczek. 

Przewidywania te są w wielu przypadkach realistyczne i pokrywają się z wynikami 

tradycyjnych eksperymentów. Jako przykład może posłużyć eksperyment opisany w rozdziale 

3.2.2.4. niniejszej pracy „Modelowanie molekularne oddziaływań NTD-RNA”.  

Algorytmy i interfejsy użytkownika implementowane obecnie w oprogramowaniu 

wykorzystywanym do rozwiązania struktur są tak zaawansowane, że w prostych przypadkach 

określanie struktur jest możliwe praktycznie bez wiedzy krystalograficznej. Takie podejście 

sprzyja jednak błędnym interpretacjom.  

Doskonałe i znacznie szersze niż w niniejszym wstępie opracowania historii krystalografii 

znajdują się m.in. w pracach przeglądowych autorstwa prof. Richarda Giegé oraz prof. 

Mariusza Jaskólskiego i współpracowników [17,18]. 

 

 

Rysunek 1. Przyrost liczby struktur w bazie PDB. Struktury rozwiązane metodą 

krystalografii rentgenowskiej. Na pomarańczowo liczba struktur publikowanych rocznie, na 

niebiesko liczba wszystkich dostępnych struktur. Źródło: RCSB PDB 

https://www.rcsb.org/stats/growth/xray 
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2.2 Krótki wstęp historyczny do wirusologii 

 

Historia nowoczesnej wirusologii sięga końca XIX wieku. Początek tej dziedziny badań 

datuje się na 1884r, kiedy to Chamberland zaprezentował pierwszy filtr zaprojektowany 

do sterylizacji wody. 8 lat później, w roku 1892 rosyjski botanik, Ivanowski wykazał, że filtr 

ten przepuszcza czynnik wywołujący mozaikę tytoniową, jednak zasugerował, że ów czynnik 

to prawdopodobnie toksyna bakteryjna i nie kontynuował badań w tym zakresie. W 1899r 

Beijerinck niezależnie zaobserwował podobne zjawisko [19]. Aby wykluczyć fakt, że filtr 

przepuszcza bardzo małe bakterie wykorzystał technikę filtracji przez żel agarowy. Zauważył 

również, że czynnik namnaża się jedynie w dzielących się komórkach, ponadto jest odporny 

na wysuszanie, lecz da się go inaktywować przy pomocy gotowania. Nie potrafiąc wykazać 

charakteru cząstki stałej badanego czynnika zakaźnego nazwał go „żywe zanieczyszczenie 

płynu” (łac. „contagium vivum fluidum”). W tym samym roku współpracownicy Roberta 

Kocha, Loeffler oraz Frosch (1898) ogłosili, że czynnik powodujący pryszczycę (choroba 

pyska i racic, ang. foot and mouth disease) również przechodzi przez ceramiczny filtr 

zatrzymujący bakterie. Na podstawie rozcieńczenia czynnika wykluczyli oni, że jest toksyną, 

oraz zauważyli, że cząstka zakaźna ma zdolność do replikacji. Uznali też, że czynnik musiał 

być mniejszy od najmniejszej znanej wtedy bakterii przez co nie można było go zobaczyć pod 

mikroskopem. Mimo, że zdecydowana większość wirusów była poza zdolnościami 

rozdzielczymi mikroskopu świetlnego, w roku 1887 Buist zwizualizował jeden 

z największych wirusów, wirusa krowianki, po wybarwieniu go aniliną fioletu metylowego. 

Oszacował również jego wielkość na 100-500nm.  

Na początku ubiegłego wieku wirusy charakteryzowano jedynie ujemnymi cechami, tj. nie 

były możliwe do zidentyfikowania za pomocą mikroskopii świetlnej, nie mogły być 

hodowane na konwencjonalnych podłożach bakteriologicznych i nie były zatrzymywane 

przez filtry stosowane do sterylizacji. Postrzeganie tego, czym jest wirus, zmieniło się 

całkowicie w 1935 roku, kiedy Wendel Stanley wykazał, że wirus mozaiki tytoniowej może 

zostać skrystalizowany. Doświadczenie to wskazało, że zakaźny wirus był raczej cząsteczką 

chemiczną niż organizmem. Odkrycie to odnowiło intensywne zainteresowanie wirusami jako 

bytami na pograniczu chemii i biologii. Wielu naukowców zafascynowało się wirusami, 

określanymi jako "żyjące cząsteczki". Na fali tego zainteresowania fizycy tacy jak Max 

Delbruck rozpoczęli badania bakteriofagów, ponieważ były one bardziej odpowiednie 

do ilościowej analizy namnażania wirusa. Chemicznemu podejściu do badań nad biologią 

sprzyjała książka Erwina Schro’a "What is life" wydana w 1945 roku. Wirusy były coraz 
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częściej badane technikami fizykochemicznymi, a badania te w znacznym stopniu 

przyczyniły się do rozwoju biologii molekularnej (Grafe 1991). 

 

 

2.3 Bakteriofagi 

 

Bakteriofagi (fagi) to wirusy, które replikują w komórkach bakteryjnych, wykorzystując 

do namnażania system biosyntezy gospodarza. Jako grupa wykazują znaczne zróżnicowanie 

morfologiczne. Jedne są nitkowate, niektóre przypominają wirusy zwierzęce, podczas gdy 

inne wykazują złożone morfologie. 

 Bakteriofagi zostały po raz pierwszy zaobserwowane zostały przez Tworta (1915). Opisał on 

czynnik zakaźny, który zniekształcał morfologię kolonii gronkowców. D'Herelle (1917) 

natomiast znalazł czynnik, który daje się filtrować, a który jałowi bulion z kulturą Shigella 

spp. i przewidywał, że taki czynnik może być przydatny w zwalczaniu chorób bakteryjnych, 

ponieważ nie wykazywał on zjadliwości w stosunku do komórek eukariotycznych.  

Fagi są szeroko rozpowszechnione w środowisku i można je znaleźć wszędzie tam, gdzie 

obecni są ich bakteryjni gospodarze. Prawdopodobnie wszystkie bakterie są wrażliwe na 

jeden lub więcej fagów, które w ten sposób żerują na swoim specyficznym gatunku lub jego 

szczepach, rzadko natomiast spotyka się taki rodzaj fagów, który infekuje dużą liczbę 

gatunków. Zagęszczenie populacji komórek gospodarza jest głównym czynnikiem 

określającym gęstość i rozkład fagów. Duże ilości fagów występują w biofilmach  

(> 10
8
 PFU/ml), gdzie gęstość bakterii jest wysoka, ale są znacznie niższe w wodach 

objętościowych (10
3-4

 PFU/ml), gdzie gęstość bakterii jest niska. W ściekach wyliczenie za 

pomocą mikroskopii elektronowej wykazało 10
8-10

 fagów / ml w porównaniu z około 10
8
/ml 

w wodzie słodkiej i otwartym oceanie. Bezpośrednie zliczenia bakteriofagów w glebie są 

również wysokie, na poziomie około 10
8 
PFU/g.  

Rola jaką odgrywają fagi w populacjach bakterii pozostaje wciąż przedmiotem domysłów i 

jednocześnie jest polem intensywnych badań. Generalny pogląd jest taki, że fagi mogą być 

znaczącymi moderatorami populacji drobnoustrojów w różnych naturalnych środowiskach, 

jednak analiza zaangażowanych mechanizmów jest jeszcze przed nami.  

Kapsyd faga, czyli płaszcz białkowy zbudowany z tzw. kapsomerów, czyli podjednostek 

białkowych, jest strukturą zawierającą genom w postaci jedno- lub dwuniciowego DNA lub 

RNA. Kapsyd fagowy rozpoznaje miejsce adsorpcji na zewnątrz podatnej komórki, wiąże się 

z nią i wstrzykuje do niej swój materiał genetyczny, który przekierowuje metabolizm 
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komórkowy, tak by zachodziła synteza fagów. Niektóre fagi są zjadliwe, zabijając każdą 

zarażoną komórkę, podczas gdy inne nie powodują śmierci gospodarza. W tym drugim 

przypadku fag znajduje się, jako profag, w komórce określanej jako lizogen i replikuje się 

synchronicznie z komórką. W stadium lizogennym fagowy materiał genetyczny nie zakłóca 

metabolizmu bakterii ani jej replikacji, ale może przekazać specyficzne cechy swojemu 

gospodarzowi, jak np. produkcja toksyn. Zdarza się, że np. pod wpływem czynników 

stresowych profag wchodzi w cykl lityczny i jest wtedy uwalniany z komórki. 

Od lat podejmowane są próby wykorzystania bakteriofagów w ochronie upraw rolniczych. 

Pionierami w tej dziedzinie byli Mallman i Hemstreet, którzy w 1924 dowiedli, że 

przefiltrowany płyn z rozkładającej się kapusty chroni warzywo przed rozwojem 

Xanthomonas campestris pv campestris, czyli bakterii powodujących gnicie [20]. Kotili 

i Coonsowi przy pomocy bakteriofagów wyizolowanych z ziemi udało się zahamować rozwój 

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum w nowych bulwach ziemniaka, czyli 

przyczynę popularnej choroby ziemniaków tzw. czarnej nóżki [21]. Sukcesem zakończyła się 

również pierwsza próbę użycia bakteriofagów na dużą skalę w celu eliminacji więdnięcia 

kukurydzy. Thomas, próbując znaleźć środek zapobiegający więdnięciu kukurydzy traktował 

jej nasiona fagami wyizolowanymi z roślin dotkniętych Pantoea stewartii [22]. Civerolo wraz 

Keilem również z sukcesem zastosowali terapię fagową, tym razem do sadzonek brzoskwini 

dotkniętych Xanthomonas pruni [23]. Bakteriofagi posiadają jednak wąskie spektrum 

działania (potrzebny jest specyficzny gospodarz), co w rolnictwie jest rozpatrywane jako 

wada. Mimo tego doczekały się swojego miejsca na rynku. Amerykańska firma OmniLytics 

Company, jako pierwsza zarejestrowała oparty na fagach biopestycyd, „Agriphage”, środek 

przeciwko X. campestris pv. vesicatoria i P. syringae pv. tomato. Następnie węgierska firma 

Enviroinvest, zarejestrowała swój produkt „Erwiphage” przeciw zarazie ogniowej jabłoni 

powodowanej przez Erwinia amylovora. Znany jest też produkt „Biolyse” szkockiej firmy 

APS biocontrol Ltd., który służy do mycia świeżych produktów. Opóźnia on psucie się 

warzyw i owoców podczas przechowywania działając przeciwko Enterobacteriacea 

wywołującym gnicie. Rynek biopestycydów jest na tyle istotny, że doczekał się już regulacji 

prawnych, np. w prawie europejskim w dyrektywie 1107/2009 EC.  

Specyficzność bakteriofagów jest ogromną zaletą w medycynie. Terapie fagowe były 

oryginalnie rozwijane wraz z pierwszymi antybiotykami ale uległy popularności tych 

ostatnich i zostały na długi czas zapomniane. W czasach kiedy antybiotykooporność stwarza 

coraz większy problem, bakteriofagi budzą ponownie ogromne zainteresowanie środowiska 

naukowego i medycznego. Na przykład w latach 2013 – 2017 został uruchomiony projekt 
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kliniczny PhagoBurn z wykorzystaniem bakteriofagów w leczeniu niegojących się ran. 

Projekt prowadzony był na dużą skalę angażując aż 7 partnerów z Francji, Belgii i Szwajcarii, 

a także 11 instytucji współpracujących. W Polsce również zagadnienie to jest szeroko badane. 

W 2005 roku utworzony został Ośrodek Terapii Fagowej Centrum Medycznego IITD PAN, 

którego zadaniem jest kwalifikacja pacjentów do eksperymentalnej terapii fagowej, 

przeprowadzenie jej, oraz monitorowanie kondycji pacjentów po przebytej terapii. Ośrodek 

prowadzi współpracę z Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu. Co więcej, 

w 2014 r. powstała filia ośrodka w Krakowie, a w 2015 w Częstochowie. Choć terapia 

bakteriofagami na terenie Unii Europejskiej jest w fazie eksperymentalnej i dozwolona jest 

jedynie w szczególnych przypadkach, to rutynowo stosowana jest w Gruzji przez dr. Mzie 

Kutateladze z Instytutu Bakteriofagów, Mikrobiologii i Wirusologii, Eliava, Tblisi. Z szeregu 

jednak powodów, w tym regulacyjnych i ekonomicznych zapewne minie jeszcze dużo czasu 

nim przekonamy się, czy rozpowszechnią się one w klasycznej medycynie zachodniej. 

 

2.4 Peptydoglikan 

Peptydoglikan (PG) to główny składnik ściany komórkowej bakterii. Jego zadaniem jest 

chronić komórkę bakteryjną przed zmianami środowiska i utrzymywać jej ciśnienie 

osmotyczne na właściwym poziomie. Na trzon peptydoglikanu składają się dwa 

naprzemiennie ułożone cukry, kwas N-acetylomuraminowy (ang. N-acetylmuramic acid, 

NAM) oraz N-acetyloglukozoamina (ang. N-acetylglucosamine, NAG) połączone ze sobą 

w łańcuch wiązaniem β-1,4-glikozydowym (Rysunek 2). Łańcuchy są dodatkowo 

usieciowane mostkami peptydowymi zawierającymi aminokwasy niewchodzące w skład 

białek: D-Ala, D-Ser, γ-D- izoglutaminian oraz kwas mezo-2,6-diaminopimelinowy (mDAP, 

ang. meso-2,6- diaminopimelic acid). Usieciowane powoduje usztywnienie PG i wzmacnia 

otoczkę bakterii. In vitro, w specjalnych warunkach, bakterie mogą przeżyć usunięcie ściany 

komórkowej, jednak fizjologicznie konstrukcja ta jest im niezbędna. Ponadto PG stanowi cel 

dla antybiotyków – inhibitorów syntezy ściany bakteryjnej, jak na przykład β-laktamy 

i antybiotyki polipeptydowe (np. wankomycyna, bacytracyna).  

Należy podkreślić istotną właściwość peptydoglikanu – jego dynamikę. Pomimo funkcji 

ochronnej podlega on ciągłej przebudowie podczas podziałów komórkowych, wykształcania 

wici, fimbrii i pile. Ochronne funkcje peptydoglikanu nie są jednak wystarczające 

w przypadku infekcji bakteriofagami. Aby wprowadzić swój materiał genetyczny do wnętrza 

komórki bakteryjnej, bakteriofagi używają enzymów, litycznych transglikozylaz (LT), 
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do lokalnego przerywania ciągłości ściany komórkowej. LT trawiące wiązania β-1,4-

glikozylowe są charakterystyczne nie tylko dla fagów, ale są również szeroko 

rozpowszechnione wśród bakterii, gdzie biorą udział w przebudowie ścian komórkowych. LT 

zostały znalezione u bakterii Gram – ujemnych [24], Gram – dodatnich [25,26] i u niektórych 

bakteriofagów DNA i RNA, jak np. odpowiednio T7 i λ infekujące enterobakterie, czy fagach 

infekujących Pseudomonas spp., jak ф KZ oraz ф 6 [27–29]. Inną grupą enzymów 

uczestniczących w remodelowaniu ściany komórkowej lub konkurencji międzygatunkowej są 

enzymy hydrolizujące aminokwasowe łączniki w obrębie peptydoglikanu. Ze względu na 

skomplikowany charakter i znaczenie ściany komórkowej, sposób jej produkcji 

i remodelowania oraz interakcja z fagami jest obszarem intensywnych badań [30]. 

 

 

Rysunek 2. Organizacja ściany komórkowej bakterii Gram - ujemnych. (A) Schemat 

ogólny. (B) Struktura chemiczna peptydoglikanu z zaznaczeniem miejsc trawienia przez 

enzymy bakteryjne. Źródło: Alcorlo, Martín, et al.  Current opinion in structural biology 44 

(2017): 87-100 (zmienione). 

 

2.5 Lizyny peptydoglikanu 

2.5.1 Peptydazy 

Peptydazy peptydoglikanu obejmują karboksypeptydazy oraz endopeptydazy, które zawierają 

szeroki zakres strukturalnie zróżnicowanych enzymów. Cechą wspólną jest fakt, że 

hydrolizują one wiązania peptydowe: karboksypeptydazy, wiązanie na końcu karboksylowym 

(C-końcowym) peptydu, a endopeptydazy, wiązania wewnątrz peptydu. W zależności od 

stereochemii dwóch aminokwasów, które są rozpoznawane przez te enzymy, ich nazwa jest 

poprzedzona przedrostkiem DD lub LD.  
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Karboksypeptydazy odgrywają kluczową rolę w biosyntezie i recyklingu ścian komórkowych 

bakterii. PG oprócz długich łańcuchów NAG-NAM posiada pentapeptydy, zazwyczaj 

zawierające L-Ala-D-Glu [Gln]-L-Lys [mDAP]-D-Ala-D-Ala, które rozciągają się od reszty 

NAM. DD-karboksypeptydazy usuwają D-alaninę z końca pentapeptydowego trzonu [31]. 

LD-karboksypeptydazy następnie hydrolizują wiązanie L-Lys [mDAP]-D-Ala pozostawiając 

tripeptyd. Chociaż u wielu bakterii odnaleziono w strukturze peptydoglikanu tripeptydy, 

do tej pory zidentyfikowano jednie niewiele LD-karboksypeptydaz. Na przykład, w badaniach 

Bacillus subtilis wykazały silną aktywność LD-karboksypeptydazową wobec tetrapeptydów 

pochodzących z ściany komórkowej [32], chociaż nie udało się wyizolować enzymu 

odpowiadającego za tę aktywność. Najlepiej scharakteryzowaną LD-karboksypeptydazą jest 

LdcA (LD-karboksypeptydaza A) o lokalizacji cytoplazmatycznej. Jest to członek rodziny 

peptydaz S66, biorący udział w recyklingu PG, niezbędny dla komórek wchodzących  

w fazę stacjonarną [33,34]. Inne LD-karboksypeptydazy są albo aktywne w obrębie 

peryplazmy bakterii Gram – ujemnych albo są zakotwiczone na zewnątrz błony komórkowej 

w bakteriach Gram – dodatnich. 

Jako przykład endopeptydaz można wymienić zależną od cynku endopeptydazę mureinową 

A (ang. Zn dependent murein endopeptidase A;  MepA) z Escherichia coli. Hydrolizuje ona 

wiązania DD-amidowe pomiędzy D-Ala i kwasem mezo-2,6-diaminopimelinowym (mezo-

A2pm) [35]. Za drugi przykład może posłużyć enzym CwlK (YcdD) pochodzący z B. subtilis, 

DD-endopeptydaza o aktywności hydrolizującej peptydoglikan [36]. Endopeptydazy stanowią 

liczną grupę enzymów i są zróżnicowane strukturalnie. Mogą to być np. lipoproteiny błonowe 

o globularnej domenie katalitycznej [37,38] lub białka strukturalnie przypominające papainę, 

a także inne [39–41].  

2.5.2 Amidazy 

Rolę w przebudowie PG odgrywają także amidazy peptydoglikanu, inaczej amidazy N-

acetylmuramoilo-L-alaniny. W bakteryjnym peptydoglikanie peptydowe podjednostki 

połączone są z cukrowym łańcuchem wiązaniem amidowym pomiędzy N-terminalną L-

alaniną i cząsteczką NAM. Amidazy rozcinają właśnie to wiązanie [42–44]. Mimo niewielkiej 

konserwacji sekwencji aminokwasowej, amidazy PG pełnią podobne funkcje. Sugeruje się, że 

różnice w pierwszorzędowej strukturze białka wynikają z różnego sposobu rozpoznania 

substratu, bądź różnego mechanizmu interakcji z dodatkowymi domenami [45]. Niektóre 

amidazy, jak np. AmiA, AmiB and AmiC z E. coli, czy AmiE z Stapchylococcus epidermidis 

są niezbędne dla przeprowadzenia podziału komórkowego [46,47]. AmpDh2 oraz AmpDh3 z 
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Pseudomonas aeruginosa pełnią funkcję w oporności antybiotykowej [48]. Amidazy są też 

potrzebne do przeprowadzenia recyklingu PG, jak np. AmpD u bakterii Gram – ujemnych 

[49]. Natomiast LytA pochodzący Streptococcus pneumoniae odpowiada za autolizę, jak 

i lizę komórek klonalnych (ang. fratricidal lysis) [50].  

2.5.3 Glukozaminidazy 

U bakterii Gram – ujemnych zidentyfikowano do tej pory jedną cytoplazmatyczną N-

acetyoglukozaminidazę, NagZ. Jest ona zaangażowana w metabolizm ściany komórkowej 

i ma za zadanie usuwać cząsteczkę NAG z fragmentu składającego się z NAG-NAM-

tripeptyd [51]. Prawdopodobnie mechanizm katalizy przeprowadzany przez NagZ jest 

dwuetapowy. Hydrolizuje ona wiązania β-glikozydowe i ma powinowactwo do monomerów 

i dimerów muropeptydowych, ale nie do tetramuropeptydów. W trakcie katalizy powstaje 

kowalencyjny kompleks glikozyl-enzym i łatwo dysocjujący jonowy stan przejściowy [52]. 

Oprócz naturalnego substratu NagZ może trawić NAG-NAM-peptyd [53,54]. U Gram – 

dodatniej bakterii, Streptococcus pneumoniae, znana jest glukozaminidaza, LytB, bardzo 

ważna w przeprowadzaniu podziałów komórkowych, hydrolizująca substrat w miejscach 

gdzie NAG jest w pełni acetylowany [55]. 

2.5.4 Lizozymy 

Lizozym z białka jaja kurzego był drugim białkiem i pierwszym enzymem, którego struktura 

trzeciorzędowa została poznana metodą krystalografii rentgenowskiej [56]. Lizozymy 

hydrolizują wiązanie między NAM zlokalizowanym w pozycji -1 od miejsca aktywnego 

i NAG zlokalizowanym w pozycji +1 w szkielecie PG. Substratem dla lizozymu są 

przynajmniej tetra oligosacharydy, ale optymalna długość to heksa sacharydy. Produktami 

hydrolizy są di- i tetra sacharydy (Rysunek 3) [57]. Do tej pory opisano także lizozymy 

bakteryjne i pochodzące od bakteriofagów. Wśród lizozymów bakteryjnych wyróżnić można 

LytC S. pneumoniae, którego strukturę poznano w kompleksie z choliną i fragmentem PG 

co pozwoliło na dokładną charakterystykę determinant specyficzności substratowej (19). 

Do lizozymów bakteriofagowych należy m.in. lizozym bakteriofaga T4 [58,59]. 

2.5.5 Lityczne transglokozylazy 

Lityczne transglikozylazy trawią PG w miejscu identycznym jak lizozymy (wiązanie β-1,4-

glykozydowe pomiędzy cukrami NAM i NAG), jednakże różni je mechanizm katalizowanej 

reakcji i produkty końcowe (Rysunek 3). Lizozymy używają cząsteczki wody do hydrolizy 

wiązania podczas gdy LT wykazują zdolność przeprowadzania reakcji endo- i egzolitycznych 
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[60]. Przeprowadzają one wewnątrzcząsteczkową reakcję transferu glikozydowego, podczas 

którego jest formowane wiązanie 1,6-anhydro pomiędzy atomami węgla C1 i C6 cząsteczki 

NAM. W rezultacie uwalniany jest 1,6-anhydroMurNAc. Co ciekawe, pomimo różnic 

w rodzaju katalizowanej reakcji między lizozymami i transglikozylazami, wykazują one 

podobieństwo struktury trzeciorzędowej, różniąc się jedynie nieznacznie w miejscu 

katalitycznym. W przypadku LT (za wyjątkiem kilku członków tej grupy sklasyfikowanych 

do rodziny 1H) miejsce katalityczne jest hydrofobowe i posiada jedynie resztę kwasu 

glutaminowego w centrum aktywnym, podczas gdy endo-N-acetylomuramidazy zawierają 

dodatkowo resztę kwasu asparaginowego wprowadzającą hydrofilowe środowisko reakcji. 

 Ze względu na homologię sekwencji LT podzielono na 8 rodzin: 3 pierwsze, 5 i 6 

zawierają lizyny bakterii Gram – ujemnych, do czwartej należą enzymy fagowe, natomiast dla 

bakterii Gram – dodatnich zostały utworzone osobne 2 rodziny (siódma i ósma) [61]. Enzymy 

klasyfikuje się do odpowiednich rodzin na podstawie motywów konsensusowych zawartych 

w sekwencji aminokwasowej. 

 

Rysunek 3. Porównanie produktów trawienia peptydoglikanu (PG) przez lityczne 

transglikozylazy (LT) i lizozym. (A) Trawienie wiązania β-1,4-glikozydowego przez LT z 

uwolnieniem 1,6-anhydroMurNAc, charakterystycznego produktu LT. (B) Hydroliza 

wiązania β-1,4-glikozydowego przez lizozym w wyniku którego powstają dimery lub dłuższe 

multimery cukrów NAG/NAM. 

 

2.6 Białko P5 

W niniejszej pracy opisano wyniki analizy strukturalnej i enzymologicznej białka P5 

pochodzącego z bakteriofaga ф 6. Poza fizjologiczną zdolnością lokalnego trawienia 

bakteryjnej ściany komórkowej, wyizolowany enzym P5 wykazuje aktywność na 

izolowanych ścianach komórkowych bakterii Gram –  ujemnych P. syringae, patogena roślin 
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uprawnych. Z tego powodu w literaturze można znaleźć sugestie, że P5 mogłoby znaleźć 

zastosowanie jako czynnik antybakteryjny, który nie wpływa negatywnie na rośliny [29].  

Literatura przedmiotu nie jest jednoznaczna w odniesieniu do mechanizmu katalitycznego P5. 

Początkowo enzym ten został opisany jako endopeptydaza peptydoglikanu [62]. Późniejsza 

analiza bioinformatyczna wykazała słabą homologię do lizozymu. Autorzy zasugerowali, że 

struktura jaką przyjmuje P5, jest wspólna dla lizozymów i transglikozylaz [63] co 

wykluczałoby aktywność peptydazy. W 2011 r. opublikowana została struktura krystaliczna 

P5 potwierdzająca podobieństwo strukturalne do lizozymów oraz ukazująca interakcje 

z ligandem, węglowodanowym polimerem, poli-N-acetyloglukozoaminą [29]. Autorzy 

wspomnianej publikacji skupili się jednak podczas swych badań na ewolucji adaptacyjnej 

bakteriofaga ф 6, dlatego brak jest systematycznych badań nad mechanizmem aktywności P5. 

Nie było wtedy wykluczone, że uwidocznione wiązanie poli-N-acetyloglukozoaminy jedynie 

pozycjonuje enzym na szkielecie peptydoglikanu a reakcja hydrolizy mogłaby wciąż 

zachodzić w obrębie fragmentów peptydowych, szczególnie że dane dotyczące aktywności 

peptydazowej P5 przedstawione w pierwszej z wymienionych publikacji były stosunkowo 

przekonywujące. Ponadto, nawet w przypadku aktywności P5 jako lizozymu lub litycznej 

transglikozylazy nie było jasne jak jest rola N- i C- końcowych, niekanonicznych fragmentów 

cząsteczki, słabo zdefiniowanych w przedstawionych strukturach. Dlatego podczas prac 

opisanych w niniejszej rozprawie skupiono się na szczegółowej charakterystyce aktywności 

litycznej względem peptydoglikanu oraz na znaczeniu końców N- i C- białka dla jego funkcji. 

 

2.7 Koronawirusy  

Koronawirusy to wirusy posiadające kwas nukleinowy w postaci RNA o symetrii helikalnej 

i dodatniej polarności (+). Ich nazwa wywodzi się od korony słońca, którą przypominają na 

zdjęciach z mikroskopu elektronowego [64]. W obrębie podrodziny Coronavirinae 

wyróżniono cztery rodzaje, ale tylko alfa i beta posiadają zdolność do zakażania ludzi. 

Koronawirusy wywołują wiele chorób u zwierząt, podczas gdy u ludzi są związane tylko 

z infekcjami dróg oddechowych o różnym nasileniu. Szacuje się, że gatunki niskopatogenne 

(ang. low pathogenic, LPC) są odpowiedzialne za prawie 30% wszystkich infekcji dróg 

oddechowych, powodując ciężkie stany głównie u niemowląt, małych dzieci, osób starszych 

i osób z obniżoną odpornością immunologiczną. Obecnie nie są dostępne żadne specyficzne 

środki ani szczepionki do zwalczania koronawirusów [65]. Pierwsze ludzkie koronawirusy 

(ang. human coronavirus, HCoV) - 229E i OC43 - zidentyfikowano w latach 60-tych XX 

wieku i przez prawie 40 lat uważano je za wyłącznych przedstawicieli tej rodziny u ludzi 
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[66,67]. Badania zainicjowane w 2002/2003 pojawieniem się nowego koronawirusa 

odpowiedzialnego za nietypowe zapalenie płuc o wysokim wskaźniku śmiertelności (SARS-

CoV) [68–70] spowodowały identyfikację dwóch dalszych ludzkich LPC (HCoV NL63 

i HCoV HKU1) [71–73]. Niedawno nowy koronawirus, MERS, pojawił się na Bliskim 

Wschodzie, a śmiertelność przekroczyła 30% [74,75] (Rysunek 4). 

Podczas, gdy występowanie gatunków wysoce chorobotwórczych (ang. high pathogenic 

HPC) jest ograniczone (SARS-CoV zniknął z populacji ludzkiej wkrótce po pojawieniu się, 

ponad 10 lat temu, a przypadki infekcji MERS-CoV na Półwyspie Arabskim są już 

marginalne), LPC są istotnymi ludzkimi patogenami. Spośród nich najczęściej diagnozuje się 

HCoV OC43 i HCoV NL63 [76]. 

Cząstka koronawirusa składa się z rdzenia utworzonego przez białko nukleokapsydu (ang. 

nucleocapsid, N) związanego do genomowego RNA. Białko N oddziałuje ponadto 

z transbłonowym białkiem M (ang. membrane), które stabilizuje dwuwarstwową otoczkę 

lipidową otaczającą rdzeń. Otoczka wirusa zawiera białka strukturalne, które dodatkowo 

stabilizują strukturę i uczestniczą w wejściu i wyjściu wirusa z komórki [65,77]. Oprócz roli 

strukturalnej, białku N przypisano wiele innych funkcji, w tym udział w  transkrypcji 

wirusowego mRNA [78] i replikacji, organizacji cytoszkieletu, indukcji apoptozy i unikaniu 

detekcji przez komórki rozpoznające wzór patogenu (ang. pathogen-associated 

molecular patterns, PAMPs) [79–84]. Białko N koronawirusa zawiera dwie domeny: domenę 

N-końcową (ang. N- terminal domain, NTD; ~ 15 kDa) odpowiedzialną za wiązanie RNA 

i domenę C-końcową (ang. C- terminal domain, CTD; ~ 14 kDa), która pośredniczy 

w oligomeryzacji [85,86]. Domeny te są połączone stosunkowo długim, najprawdopodobniej 

nieustrukturyzowanym łącznikiem o słabo scharakteryzowanej funkcji. 

 

 

Rysunek 4. Oś czasu z zaznaczonymi latami odkryć kolejnych ludzkich koronawirusów. 
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2.8 HCoV NL63 

Jak wskazuje analiza próbek historycznych HCoV NL63 istnieje w  populacji ludzkiej 

przynajmniej przez ostatnie 30 lat. Molekularne datowanie sugeruje jednak, że wirus ten 

oddzielił się od przodka, HCoV 229E, około tysiąca lat temu [87,88]. Infekcje HCoV NL63 

najczęściej charakteryzują się samoograniczającym się zapaleniem górnych i dolnych dróg 

oddechowych, z objawami takimi jak kaszel, katar i gorączka o różnym nasileniu [89]. 

Odnotowano jednak sporadyczne przypadki śmiertelne [90,91]. Szacuje się, że 1-10% 

populacji zapada rocznie na infekcję górnych i dolnych dróg oddechowych wywołanych 

HCoV NL63, której częstotliwość wzrasta w sezonach zimowych i wiosennych. Wykazano 

również, że HCoV NL63 jest najważniejszym czynnikiem etiologicznym krupu u dzieci 

[87,92–107]. 

Koronawirusy dostają się do komórki za pośrednictwem receptora, a zatem specyficzność 

gatunkowa i tkankowa jest określona przez repertuar receptorów eksponowanych na 

powierzchni komórki gospodarza. Podczas gdy większość alfa-koronawirusów wykorzystuje 

aminopeptydazę N (CD13) do wejścia do komórki, HCoV NL63 wykorzystuje w tym celu 

enzym konwertujący angiotensynę 2 (ACE-2) [108]. Co ciekawe, ten sam receptor jest 

wykorzystywany przez SARS-CoV, chociaż cechy epidemiologiczne tych dwóch wirusów są 

znacząco różne [71]. Wykazano również, że HCoV NL63 dodatkowo wymaga siarczanu 

heparanu, jako receptora wspomagającego [109]. Wciąż niewiele wiadomo o późniejszych 

etapach internalizacji wirusa i jego przechodzeniu przez błonę komórkową do cytoplazmy. 

Wykazano, że wiązanie HCoV NL63 z ACE-2 inicjuje rekrutację klatryny, która następnie 

opłaszcza tworzący się pęcherzyk [110]. Endocytoza wymaga również obecności innych 

białek, jak np. dynamin zamykających pęcherzyki, czy GTPazy odpowiedzialnej za 

uwolnienie pęcherzyków powleczonych klatryną od powierzchni komórki [111]. Istnieją 

doniesienia, że HCoV NL63 podobnie jak inne koronawirusy może wykorzystywać 

alternatywną drogę wejścia do komórki opierającą się na proteazie TMPRRS2 [110,112–114]. 

Mechanizm ten wymaga jednak dalszych wyjaśnień.  
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3. Materiały i metody 

3.1 Materiały 

3.1.1 Bufory wykorzystane do inżynierii genetycznej 

Tabela 1. Skład buforów zastosowanych podczas manipulacji plazmidowego DNA. 

Nazwa  Skład 

Bufor TAE 
40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA, 

pH 8,0 

Bufor TBE 
100 mM Tris, 90 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, 

pH 8.3 

6x bufor obciążający 30% glicerol, 0,25% błękit bromofenolowy 

Bufor Tango 
33 mM Tris-octan pH 7,9, 10 mM octan magnezu, 

66 mM octan potasu, 0,1 mg/ml BSA 

Bufor BamHI 
10 mM Tris pH 8,0, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 

0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA 

Bufor do ligacji 
10 mM Tris pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 

0,5 mM ATP 

 

3.1.2 Ligandy P5 

Tabela 2. Ligandy użyte do kokrystalizacji z P5 

Nazwa  Producent 

NAG-tiazolina BePharm, Shanghai, Chiny 

PUGNac BePharm, Shanghai, Chiny 

(NAG)5 i (NAG)6 BePharm, Shanghai, Chiny 

 

3.1.3 Zestawy roztworów krystalizacyjnych 

Tabela 3. Zestawy warunków wykorzystanych podczas krystalizacji 

Zestawy warunków 

krystalizacyjnych 
Producent 

Index Hampton Research, Kalifornia, USA 

Crystal Screen I Hampton Research, Kalifornia, USA 

Crystal Screen II Hampton Research, Kalifornia, USA 

PEGRx I Hampton Research, Kalifornia, USA 

Low Ionic Strength Hampton Research, Kalifornia, USA 
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Natrix Hampton Research, Kalifornia, USA 

Structure Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

CSG Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

PACT premier Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

MemGold Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

PGA-LM Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

ProPlex Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

Midas Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

Additive Molecular Dimensions, Newmarket,UK 

 

3.1.4 Szczepy bakteryjne i plazmidy  

Tabela 4. Szczepy bakteryjne używane podczas badań 

Nazwa Zastosowanie Producent 

 

DH5α 

(E. coli fhuA2 lac(del)U169 phoA glnV44 

Φ80' lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1 

endA1 thi-1 hsdR ) 

 

 

Klonowanie  

i namnażanie plazmidów 

 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 

 

One Shot TOP10 

(E. coli F- mcrA Δ(mrr-hsd RMS-mcrBC) 

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 

Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG) 

 

Klonowanie  

i namnażanie plazmidów 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 

BL21 (DE3) 

(E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) 

gal λ(DE3)) 

Produkcja białek 

rekombinowanych 

 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 

 

Tabela 5. Plazmidy używane do badań. 

Nazwa Metka fuzyjna Oporność Producent 

pET-Duet-1 N-terminalny His6 Ampicylina 
Merck Millipore, 

Massachusetts, USA 

pETtrx-1a 
N-terminalny His6 - 

TRX 
Kanamycyna Kolekcja EMBL 
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3.1.5 Kolumny i złoża chromatograficzne 

Tabela 6. Kolumny i złoża chromatograficzne używane podczas realizacji badań. 

Nazwa Zastosowanie Producent 

 

HiTrap IMAC (HiTrap, ang, Immobilised 

Metal Affinity Chromatography) 

 

Chromatografia 

powinowactwa 

GE Healthcare, 

Illinois, USA 

SP-sepharose Fast Flow,  

charakterystyka złoża: kationit 

 

Chromatografia 

jonowymienna 

GE Healthcare, 

Illinois, USA 

MonoQ 4,6/100 PE,  

charakterystyka złoża: anionit 

 

Chromatografia 

jonwymienna 

GE Healthcare, 

Illinois, USA 

MonoS 4,6/100 PE,  

charakterystyka złoża: kationit 

 

Chromatografia 

jonowymienna 

GE Healthcare, 

Illinois, USA 

HiLoad 16/600 Superdex 75 pg 

 
Sączenie molekularne 

GE Healthcare, 

Illinois, USA 

HiLoad 16/600 Superdex 200 pg 

 

 

Sączenie molekularne 
GE Healthcare, 

Illinois, USA 

HiLoad 10/300 Superdex 200 pg Sączenie molekularne 
GE Healthcare, 

Illinois, USA 

 

3.1.6 Usługi 

Tabela 7. Usługi niezbędne podczas realizacji badań. 

Nazwa usługi  Wykonawca 

Synteza oligonukleotydów GENOMED, Warszawa, Polska 

Sekwencjonowanie genów GenScript, Nanjing, Chiny 

Synteza genów GenScript, Nanjing, Chiny 
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3.1.7 Programy komputerowe  Inne materiały 

Tabela 8. Programy komputerowe wykorzystane podczas rozwiązywania struktur 

Nazwa Zastosowanie 

XDS [115] integracja danych 

SCALA [118] skalowanie danych 

Phaser [119] rozwiązanie struktury 

Coot [120] budowanie modelu 

Refmac 5.0 [121] udokładnianie struktury 

 

3.1.8 Enzymy 

3.1.8.1. Enzymy restrykcyjne 

Tabela 9. Enzymy restrykcyjne używane do inżynierii genetycznej podczas realizacji 

badań. 

Nazwa Miejsce cięcia Producent 

NcoI 

5' C ↓ C A T G G 3'  

3' G G T A C ↑ C 5' 

 

Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA 

BamHI 
5' G ↓ G A T C C 3'  

3' C C T A G ↑ G 5' 

Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA 

HindIII 
5' A ↓ A G C T T 3'  

3' T T C G A ↑ A 5' 

Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA 

3.1.8.2. Inne enzymy do manipulacji DNA 

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

badań. 

Nazwa 
Typ aktywności / 

zastosowanie 
Producent 

DreamTaq DNA 

polimeraza do namnażania 

krótkich odcinków DNA 

(<1000 pz) 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 

Phusion High-Fidelty 

polimeraza do wiernego 

namnażania  długich 

odcinków DNA 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 

T4 DNA ligase ligaza DNA 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Massachusetts, USA 
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3.1.8.3. Enzymy proteolityczne 

Tabela 11. Enzymy proteolityczne używane podczas realizacji badań 

Nazwa Miejsce cięcia Producent 

Trombina 

(II czynnik krzepnięcia krwi) 

 

LVPR/GS Sigma, St. Louis, MO, USA 

Papaina 

(Proteaza pochodząca 

z mleczka zielonych owoców 

i liści melonowca właściwego) 

aa hydrofobowy, R(K) / aa 

inny niż V 
Sigma, St. Louis, MO, USA 

3C (PreScission) 

(Proteaza pochodząca 

z Ludzkiego Rinowirusa, 

HRV) 

LEVLFQ/GP 

Wyprodukowano 

i oczyszczono według 

protokołu: 

https://www.helmholtz-

muenchen.de/pepf/protocols/ 

purification/index.html 

Stafopaina A 

(Proteaza pochodząca z 

Staphylococcus aureus) 

 

niska specyficzność 

substratowa 

Wyprodukowano 

i oczyszczono 

w laboratorium [115] 

Stafopaina B 

(Proteaza pochodząca z 

Staphylococcus aureus) 

niska specyficzność 

substratowa 

Wyprodukowano 

i oczyszczono 

w laboratorium [116] 

Subtylizyna 

(Proteaza pochodząca 

z Bacillus subtilis) 

Szeroka specyficzność. 

Wykazuje preferencje 

do dużych nienaładowanych 

aminokwasów w pozycji P1 

Sigma, St. Louis, MO, USA 

TEV 

(proteaza wirusa mozaiki 

tytoniu) 

ENLYFQ/G 

Wyprodukowano 

i oczyszczono 

w laboratorium według 

protokołu: 

https://www.helmholtz-

muenchen.de/pepf/protocols/ 

purification/index.html 

Trypsyna 

(proteaza z trzustki wołowej) 
R(K) / aa inny niż P Sigma, St. Louis, MO, USA 

 

V8 

(Proteaza pochodząca z 

Staphylococcus aureus) 

 

E (D) / aa inny niż P Sigma, St. Louis, MO, USA  

aa = aminokwas 

(/ = miejsce cięcia) 

Aminokwasy hydrofobowe = Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Tyr 
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3.1.9 Inne materiały  

Tabela 12. Pozostałe materiały użyte podczas realizacji badań. 

Nazwa  Producent 

Filtry strzykawkowe o wielkości porów 0,22 μm 

lub 0,45 μm 

 

Chemland, Stargard Szczeciński, 

Polska 

Filtry membranowe o wielkości porów 0,22 μm 

lub 0,45 μm 

 

Chemland, Stargard Szczeciński, 

Polska 

Standard masowy w zakresie 10 – 250 kDa, 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 
 

Fermentas, Burlington, 

Kanada 

Standard masowy w zakresie 14,4 – 97 kDa, 

LMW-SDS  
GE Healthcare, Illinois, USA 

Standard masowy 1 kbp 
ThermoScientific, Massachusetts, 

USA 

Pożywka LB, bulion lizogenny (ang. lysogeny 

broth, LB) 
Lab Empire, Rzeszów, Polska 
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3.2 Metody 

3.2.1 P5 i jego warianty 

3.2.1.1 Otrzymywanie białek rekombinowanych  

 Klonowanie  

Gen kodujący białko P5
wt

 (reszty 1-220, Uniprot P07582) został zsyntezowany de novo przez 

Sigma Aldrich. Następnie przy pomocy enzymów restrykcyjnych z użyciem miejsc NcoI / 

BamHI wklonowano go do wektora pETtrx1a. Uzyskany konstrukt, His6 – Trx – P5 stanowił 

matrycę do przygotowania wariantów P5 metodą mutagenezy ukierunkowanej. 

 Produkcja i oczyszczanie białka 

Ekspresja P5 i jego wariantów prowadzona była w Escherichia coli BL21 (DE3). 

Przeprowadzono transformację bakterii E. coli BL21 (DE3) plazmidami zawierającymi geny 

kodujące P5 lub jego warianty, a następnie mieszaninę wysiano na płytki Petriego 

zawierające bulion lizogenny, agar (1,5%) i kanamycynę o stężeniu 50 μg/ml. Płytki 

inkubowano w temperaturze 37°C przez około 16 h. 

Pojedynczą kolonię z płytki agarowej zawieszono w 50 ml LB z dodatkiem kanamycyny (50 

µg/ml). Hodowlę wytrząsano w 37°C przez noc (16 h – 18 h), następnie inokulowano nią 1l 

LB z dodatkiem kanamycyny i wytrząsano w 37°C kontrolując gęstość optyczną. Kiedy 

OD600 osiągnęło 0,6 – 0,8, dodano IPTG do końcowego stężenia 0,5 mM i kontynuowano 

hodowlę. 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 sonikację (amplituda 60%, czas = 15 min, cykl: 30 s impulsu i  

60 s przerwy; Ultrasonic, Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer), a lizat sklarowano 

poprzez szybkie wirowanie (18000 g, 45 min, 4°C) celem pozbycia się z niego frakcji 

nierozpuszczalnej. P5 lub odpowiednio jego warianty poddawano następnie chromatografii 

powinowactwa: klarowny lizat nałożono na kolumnę HiTrap IMAC (ang. HiTrap 

Immobilised Metal Affinity Chromatography) z zimmobilizowanymi jonami niklu. Kolumnę 

płukano buforem lizującym, a białko eluowano buforem lizującym zawierającym 0,5 M 

imidazolu. W przypadku białka P5 typu dzikiego (P5
wt

, wild type) z przeznaczeniem 

do krystalizacji kolejny krok oczyszczania i wymianę buforu uzyskano stosując sączenie 

molekularne z użyciem systemu ÄKTAexplorer (GE Helthcare, Uppsala, Szwecja) na 

kolumnie ze złożem Superdex 75 16/60, zrównoważonym 20 mM buforem HEPES pH 8,0 

zawierającym 250 mM NaCl. Zebrano frakcje z odpowiedniego szczytu zawierającego białko 

i zagęszczono do 22 mg/ml po czym podjęto próby krystalizacyjne.  
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Białka przeznaczone do testów aktywności, lub muteiny przeznaczone do krystalizacji 

z ligandem poddawano odcięciu metki fuzyjnej poprzez inkubację z proteazą TEV 

w stosunku molowym 100:1 podczas dializy do buforu lizującego (ok. 18 h, 4
◦
C). Celem 

pozbycia się proteazy, metki fuzyjnej i niepociętego białka fuzyjnego preparat przepuszczano 

przez HiTrap IMAC zbierając frakcje, które nie związały się do złoża. Następnie, 

po zagęszczeniu, sączono je na kolumnie ze złożem Superdex 75 16/60 zrównoważonej 20 

mM HEPES pH 8,0, 250 mM NaCl. Oczyszczone białka zagęszczano do 22 mg/ml i używano 

do prób krystalizacyjnych lub porcjowano i przechowywano w -20°C.  

Mutanty punktowe oraz skrócone wersje P5 były oczyszczane według tej samej procedury.  

 SDS-PAGE 

Homogenność uzyskanego preparatu monitorowano przy pomocy techniki elektroforezy 

w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących (SDS-PAGE) w systemie Schager 

and von Jagovs [125]. Do tego celu wykorzystano urządzenie MiniProtean (BioRad Polska 

Sp. z o.o., Warszawa). Celem uwidocznienia prążków pochodzących od białek, żele barwiono 

0,1% błękitem 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 ścian komórkowych E. coli K12 do oznaczenia aktywności P5 

i jego wariantów 

E. coli K12 hodowano w 1l LB aż OD600 osiągnęło wartość 1,0. Komórki zebrano przez 

wirowanie (5000 g, 20 min, 4°C) i przepłukano 50 mM TrisHCl pH 8,0, po czym powtórzono 

wirowanie. Następnie bakterie traktowano chloroformem przez 30 minut w temperaturze 

pokojowej mieszając. Po tym czasie ściany komórkowe przemyto dwukrotnie 50 mM 

TrisHCl pH 8,0, wirując za każdym 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 użycia. 

2.2.1.3 Ogólny test aktywności litycznej 

Aktywność lityczną P5
wt

 i wszystkich mutein wobec peptydoglikanu oceniano stosując ściany 

komórkowe E. coli K12 jako substrat. Ściany zawieszono w 50 mM TrisHCl pH 8,0 tak by 

OD450nm wynosiło 0,9. Testy seryjnego rozcieńczenia P5
wt

 wyłoniły odpowiednie stężenie 

enzymu do dalszych testów aktywności (Rysunek 5). Do dołków z substratem dodawano 

preparat wariantów P5 tak by końcowe stężenie enzymu wynosiło 3 μM, a objętość reakcyjna 
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100 μl. Reakcję przeprowadzono w 25°C, a jej postęp monitorowano jako spadek OD450nm. 

Względne aktywności badanych wariantów znormalizowano do aktywności P5
wt 

(3μM). 

 

 

Rysunek 5. Aktywność P5
wt 

wobec ścian komórkowych. Analiza seryjnych rozcieńczeń 

pozwala na wybór liniowego zakresu testu. Kontrola – roztwór substratu w buforze 

reakcyjnym. 

 

 3.2.1.4 Przygotowanie ścian komórkowych Pseudomonas aeruginosa  

Szczep Pseudomonas aeruginosa PAO1 hodowano w LB przez noc (~18h) w 37°C. Komórki 

zebrano przez odwirowanie (10 minut, 4000 g, 4°C) i osad zawieszono w 50 ml wody Milli-

Q. Zawiesinę bakterii następnie dodano małymi porcjami do 50ml wrzącego 20% SDS 

i gotowano przez godzinę z mieszaniem. Następnie mieszaninę odwirowano (50 minut, 18000 

g, 44°C) otrzymując osad zawierający ściany komórkowe. Aby usunąć resztki SDS osad 

przemywano 3 razy przez kolejne zawieszenie w 50 ml wody Milli-Q i wirowanie. 

Po ostatecznym przemyciu osad rozpuszczono w 10 ml 10 mM TrisHCl pH 7,6, 2,5 mM 

MgCl2, 0.5 mM CaCl2. Pozostałości kwasu nukleinowego usunięto przez trawienie 10 

jednostkami RNazy A i 10 jednostkami DNazy i przez 1 godzinę w 37°C. Kolejno dodano 1 

ml 10x trypsyny w celu usunięcia pozostałości białek i kontynuowano inkubację przez 

kolejną godzinę. 
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3.2.1.5 Identyfikacja miejsc cięcia w ścianie bakteryjnej 

Zawiesinę ściany bakteryjnej inkubowano z 2,5 μM P5 w 20 mM HEPES pH 7.0, 

zawierającym 200 mM NaCl i 0,1% Triton X-100. Reakcje prowadzono w 37
o
C delikatnie 

mieszając i zatrzymano po 2 godzinach poprzez 2 minuty gotowania, po czym próbki 

odwirowano (20 min, 17 000 g). Supernatant liofilizowano i ponownie zawieszono w 50μl 

wody. Do analizy HPLC/MS próbki rozdzielono na kolumnie Acclaim ™ PolarAdvantage II 

(Dionex) w układzie składającym się z 0,1% kwas mrówkowy rozcieńczonego w wodzie lub 

w acetonitrylu i analizowano przy użyciu spektrometru masowego MicroTOF-Q II 

wyposażonego w źródło elektrorozpylania (Bruker). Struktury chemiczne związków zostały 

rozwiązane metodą dysocjacji indukowanej kolizyjnie (ang. CID, collision induced 

dissociation) w eksperymencie MS/MS. Analiza danych MS wraz ze wzorami fragmentacji 

CID odpowiednich jonów pozwoliła na potwierdzenie chemicznych struktur produktów 

reakcji. Analizy zostały przeprowadzone przez współpracowników z Uniwersytetu Notre 

Dame, Indiana, USA. 

3.2.1.6 Oznaczanie aktywności P5 na syntetycznych substratach 

Syntetyczne substraty - odpowiadające fragmentom bakteryjnej ściany komórkowej (5 mM) 

inkubowano z  P5 (2,5 μM) w 20 mM HEPES pH 8,0, zawierającym 20 mM NaCl i 0,1% 

Triton X-100 w 37
o
C przez 2 lub 18 godzin. Produkty reakcji analizowano za pomocą LC-

MS. Analizy zostały przeprowadzone przez współpracowników z Uniwersytetu Notre Dame, 

Indiana, USA. 

3.2.1.7 Krystalizacja 

 P5
wt

 

Oczyszczone białko fuzyjne His6-Trx-P5
wt

 zostało zagęszczone do 22 mg/ml i poddane 

krystalizacyjnemu badaniu przesiewowemu w 291K metodą dyfuzji przez fazę gazową w 

układzie kropli siedzącej. Kryształy pojawiły się w ciągu 10 dni w wielu warunkach 

krystalizacyjnych zestawu Index screen i zostały poddane witryfikacji do czasu pomiarów 

danych dyfrakcyjnych. Struktury krystalograficzne zostały rozwiązane z danych 

pochodzących z kryształów, które pojawiły się w kilku warunkach, jednak w bazie PDB 

umieszczono jedynie strukturę pochodzącą z warunku: 0,2 M siarczanu amonu, 0,1 M 

TrisHCl, pH 8,5, 25% PEG 3,350. 
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 P5 (E95A) z ligandami 

Oczyszczone P5 (E95A) zagęszczono do 22 mg/ml, dodano dwukrotny nadmiar molowy 

(NAG)5, (NAG)6, NagThiaz (N-acetylo-glukozoaminotiazolina) lub PUGNAc (Rysunek 6) 

i poddano badaniu przesiewowemu. W  przypadku (NAG)5 i (NAG)6 kryształy pojawiały się 

po około trzech tygodniach w wielu warunkach. Rozwiązano wiele struktur, z których 

większość nie zawierała ligandu. Najlepiej rozpraszające kryształy zawierające ligandy 

zastosowano do dalszej analizy. Struktura zawierająca (NAG)5 została rozwiązana z kryształu 

uzyskanego w 0,3 M malonianu sodu, 0,1 M kakodylanu sodu, 8% w/v PGA-LM, pH 6,5, 

podczas gdy kryształ zawierający (NAG)6 z 0,3 M malonianu sodu, 0,1 M octan sodu, 8% 

w/v PGA-LM, pH 5,0. Nie uzyskano kryształów z NagThiaz ani z PugNac. 

 

 

Rysunek 6. Ligandy wykorzystywane do ko-krystalizacji z P5. (A) Nag-tiazolina, (B) 

PUGNac, (C) (Nag)6. Żródło: PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

3.2.1.8 Rozwiązanie struktur krystalicznych 

Dane z dyfrakcji zebrano w Deutsches Elektronen-Synchrotron (DESY) w Hamburgu 

(Niemcy). Wszystkie dane zebrano w 100 K i zintegrowano przy użyciu pakietu XDS [117] 

z graficznym interfejsem użytkownika XDSAPP 2.0 [118]. Kolejne kroki obliczeniowe 

przeprowadzono za pomocą pakietu krystalograficznego CCP4 [119]. Dane skalowano za 

pomocą SCALA [120]. Struktura krystaliczna została określona przez podstawienie 

molekularne (MR, ang. molecular replacement) za pomocą oprogramowania Phaser [121] ze 

strukturą o kodzie PDB 4dq5 jako modelem. Modele białek zostały ręcznie zbudowane w 

mapach gęstości elektronowej przy użyciu Coot [122]. Udokładnianie struktur 

przeprowadzano przy użyciu Refmac 5.0 [123]. Ligandy zostały wprowadzone na późnych 
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etapach udokładniania struktury. Podczas udokładniania 5% danych zostało wykorzystanych 

do analizy krzyżowej, a zachowanie parametru Rfree służyło do monitorowania strategii 

udokładniania. Ostateczne modele zostały zdeponowane w PDB pod kodami dostępu 6l6D, 

6l6A, 6l6Q odpowiednio dla P5
wt

, P5
E95A

(NAG)5 i P5
E95A

(NAG)6. Obecny status modeli 

zachowuje ich niejawny charakter do czasu publikacji przygotowywanego obecnie 

manuskryptu. Statystyki danych i udokładniania struktur podsumowano w tabeli 11. 

 

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

3.2.2.1 Otrzymywanie białek rekombinowanych  

 Klonowanie  

Konstrukt kodujący białko N pełnej długości otrzymano od współpracującej grupy profesora 

Krzysztofa Pyrcia (MCB UJ). Pozostałe konstrukty zaprojektowano w oparciu o porównania 

sekwencji i dostępną literaturę, dla NTD (reszty 10-140) i CTD (reszty 221-340) białka N 

HCoV NL63 (Uniprot Q6Q1R8). Fragmenty kodujące amplifikowano przez PCR z 

konstruktu zawierającego białko N i klonowano do wektora pETDuet-1 przy użyciu miejsc 

restrykcyjnych BamHI / Hindlll, otrzymując konstrukty w fuzji z metką histydynową (6xHis). 

Warianty NTD zostały utworzone techniką mutagenezy ukierunkowanej. 

 Produkcja i oczyszczanie białka 

Białko N pełnej długości oczyszczano jak opisano poprzednio [124]. 

Przeprowadzono transformację bakterii E. coli BL21 (DE3) odpowiednio plazmidami 

z sekwencjami kodującymi NTD i jego warianty oraz CTD, następnie bakterie wysiewano na 

szalki Petriego z agarem i ampicyliną (Sigma, St. Louis, MO, USA) o stężeniu 100 μg/ml. 

Płytki inkubowano w temperaturze 37°C przez około 16 h. Prehodowle zakładano 

zawieszając 1 kolonię transformowaną odpowiednim konstruktem w 50 ml LB 

suplementowanego ampicyliną i wytrząsano przez 14-16 h w 37°C. Taka hodowla służyła 

do zainokulowania 1l hodowli LB (w stosunku 1:20 v/v). Bakterie hodowano w LB 

z dodatkiem ampicyliny w 37°C na wytrząsarce, co zapewniało dokładne napowietrzenie 

hodowli. Gdy OD600nm osiągnęło wartość = 0,6 temperaturę obniżono do 18°C, produkcję 

białka indukowano dodając IPTG do końcowego stężenia 0,5 mM i hodowlę kontynuowano 

przez noc (14-16 h). 

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

Osad bakterii przepłukiwano 2 razy w  PBS i ponownie wirowano. Tak przepłukany osad był 
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albo zamrażany, albo niezwłocznie oczyszczano z niego białko. Aby oczyścić białko pelet 

zawieszono w 30 ml buforu do lizy (20 mM TrisHCl pH 8,0, zawierającym 0,25 M NaCl, 20 

mM imidazol i 20% glicerol). Lizę komórek przeprowadzono na lodzie przy pomocy 

ultradźwięków (amplituda 60%, czas = 15 min, cykl: 30 s impulsu i 60 s przerwy; Ultrasonic, 

Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer). Następnie lizat wirowano (18000 g, 45 min, 4°C) 

celem rozdzielenia frakcji rozpuszczalnej od nierozpuszczalnej. Otrzymany supernatant 

zawierający białka rozpuszczalne filtrowano filtrem strzykawkowym z membraną o porach 

0,45 μm. Białko będące przedmiotem zainteresowania oczyszczano stosując chromatografię 

powinowactwa na immobilizowanych jonach metalu (IMAC Sepharose, GE Healthcare). 

Złoże równoważono buforem lizującym. Gdy białko znalazło się na kolumnie, niezwiązane 

zanieczyszczenia odpłukiwano buforem lizującym (100 ml, 20 CV). Białko z kolumny 

eluowano buforem lizującym zawierającym 0,5 M imidazolu.  

Następnym krokiem oczyszczania białka było sączenie molekularne z użyciem Superdex 75 

16/60 (GE Healthcare), podczas którego bufor wymieniono na 5 mM TrisHCl pH 8,0 

zawierający 20 mM NaCl. Rozdział przeprowadzono metodą FPLC z wykorzystaniem 

systemu ÄKTAexplorer (GE Helthcare, Uppsala, Szwecja). Białko zebrano z frakcji 

odpowiadających właściwym szczytom na chromatogramie. Całkowite stężenie białka 

mierzono przy długości fali 280nm używając spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific). Identyczne protokoły produkcji i oczyszczania zastosowano w  przypadku mutein 

NTD  oraz CTD. 

 SDS-PAGE 

Homogenność uzyskanego preparatu monitorowano podobnie jak w przypadku P5 

monitorowano przy pomocy SDS-PAGE. 

3.2.2. 2. Krystalizacja  

 Krystalizacja NTD  

Oczyszczone białko zagęszczono do 105 mg/ml. Przeszukiwanie warunków krystalizacyjnych 

przeprowadzono w temperaturze 22°C, stosując metodę dyfuzji przez fazę gazową w układzie 

siedzącej kropli przy pomocy robota krystalizacyjnego Phoenix. Uzyskane kryształy NTD 

poddano krioprotekcji w 25% (v/v) glicerolu i witryfikowano w ciekłym azocie. Najlepiej 

rozpraszające kryształy NTD, które posłużyły do rozwiązania struktury otrzymano w 

warunku krystalizacyjnym zawierającym 0,1 M Tris pH 8,5 i 2 M siarczanu amonu. 
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 Krystalizacja CTD 

Oczyszczone białko zagęszczono do 50 mg/ml. Warunki krystalizacyjne były przeszukiwane 

jak w przypadku NTD. Do krystalizacji CTD do preparatu dodano proteazę V8 

(endoproteinaza Glu-C) w stosunku molowym 1000: 1 bezpośrednio przed przeszukiwaniem 

warunków krystalizacyjnych (ograniczona proteoliza in situ). W przypadku kryształów CTD 

nie stosowano dodatkowej krioprotekcji. Kryształy o najlepszej dyfrakcji promieni Roentgena 

otrzymano z 0,1 M PCTP pH 8,0 zawierającego 25% PEG 1500. 

 Ograniczona proteoliza celem krystalizacji CTD 

Podczas krystalizacji CTD napotkano na trudności. Zaimplementowano metodę ograniczonej 

proteolizy. Proteazy, V8, subtylizynę, trypsynę, papainę i chymotrypsynę, przygotowano w 

stężeniu 1mg/ml, a następnie rozcieńczono 100 razy buforem 5 mM TrisHCl pH 8,0 

z dodatkiem 20 mM NaCl. Do sześciu probówek znajdujących się na lodzie rozporcjowano 

po 10ul białka o stężeniu 20mg/ml znajdującego się w tym samym buforze, w którym 

rozcieńczono proteazy. Do każdej probówki dodano 10 μl testowanego roztworu proteazy, 

a do kontroli odpowiednią ilość buforu. Inkubację prowadzono przez godzinę w temperaturze 

pokojowej. Reakcję zatrzymano przez dodanie buforu obciążającego i zagotowanie. Analizę 

przeprowadzano przy pomocy SDS-PAGE. 

3.2.2.3 Rozwiązywanie struktur krystalicznych 

Dane dyfrakcyjne zebrano w 100 K na synchrotronie SLS (Villigen, Szwajcaria) przy użyciu 

wiązki X10SA (dla NTD) i synchrotronie DESY (Hamburg, Niemcy) na linii P11 (dla CTD). 

Dane zostały zindeksowane i zintegrowane za pomocą oprogramowania XDS [117]. Dalsze 

czynności obliczeniowe przeprowadzono przy użyciu programów zawartych w pakiecie 

oprogramowania CCP4 [119]. Dane skalowano za pomocą SCALA [120]. Struktury 

rozwiązano przy pomocy podstawienia molekularnego przeprowadzonego przy pomocy 

oprogramowania Phaser [121] ze strukturą NTD wirusa zakaźnego zapalenia oskrzeli (PDB: 

2BXX) i strukturą CTD wirusa SARS (kod PDB 2CJR), jako modelami. Struktury zostały 

udokładnione w wielu rundach ręcznego budowania modeli i automatycznego udokładnienia, 

które były wykonywane przy użyciu odpowiednio oprogramowania Coot [122] i Refmac 5.0 

[123]. W trakcie udokładnienia 5% refleksów zostało wykorzystanych do analizy krzyżowej  

[126]. Współczynnika Rfree użyto do monitorowania strategii udokładniania. Ostateczne 

modele zostały zdeponowane w PDB pod numerami dostępu 5EPX i 5EPW, odpowiednio dla 

NTD i CTD. Struktury poddano analizie, przy użyciu Coot, DSSP [127] i Pymol 
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(www.pymol.org). Zebrane dane i statystyki udokładnienia danych podsumowano w tabeli 

14.    

3.2.2.4 Modelowanie molekularne oddziaływań NTD-RNA 

Modelowanie molekularne zostało wykonane przez dra Krzysztofa Kusia, obecnie Oxford 

University. Oprogramowanie Rosetta [128] zostało użyte do uzyskania biblioteki 8250 

struktur RNA o losowo wybranej sekwencji. Zminimalizowano energię struktur. Zastosowano 

niestandardowy skrypt Pythona do nałożenia grup fosforanowych i / lub hydroksylowych 

w obrębie reszt rybozy RNA w bibliotece i pozycji jonów siarczanowych obecnych 

w strukturze krystalicznej. Kompleksy białko-RNA charakteryzujące się najlepszym 

dopasowaniem (RMSD) zostały zminimalizowane za pomocą GROMACS [129] 

z odpowiednim polem siłowym [130]. Modele oceniano na podstawie parametru energii 

 potencjalnej i pod kątem kolizji sterycznych i problemów w geometrii za pomocą PHENIX 

[131]. Najlepszy model z zadowalającą geometrią i taki, w którym RNA może być dalej 

rozszerzony na obu końcach został wybrany jako najlepiej reprezentujący oddziaływanie 

NTD-RNA. 

3.2.3 Testy powinowactwa do kwasu nukleinowego 

Powinowactwo kwasu nukleinowego do NTD i mutein zostało przetestowane przy pomocy 

polaryzacji fluorescencji (FP) i termoforezy mikroskalowej (MST). Ligandy dla obu metod 

były syntezowane i znakowane fluorescencyjnie karboksyfluoresceiną: (FAM) -5'-

UCAACUAAAC (RNA), (FAM) -6'-TCAACTAAAC (DNA) (Genonmed.SA). Wszystkie 

doświadczenia przeprowadzono w 50 mM buforze fosforanowym, pH 6,0 w temperaturze 

pokojowej.  

3.2.5.1 Test polaryzacji fluorescencji (FP) 

5 mM (FAM)-TCAACTAAAC miareczkowano rosnącymi stężeniami badanego białka 

i rejestrowano zmiany w FP. Powinowactwo (Kd) określono metodą regresji nieliniowej.  

Test przeprowadzono w dwóch powtórzeniach na 96-studzienkowych mikropłytkach 

(Corning NBS 3991) w końcowej objętości 100 μl. Pierwsza kolumna mikropłytki została 

wypełniona roztworem białka o stężeniu 100 μM, którego wykonano dwukrotne seryjne 

rozcieńczenia, ostatnia studzienka (12) zawierała tylko bufor FP. 5 μl ligandu (DNA lub 

RNA) o stężeniu 100 nM dodano do każdej kolumny (1-12) tak, aby końcowe stężenie 

wyniosło 5 nM. Pomiary FP wykonano za pomocą czytnika mikropłytek Tecan. Opcja Gain 
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została ustawiona ręcznie na 115. Kd została określona przez dopasowanie krzywej do danych 

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

3.2.5.2 Termoforeza mikroskalowa, MST 

Powinowactwo NDT do kwasów nukleinowych określono także metodą MST. Test 

przeprowadzono w dwóch powtórzeniach. Próbkę kwasu nukleinowego, którego stężenie 

było stałe (100 nM) miareczkowano rosnącymi stężeniami badanego białka w końcowej 

objętości reakcji 20 μl. Początkowe stężenie NTD i jego wariantów wynosiły 400 μM dla 

każdego pomiaru, a następnie były dwukrotne seryjnie rozcieńczone do 16 próbek. 

Mieszaniny reakcyjne inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym 

nałożono je do kapilar (NanoTemper Technologies GmbH, München, Niemcy). Pomiary 

przeprowadzono przy użyciu Monolith NT.115 z Nanotemper Technologies. Testy 

przeprowadzono w temperaturze pokojowej (22-24°C), stosując 40% mocy wzbudzenia 

i 20% mocy MST. Aby ustalić powinowactwo, dopasowano dane za pomocą algorytmów 

zaimplementowanych w oprogramowaniu dostarczonym przez producenta urządzenia 

(NanoTemper Technologies GmbH, Niemcy). 
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4. Wyniki 

4.1 Białko P5 

4.1.1 P5 posiada aktywność transglikozylazy 

Rekombinowane P5
wt

 i  muteinę przypuszczalnej reszty katalitycznej (E95A) 

zidentyfikowanej na podstawie homologii P5 do lizozymu testowano pod kątem aktywności 

peptydazy i transglikozylazy z użyciem naturalnych i syntetycznych substratów. Ściana 

komórkowa P. aeruginosa została dodana do roztworu białka P5
wt

, jak i jego muteiny E95A, 

a produkty reakcji analizowano metodą LC / MS (Rysunek 7). Obie reakcje dały produkty 

typowe dla transglikozylaz [60], muteina była około 20 razy mniej aktywna w porównaniu 

do typu dzikiego. Zaobserwowano produkty aktywności egzolitycznej (TriA1, TetraA1, 

Tetra2A2 i Tetra3A3). Jednocześnie w znaczącej ilości stwierdzono także produkty reakcji 

endolitycznej (Tri2A1, TriTetraA1, Tetra2A1 i Tetra3A1) (Rysunek 7). Nie zidentyfikowano 

produktów aktywności peptydazy. 

W celu dalszego scharakteryzowania aktywności litycznej P5 przetestowano szereg 

syntetycznych substratów zaprojektowanych do monitorowania aktywności transglikozylazy, 

endopetydazy i amidazy. Substrat transglkozylazy składający się z dwóch powtórzeń NAG-

NAM i dwóch peptydów (DHL-100) był trawiony przez P5
wt

 w miejscu wiązania β-1,4-

glikozydowego, co jest wyraźnym wskaźnikiem aktywności transglikolitycznej. Drugi 

substrat, który różnił się od DHL-100 brakiem peptydów (DHL-166) nie był trawiony przez 

P5
wt

 mimo, że reakcję prowadzono w identycznych warunkach dla obu substratów. Wynik 

taki sugeruje, że P5
wt

 wymaga peptydów ściany komórkowej do rozpoznawania substratu. 
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Rysunek 7. Analiza produktów trawienia ściany komórkowej. (A) Chromatogram z 

analizy LC/MS ukazujący produkty trawienia ściany komórkowej przez P5
wt

. (B) Wzory 

chemiczne najczęściej występujących produktów reakcji. 

 

Muteina E95A była nieaktywna zarówno wobec DHL-100, jak i DHL-166 w testowanych 

warunkach. 

Badano również wiele substratów zaprojektowanych do monitorowania aktywności 

peptydazowej i amidazowej, lecz żaden z nich nie był rozkładany w warunkach w których 

obserwowano aktywność transglikozylazy przy użyciu ściany komórkowej i DHL-100. 

Jedynie przy zwiększonym stężeniu enzymu i przedłużonym czasie inkubacji wykryto 

aktywności D,D-karboksypeptydazy i D,D-endoeptydazy, lecz wyłącznie przy użyciu 

syntetycznych substratów, odpowiednio DHL-89 i DHC-4. Aktywność transglikozylazy była 

jednakże znacznie wyższa niż aktywność proteolityczna pod względem liczby procesowanych 

cząsteczek substratu w jednostce czasu. Fakt ten dobrze ilustruje analiza reakcji z DHL-100. 

Nie zaobserwowano produktów proteolizy nawet gdy około 2/3 substratu DHL-100 zostało 

już przekształconych w produkty reakcji DHL-89 (czyli substrat dla D,D-karboksypeptydaz), 
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co oznacza niską skuteczność proteolizy w porównaniu do transglikozylacji. Niska wydajność 

proteolizy była również widoczna, gdy analizowano produkty trawienia ściany komórkowej 

i żaden z głównych zidentyfikowanych produktów nie był wynikiem proteolizy. Sugeruję, że 

obserwowana słaba aktywność proteolityczna pochodzi ze śladowych zanieczyszczeń próbki, 

a nie od P5
wt

. Świadczą o tym następujące przesłanki: (i) wydajność proteolizy nie jest 

zależna od substytucji E95A podczas gdy aktywność transglikozylazy maleje ponad 

dwudziestokrotne w muteinie w porównaniu do typu dzikiego. Ponadto, (ii) wprowadzenie 

dodatkowego etapu oczyszczania P5 zmniejsza (chociaż nie całkowicie eliminuje) aktywność 

proteolityczną bez wpływu na aktywność transglikozylazy. 

Analizę aktywności białka P5 i jego wariantu przeprowadzono w laboratorium prof. Shahriar 

Mobashery Uniwersytet Notre Dame, Notre Dame, IN, USA. Moją rolą w eksperymentach 

było przygotowanie aktywnego białka i jego muteiny opracowanymi wcześniej przeze mnie 

metodami, opracowane nowej metody oczyszczania białka eliminującej znaczącą część 

śladowych zanieczyszczeń proteazą / proteazami.  

 

 

Rysunek 8. Syntetyczne substraty użyte do analizy rodzaju aktywności P5. (A) DHL-100, 

substrat dla LT, trawiony przez P5. (B) DHL-155, analog ściany komórkowej pozbawiony 

peptydów, nie trawiony przez P5. (C i D) DHC-4 i DHL-89 związki 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 aktywności 

transglikolitycznej P5 podjęto próbę określenia struktury białka pełnej długości zarówno  

w obecności, jak i bez ligandu. Krystalograficzne badania przesiewowe przeprowadzono 

z użyciem konstruktu fuzyjnego zawierającego metkę His6 oraz białko Trx połączone  

z białkiem P5 pełnej długości. Zidentyfikowano liczne warunki krystalizacji i rozwiązano 

szereg struktur celem określenia wpływu warunków krystalizacji i grupy przestrzennej na 

szczegóły strukturalne białka. Wszystkie struktury były bardzo podobne do siebie. Dlatego do 

dalszego opisu wybrano  przykładową strukturę skrystalizowaną w grupie przestrzennej I422 

i rozwiązaną w rozdzielczości 1,66 Å. Jednostka asymetryczna zawiera pojedynczą 

cząsteczkę P5. Struktura jest dobrej jakości i charakteryzuje ją wskaźniki Rfactor i Rfree 

wynoszące odpowiednio 20,42 i 24,42%, a także zadowalające parametry stereochemiczne 

(Tabela 13). Dobrze widoczna gęstość elektronowa opisuje reszty Q51-R193, które obejmują 

rdzeń katalityczny. Ani białko fuzyjne Trx ani N- i C-końcowe niekanoniczne „wydłużenia” 

struktury nie są zdefiniowane przez mapy gęstości elektronowej. Analogicznie było  

w przypadku wszystkich innych struktur uzyskanych z kryształów otrzymywanych w różnych 

warunkach i należących do różnych grup przestrzennych. Celem weryfikacji czy brak gęstości 

elektronowej dla wybranych fragmentów białka był wynikiem ograniczonej proteolizy 

konstruktu czy też nieustrukturalnienia tych regionów wykorzystano SDS-PAGE 

rozpuszczonych kryształów. Analiza wykazała zmniejszoną masę cząsteczkową białka 

zawartego w kryształach w porównaniu do białka stosowanego do badań przesiewowych 

(Rysunek 9), co sugeruje, że przedłużenia poza katalitycznym rdzeniem zostały usunięte 

podczas krystalizacji, zapewne przez śladowe zanieczyszczenia proteazami obecnymi 

w próbce. Określony gęstością elektronową rdzeń białka składa się głównie z α-helis i ma 

kształt litery "T". Jest zbudowany wokół długiej helisy α5 (142-163), na której znajduje się 

„daszek” złożony z α1, α2, β1, β2, α3 i α4. Podstawa składa się z α6 i α7 (Rysunek 9). 

Przybliżone wymiary pojedynczego monomeru wynoszą 54 x 26 x 30 Å. Algorytmy 

zaimplementowane w serwerze analizującym podobieństwa struktury DALI wskazują, że 

struktura P5 najbardziej przypomina strukturę litycznej transglikozylazy Gp144 

z bakteriofaga фKZ (PDB 3BKH). 

 



48 
 

 

Rysunek 9. Krystalizacja i struktura krystaliczna P5. (A) Analiza SDS-PAGE uzyskanych 

kryształów P5, białka dzikiego i wybranych mutein. 1.delecja 1-46, 2. delecja 192-220, 3. 

konstrukt 46-191, 4. LMW, 5. P5 cięte proteazą V8, 6. kryształ, 7. P5, 8. E95A, 9. His-trx-P5. 

(B) zdjęcia przykładowych kryształów białka 1- P5
wt

, 2- P5
E95A

 z ligandem (NAG)6 (C) 

Struktura P5
E95A

  kompleksie z (NAG)6 w pozycji przypominającej literę T (D) Zbliżenie na 

miejsce oddziaływania z ligandem. Aminokwasy których wpływ na aktywność katalityczną 

P5 analizowano w niniejszej pracy poprzez mutagenezę oznaczono modelem pałeczkowym. 

Na różowo zaznaczono C-końcową helisę ze struktury 4dqj (nieobecną w strukturach 

rozwiązanych w tej pracy). Szarymi sferami zaznaczono aminokwasy po których 

dokonywano skrócenia fragmentów helisy celem analizy ich wpływu na aktywność białka.  

 

Ponieważ białko o pełnej długości wykorzystane do krystalizacji uległo ograniczonej 

proteolizie podczas krystalizacji, uzyskane struktury nie pozwoliły na zdefiniowanie 

organizacji N- lub C- końców rdzenia katalitycznego. Pomimo tego, wraz z przedstawionymi 

poniżej danymi funkcjonalnymi i wcześniej opublikowaną strukturą apo formy P5 

zawierającej cały C- koniec, niniejsza praca dostarcza interesującego wglądu w rolę 

subdomen N- i C- końcowych w aktywności P5 (patrz rozdział „Dyskusja”). 
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Tabela 13. Statystyki danych i udokładnienia 

Białko P5
wt 

 P5
E95A

+(Nag)5 5
E95A

+(Nag)6 

PDB ID 6I6D 6I6A 6I6Q 

Statystyki danych pomiarowych 
Grupa przestrzenna I 4 2 2 P 21 21 21 P 21 21 21 

Wymiary komórki 

elementarnej 

   

  a, b, c (Å) 103.33 103.33 74.73 61.38 63.06 69.42 61.16 63.06 69.45 

 () 90 90 90 90 90 90 90 90 90 

Rozdzielczość (Å) 1.95 1.55 1.43 

Rmerge 0.073 (0.745) 0.070 (0.700) 0.326 (0.869) 

CC 1/2 1.000 (0.791) 0.995 (0.527) 0.934 (0.648) 

I / δ(I) 34.3 (2.4) 15.3 (3.0) 3.6 (1.6) 

kompletność (%) 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 udokładnienia 
Rozdzielczość (Å) 1.95 1.55 1.43 

Liczba refleksów 14319 36071 47294 

Rwork / Rfree 0.204/0.244 0.180/0.210 0.192/0.222 

Liczba atomów:    

  Białka 1140 2304 2453 

  Ligandu - 72 72 

  Cząsteczek wody 57 165 216 

Średni współczynnik 

temperaturowy 
47.82 24.76 19.16 

  Białka 47.80 23.63 17.85 

  Ligandu - 34.77 25.17 

  Cząsteczek wody 48.26 34.57 29.66 

R.m.s.d.    

 Dlugości wiązań (Å) 0.023/0.019 0.023/0.0182 0.019/0.014 

 Kątów między 

wiązaniami () 
2.033/1.826 2.235/1.882 2.032/1.808 

Ramachandran 

wartości pożądane 

(%) 

94.12 98.88 98.50 

Ramachandran 

wartości dozwolone 

(%) 

5.15 1.12 1.12 

* Wartości w nawiasach dotyczą powłoki o najwyższej rozdzielczości (ang. highest-resolution shell). 

 

4.1.3 Charakterystyka miejsca aktywnego białka P5 

Analiza porównawcza znanych struktur litycznych transglikozylaz i  struktury P5 wskazała na 

resztę E95 jako przypuszczalne miejsce katalityczne. Aby przetestować to założenie, 

przygotowano muteinę alaninową tej reszty i porównano jej aktywność lityczną 

z aktywnością P5
wt

. W teście degradacji izolowanej ściany komórkowej P5
E95A

 posiadała 
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mniej niż jeden procent aktywności białka dzikiego typu (około 1/20 aktywności w teście na 

substratach syntetycznych), i jej aktywność była prawie nieodróżnialna od tła, demonstrując 

znaczenie E95 w katalizie. Następnie przetestowano plastyczność miejsca aktywnego przez 

zamianę katalitycznego kwasu glutaminowego na resztę o podobnych właściwościach 

fizykochemicznych, ale o łańcuchu krótszym o jeden atom węgla - kwas asparaginowy. 

Aktywność muteiny E95D była znacząco obniżona w porównaniu z typem dzikim, i była 

porównywalna do aktywności E95A, co wskazuje, że w badanej pozycji konieczna jest nie 

tylko kwasowa reszta, ale także, że mechanizm katalizy wymaga precyzyjnych interakcji 

enzym-substrat. Przetestowano także wpływ zmiany właściwości fizykochemicznych reszty 

katalitycznej przez przetestowanie E95Q. Aktywność tej muteiny była nieodróżnialna od tła, 

prawdopodobnie dlatego, że zmutowany enzym nie mógł pomieścić substratu w miejscu 

aktywnym z powodu odpychania elektrostatycznego (Rysunek 10). 

 

 

Rysunek 10. Porównanie aktywności P5 i jego wariantów w teście lizy ściany 

komórkowej. Jako próbki porównawczej użyto lizozymu jaja kurzego (HEWL). 

4.1.4 Struktura krystaliczna kompleksu P5 z węglowodanem 

W opublikowanej wcześniej strukturze krystalicznej P5 w kompleksie z węglowodanem, 

(NAG)4 (PDB 4dqj) ligand nie przechodzi przez całe miejsce wiązania wypełniając jedynie 

kieszenie A, B, C i D ale nie E i F (nomenklatura miejsc wiązania na podstawie lizozymu, 

[132]). Aby uzyskać więcej informacji na temat organizacji miejsca aktywnego, podjęto 

próby ko-krystalizacji P5
E95A

 z analogami substratu (NAG)5 i (NAG)6, oraz z potencjalnymi 

inhibitorami NAG- tiazoliną i PUGNac. Dwa pierwsze ligandy powinny w założeniu 

pozwolić na uzyskanie struktury, w której ligand obejmuje całe miejsce aktywne. Dwa 

kolejne powinny dać wgląd w mechanizm katalizy. Uzyskano szereg kryształów w 
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różnorodnych warunkach. Przeprowadzono także nasączanie kryształów P5
E95A

. Większość 

kryształów była stosunkowo dobrej jakości co pozwoliło na zebranie danych i rozwiązanie 

struktur. Z kilkudziesięciu analizowanych kryształów gęstość elektronowa była widoczna 

jedynie dla (NAG)5 i (NAG)6, a w żadnym przypadku dla NagThiaz i PugNac. Wstępnie 

udokładniono szereg struktur zawierających (NAG)5 i (NAG)6 pochodzących z różnych 

warunków krystalizacyjnych i skrystalizowanych w różnych grupach przestrzennych, jednak 

wszystkie te struktury były bardzo podobne pod względem liczby merów ligandu 

zdefiniowanych przez gęstość elektronową. Przykładowe struktury zostały rozwiązane 

i udokładnione przy rozdzielczości 1,6 Å i 2,0 Å w grupie przestrzennej P212121 

i charakteryzowały je parametry Rfactor/Rfree wynoszące odpowiednio 18/21% i 19/22% dla 

(NAG)5 i (NAG)6. Każda jednostka asymetryczna zawierała dwie cząsteczki P5
E95A

. 

Co ciekawe, gęstość elektronowa definiuje jedynie 2 do 4 reszt węglowodanu w miejscu 

aktywnym i żaden węglowodan nie obejmuje całości miejsca katalitycznego (kieszeni E i F). 

Tym samym wszystkie rozwiązane struktury stanowią raczej przykład kompleksu enzym-

produkt niż enzym-substrat. Jest to o tyle niespodziewane iż do krystalizacji wykorzystywano 

praktycznie nieaktywną katalitycznie muteinę E95A. Nałożenie uzyskanych w tej pracy oraz 

opublikowanych poprzednio struktur krystalicznych kompleksów P5 z cząsteczkami NAG 

wskazuje na stosunkowo elastyczny sposób wiązania ligandu. Możliwe jest jednak 

zdefiniowanie czterech wyraźnych kieszeni w rowku wiążącym (Rysunek 9 i 11). Cukier 

znajdujący się w bezpośrednim sąsiedztwie rozcinanego wiązania (zlokalizowany w kieszeni 

D) jest stabilizowany przez oddziaływania wodorowe pomiędzy atomem tlenu O6 grupy 

hydroksylowej i grupami karbonylowymi Gly115 i Gln116, które znajdują się na dnie 

kieszeni wiążącej. Cukier znajdujący się w kieszeni C eksponuje ugrupowanie N-acetylowe 

do dna kieszeni wiążącej, gdzie jest ono stabilizowane przez oddziaływania wodorowe 

z grupą aminową Asn118 i grupą karbonylową His178 łańcucha głównego. Kolejne interakcje 

obejmujące wiązanie wodorowe pochodzą od grupy hydroksylowej łańcucha bocznego 

Thr121 oraz grupy hydroksylowej O3 cukru, a także oddziaływanie poprzez cząsteczkę wody 

pomiędzy O3 atomem węgla grupy karbonylowej łańcucha głównego Tyr177 i ugrupowania 

amidowego łańcucha bocznego Asn156. Taki sposób wiązania węglowodanu określa miejsce 

cięcia w obrębie peptydoglikanu na wiązaniu β-1,4-glikozydowym zlokalizowanym 

pomiędzy NAM i NAG, a nie wiązaniu pomiędzy NAG i NAM. Dzieje się tak dlatego, że 

miejscu wiązania rozgałęzienia peptydowego na atomie węgla C3 jest eksponowane na 

zewnątrz kompleksu P5/cukier jedynie w kieszenie D a nie w kieszeni C. W kieszeni C 

miejsce to byłoby zlokalizowane tak że peptyd tworzyłby zawadę przestrzenną 
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uniemożliwiającą utworzenie kompleksu. Monomer zlokalizowany w kieszeni B jest 

stabilizowany w rowku wiążącym przez wiązanie wodorowe między tlenem hydroksylowym 

O6 i grupą karboksylową łańcucha bocznego Asn156 oraz amidem  łańcucha głównego 

Ala182. Dodatkowe wiązanie wodorowe za pośrednictwem wody stabilizuje eksponowane do 

roztworu ugrupowanie N-acetylowane. Monomer znajdujący się w kieszeni A jest w dużej 

części skierowany do roztworu (kieszeń jest płytka i słabo wykształcona). Monomer ten jest 

stabilizowany przede wszystkim przez oddziaływania za pośrednictwem wody i tylko 

pojedyncze bezpośrednie wiązanie wodorowe między ugrupowaniem acetylowym i  atomem 

azotu łańcucha bocznego Arg124. Słabe interakcje monomeru w kieszeni A z enzymem 

odzwierciedlają wyższe współczynniki temperaturowe opisujące atomy tej podjednostki 

cukrowej w porównaniu z podjednostkami znajdującymi się w kieszeniach B i C. Cukier 

znajdujący się w kieszeni D jest także usytuowany relatywnie luźno, jednak w przypadku 

substratu jest prawdopodobnie stabilizowany przez oddziaływania w kieszeniach E i F, które 

jednak nie są wypełnione w żadnej z rozwiązanych struktur (patrz dyskusja). 

4.1.5 SNP 124 wpływa na wiązanie substratu 

W litycznej transglikozylazie P5 faga ф6 zidentyfikowano polimorfizm pojedynczego 

nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism), który zamienia argininę na glicynę 

w pozycji 124. Ponieważ reszta 124 stanowi część kieszeni wiążącej substrat, sprawdzono, 

w jaki sposób SNP wpływa na rozpoznawanie substratu, biorąc pod uwagę dużą różnicę 

w ładunku i w wielkości aminokwasów których dotyczy polimorfizm. Nałożenie rozwiązanej 

wcześniej przez Desseau i współpracowników struktury wariantu Gly124 zawierającego 

ligand i struktury wariantu Arg24 prezentowanego w niniejszej pracy ukazuje natychmiast, że 

SNP znacząco wpływa na położenie substratu w rowku wiążącym. Dotyczy to w 

szczególności cukru w kieszeni A, a więc tego którego oddziaływanie z enzymem jest 

bezpośrednio dotknięte polimorfizmem (Rysunek 11). Gdy w pozycji 124 obecna jest 

arginina, jej łańcuch boczny zapewnia oddziaływanie wodorowe z tlenem grupy acetylowej 

węglowodanu, podczas gdy łańcuch boczny Glu155 jest skierowany na zewnątrz, od 

substratu. Kiedy w białku w pozycji 124 obecna jest glicyna substrat sięga głębiej w kierunku 

tej reszty (co uniemożliwia łańcuch boczny gdy w miejscu 124 znajduje się arginina). 

Pozwala to łańcuchowi bocznemu Glu155 obrócić się w kierunku miejsca wiązania 

i utworzyć dwa wiązania wodorowe z atomem azotu w pozycji 2 i grupą hydroksylową 

w pozycji 3 cukru. Dodatkowo arginina wypiera pewne cząsteczki wody, które w wariancie 

Gly124 tworzą stabilną sieć wokół reszty acetylowej węglowodanu.  
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Podsumowując, SNP zmieniający sens w pozycji 124 białka zmienia charakter oddziaływań 

i ułożenie podjednostki substratu w kieszeni A. Jednak utrata niektórych wiązań wodorowych 

jest kompensowana przez tworzenie innych, w związku z czym SNP ma niewielki wpływ na 

całokształt rozpoznania substratu w związku z plastycznością węglowodanu i miejsca 

wiązania. 

 

 

Rysunek 11. Wpływ polimorfizmu w miejscu 124 białka P5 na wiązanie ligandu. Kolor 

zielony - struktura 6l6Q zawierająca argininę w miejscu 124, na niebiesko struktura 4dq5 

zawierająca glicynę w miejscu 124. Przerywaną kreską zaznaczono wiązania wodorowe, ich 

kolor odpowiada kolorom białek. (A) Struktury z ligandem przedstawione w prezentacji „T” 

(B) ten sam model obrócony o ok. 90
◦
 (C) ukazane z bliska różnice w sieci wiązań 

wodorowych w zależności od polimorfizmu. 

 

4.1.6 Wpływ końców N- i C- na aktywność enzymatyczną białka P5 

Katalityczny rdzeń P5 obejmuje reszty 55 – 193, podczas gdy dojrzałe białko pełnej długości 

zawiera dodatkowo stosunkowo długie subdomeny N- i C- końcowe. Funkcje tych 

fragmentów cząsteczki nie były znane w czasie rozpoczęcia opisywanych tutaj badań. 

Dlatego podjęto próbę identyfikacji roli tych subdomen w regulacji aktywności enzymu.  

N-końcowy fragment P5 (reszty 1-47) nie jest zdefiniowany przez gęstość elektronową 

w żadnej z rozwiązanych do tej pory struktur krystalicznych, ani tych opisanych w niniejszej 

pracy ani uzyskanych wcześniej. We wcześniejszych pracach sugerowano iż fragment N-

końcowy może on stanowić funkcjonalnie odrębną domenę ważną dla interakcji z innymi 

białkami wirusa, ale nie dostarczono żadnych danych wspierających tę hipotezę (23). W 

niniejszej rozprawie wysunięto hipotezę, że N-koniec P5 jest bezpośrednio zaangażowany 

w katalizę białka P5, prawdopodobnie w rozpoznawaniu substratu (patrz dyskusja). Taki 
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wniosek potwierdza obserwacja, że muteina pozbawiona pierwszych 47 reszt 

aminokwasowych ma zaledwie 10% aktywności białka typu dzikiego (Rysunek 10). Niemniej 

jednak, zdefiniowanie szczegółów mechanistycznych, dzięki którym N-koniec determinuje 

aktywność katalityczną P5 jest prawie niemożliwe przy braku informacji strukturalnych 

i prawdopodobnie przejściowej naturze interakcji. Dlatego w pracy nie podjęto tego 

zagadnienia poza wykazanie zmniejszonej aktywności mutanta delecyjnego. 

C-terminalny koniec (Q199-A220) P5 jest zdefiniowany przez gęstość elektronową w jednej 

ze struktur nie zawierającej ligandu (gdzie znajduje się w okolicy miejsca wiązania), a nie jest 

zdefiniowany w strukturach z ligandami. Może to sugerować mechanizm bramkowania 

miejsca wiążącego substrat lub przejściowe oddziaływania z substratem. Dlatego w niniejszej 

pracy podjęłam analizę wpływu C-końca na aktywność białka. Analiza mutein w obrębie C-

końca wskazuje jednoznacznie iż struktura ta jest niezbędna dla aktywności P5. Już usunięcie 

trzech ostatnich trzech reszt P5 (218-220) powoduje spadek aktywności muteiny do około 

25%  aktywności białka typu dzikiego, podczas gdy usunięcie reszt 204-220 zmniejsza 

aktywność do poziomu tła. Podobnie, muteiny pozbawione reszt 207-220 i 211-200 

wykazywały prawie zerową aktywność lityczną, co pokazuje znaczenie całej C-końcowej 

części w aktywności litycznej transglikozylazy P5 (Rysunek 10). 

Dostępne struktury krystaliczne dają wgląd w prawdopodobny mechanizm modulacji 

aktywności P5 przez jego C-koniec. Jedna z struktur P5 typu dzikiego (PDB ID: 4DQ5) 

definiuje kształt całego C-końca, gdzie reszty 192-200 tworzą pętlę usytuowaną obok miejsca 

wiążącego ligand, podczas gdy reszty 201-205 tworzą helisę skierowaną w kierunku miejsca 

wiążącego. Postawiono hipotezę, że testowane delecje w obrębie części helikalnej 

destabilizują jej oddziaływanie ze rdzeniem P5, a tym samym zmieniają orientację pętli 192-

200, wpływając na wiązanie substratu. Aby przetestować to przypuszczenie zmutowano 

resztę N179, która stabilizuje pętlę 192-200 przez oddziaływanie wodorowe z Q199. Zgodnie 

z przewidywaniami mutacja doprowadziła do spadku aktywności muteiny N179A 

do poziomu mniejszego niż 4% aktywności P5 typu dzikiego. Jednakże reszta N179 znajduje 

się centralnie w kieszeni katalitycznej i dlatego efekt mutacji może być szerszy niż tylko 

destabilizacja pętli 192-200. W związku z tym zbadano reszty wchodzące w skład pętli, które 

prawdopodobnie biorą udział w interakcji z ligandem. Analiza modelu hybrydowego, 

składającego się ze struktury w której określony jest rdzeń katalityczny i orientacja substratu 

w kompleksie NAG z P5, oraz C-końca pochodzącego ze struktury P5 apo (w strukturze 

z ligandem helisa ta nie jest zdefiniowana przez mapę gęstości elektronowej) sugeruje, że 

łańcuchy boczne Y196, Q199 i S200 mogą zapewniać interakcje z substratem. Muteiny 
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alaninowe każdej z powyższych reszt charakteryzowały się aktywnością mniejszą niż jeden 

procent typu dzikiego, co potwierdza hipotezę o istotnej roli pętli 192-200 w wiązaniu 

substratu.  

Powyższa analiza nie wyjaśnia jednak istotnego wpływu usunięcia ostatnich trzech reszt 

(218-220) P5, które skierowane są do roztworu i nie tworzą żadnych interakcji z rdzeniem 

katalitycznym lub substratem. Mechanizm wpływu tych reszt na aktywność enzymatyczną 

pozostaje niewyjaśniony. 

4.2 Białko N nukleokapsydu ludzkiego korona wirusa NL63 

4.2.1 Charakterystyka domen białka N NL63 

Rekombinowane białko N HCoV NL63 otrzymano w systemie ekspresyjnym E. coli 

z wydajnością 6 mg na litr hodowli. Białko oczyszczono do homogenności przy użyciu 

procedury obejmującej chromatografię powinowactwa, chromatografię jonowymienną oraz 

sączenie molekularne.  

We wstępnych próbach oczyszczania zaobserwowano, że podczas chromatografii 

jonowymiennej białko wymywało się niespecyficznie przez cały rozdział. Eluowano więc 

całość białka wysokim stężeniem soli. Analiza metodą SDS-PAGE wskazała obecność 

pożądanego białka (oraz zanieczyszczeń), jednak nietypowy profil elucji wymagał dalszego 

wyjaśnienia. Szczyt widma absorpcji tak otrzymanego preparatu przypadał w okolicy 260 nm 

(Rysunek 12B). W skład sekwencji aminokwasowej białka N, wchodzi między innymi 

fenyloalanina. Jej maksimum absorpcji przypada na 258 nm. Jednakże ma ona zdecydowanie 

mniejszy współczynnik ekstynkcji niż tryptofan, którego maksimum absorpcji przypada na 

280 nm. Pomimo, że w białku znajduje się 14 reszt fenyloalaniny, a jedynie 5 reszt tryptofanu 

na widmie powinien dominować szczyt przy długości fali 280 nm. Maksimum absorpcji przy 

260 nm jest z kolei charakterystyczne dla kwasów nukleinowych. Dlatego białko 

przeanalizowano pod kątem wiązania kwasów nukleinowych. Traktowanie preparatu 

Benzonazą, nukleazą rutynowo stosowaną do usuwania kwasów nukleinowych powodowało 

zmianę profilu elucji w chromatografii sączenia molekularnego. Elucja próbki nie traktowanej 

nukleazą zachodziła tuż po objętości pustej, wskazując na formowanie agregatów, natomiast 

czas retencji dla próbki traktowanej Benzonazą znacznie się wydłużał i elucja przesuwała się 

w miejsce spodziewane dla monomeru (Rysunek 12A). Tym samym wykazano iż białko N 

wiąże kwasy nukleinowe tworząc z nimi wielkocząsteczkowe agregaty. 

Analogiczny do powyższego wynik uzyskano w elektroforezie (Rysunek 12 C i D). Na żele 

do elektroforezy w warunkach denaturujących i niedenaturujących nałożono niczym 
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nietraktowane białko N, białko N po inkubacji z Benzonazą, oraz białko traktowane proteazą 

stafopainą B. Żel z elektroforezy natywnej wybarwiono bromkiem etydyny, co pozwoliło 

zwizualizować obecność kwasów nukleinowych w próbkach z  białkiem N i białkiem 

traktowanym stafopainą B, ale nie w próbce traktowanej Benzonazą. Kwas nukleinowy widać 

jako świecące smugi. Te same próbki przetestowano metodą SDS-PAGE - żele poddano 

barwieniu Commasie brillant blue, co ukazało obecność białka we wszystkich studzienkach. 

Wyniki elektroforezy pozostawały w zgodzie z wynikiem sączenia molekularnego, tzn. 

próbki traktowane Benzonazą stanowiły oligomery. Oligomery zawierały kwas nukleinowy o 

zróżnicowanej długości. Białko traktowane Benzonazą przechodziło do form o niższej masie 

cząsteczkowej, szczyt profilu elucji w chromatografii przesuwał się w prawo, kwasy 

nukleinowe nie zostały uwidocznione na żelu. 

 

Rysunek 12. Analiza mulitmeryzacji białka N pełnej długości. (A) Nałożenie 

chromatogramów z sączenia: szczyt P1 – białko N nietraktowane Benzonazą, szczyt P2 – 

białko N po potraktowaniu benzonazą. (B) Widmo absorpcyjne białka ze szczytu P1. (C) 

Elektroforeza w warunkach natywnych. Barwienie bromkiem etydyny. (D) Elektroforeza 

SDS-PAGE. (C i D) 1. Standard masy cząsteczkowej, 2. Białko N, 3. Białko N + benzonaza, 

4. Białko N + stafopaina B. 

 

Usunięcie zanieczyszczenia kwasem nukleinowym, spodziewany profil elucji w sączeniu 

molekularnym i zadowalająca jakość preparatu w analizie SDS-PAGE skłoniły do podjęcia 

prób krystalizacji. Testowanie tysięcy warunków krystalizacyjnych, w różnych temperaturach 

i przy różnych stężeniach białka pełnej długości zakończyły się jednak niepowodzeniem. W 
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bardzo wielu próbach nie uzyskano żadnych, nawet słabej jakości kryształów białka. 

Zastosowano więc ograniczoną proteolizę do identyfikacji stabilnych domen odpowiednich 

do krystalizacji, ale białko o pełnej długości wykazało względną stabilność w stosowanych 

warunkach (Rysunek 13). W związku z tym w oparciu o analizę sekwencji i dostępną 

literaturę zaprojektowano konstrukty ekspresyjne NTD i CTD (Rysunek 14). Obie domeny 

otrzymano z wysoką wydajnością (~30 mg na litr początkowej hodowli bakteryjnej) 

i oczyszczono do homogenności. Czystość uzyskanego preparatu wynosiła około 90%. 

 

 

 

Rysunek 13. Ograniczona proteoliza białka N i jego domen. (A) SDS-PAGE białka N 

traktowanego proteazami: 1. trombiną, 2 i 13.  standard masy cząsteczkowej LMW, 3, 6, 9 i 

12. kontrola, 4. proteazą precission, 5. subtylizyną, 7. stafopainą A, 8. stafopainą B,  10. 

trypsyną, 11. proteazą TEV, 14. proteazą V8. (B) Ograniczona proteoliza CTD. 1. Kontrola – 

CTD bez dodatku proteazy; CTD z dodatkiem: 2. Proteazy V8, 3. Subtylizyny, 4. Standard 

masy cząsteczkowej LMW, 5. Trypsyna, 6. Papaina, 7. Chymotrypsyna. (C) sieciowanie CTD 

i NTD 0,007% aldehydem glutarowym. W przypadku CTD z dodatkiem aldehydu 

obserwujemy dodatkowy prążek odpowiadający podwojonej masie CTD. 
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.  

 

Rysunek 14. Struktury pierwszorzędowe i drugorzędowe NTD (A) i CTD (B) białka N 

HCoV NL63 i wirusów o homologicznych domenach białka N. Struktury drugorzędowe 

znajdują się powyżej dopasowania aminokwasów. Regiony o najwyższej konserwacji 

ewolucyjnej zostały zaznaczone na czerwono i na żółto. Reszty, których udział w wiązaniu 

kwasu nukleinowego badano za pomocą mutagenezy, oznaczono symbolem gwiazdki. TT, 

skręt. Źródło rysunku: Szelążek, et al. "Structural characterization of human coronavirus 

NL63 N protein." Journal of Virology 91.11 (2017). 

 

Metodą sączenia molekularnego wykazano, że NTD występuje w postaci monomerycznej 

w roztworze, podczas gdy CTD występuje jako dimer (a także jako agregaty o wysokiej 

masie cząsteczkowej, które łatwo precypitowały w wyższych stężeniach) (Rysunek 15). 

Wyniki takie były zgodne z wcześniej opublikowanymi danymi [133]. Potwierdzeniem 

przyjmowania przez NTD formy monomerycznej w roztworze oraz formy dimerycznej przez 

CTD był też wynik eksperymentu sieciowania z użyciem aldehydu glutarowego. 

W przypadku CTD sieciowanie powoduje powstanie nowego prążka w SDS-PAGE 
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odpowiadającego podwojonej masie domeny. W przypadku NTD nie zaobserwowano 

podobnego zjawiska (Rysunek 13 C).  

NTD krystalizowała łatwo. Już w pierwszej próbie w wielu dołkach pojawiły się kryształy. 

Natomiast uzyskanie kryształów CTD z konstruktów początkowych okazało się wyzwaniem. 

Wiele prób krystalizacyjnych nie przyniosło efektu. Mimo testowania tysięcy warunków, 

stosowania różnych stężeń białka i krystalizacji w różnych temperaturach nie uzyskano 

kryształów. Dopiero zastosowanie ograniczonej proteolizy wykazało, że CTD można dalej 

skracać do postaci o mniejszej masie cząsteczkowej (Rysunek 13B) i ta postać łatwo 

krystalizuje w wielu różnych warunkach.  

 

 

Rysunek 15. Analiza oligomeryzacji NTD i CTD. Przerywaną linią oznaczono NTD - 

widoczny jeden główny szczyt; linią ciągłą oznaczono CTD – widoczne 2 główne szczyty 

wskazujące na obecność przynajmniej dwóch populacji białek: szczyt tuż za objętością pustą 

wskazuje na obecność oligomerów, szczyt b – obecność dimerów. W górnym lewym rogu 

analiza SDS-PAGE próbek pobranych ze szczytów a i b. 

 

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

NL63 

Struktura krystaliczna NTD została rozwiązana i udokładniona przy rozdzielczości 1,5 Å. 

Charakteryzują ją parametry Rfactor/Rfree wynoszące odpowiednio 15,12/19,72% 

i zadowalające parametry stereochemiczne (Tabela 14).  

Kryształ należy do grupy przestrzennej P32. Jednostka asymetryczna zawiera dwie cząsteczki 

NTD, obejmujące reszty 10-140 i 12-140, odpowiednio dla cząsteczek A i B. Każda 

cząsteczka jest dobrze zdefiniowana przez gęstość elektronową, z wyjątkiem pojedynczej 

częściowo nieustrukturalnionej, eksponowanej do rozpuszczalnika pętli (Arg65-Arg69).  

Monomery są praktycznie identyczne i nakładają się z rmsd (ang. root-mean-square 
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deviation) 0,2 Å (atomy Cα). Każdy monomer ma kształt dłoni, z pojedynczym wystającym 

palcem (Rysunek 16). W takim przedstawieniu palec składa się z β-spinki (ang. β harpin) 

z częściowo niestrukturalną pętlą łączącą łańcuchy β2 i β3. Fragment ten charakteryzuje się 

wyższymi współczynnikami temperaturowymi od rdzenia cząsteczki. Druga strona spinki jest 

osadzona w środku globularnej części cząsteczki. Przybliżone wymiary pojedynczego 

monomeru wynoszą 50x30x29 Å (najdłuższy wymiar opisuje wystającą, podobną do palca 

szpilkę β2-β3). 

Każdy monomer koordynuje kilka jonów siarczanowych pochodzących z buforu 

krystalizacyjnego. Trzy z tych jonów są szczególnie interesujące w odniesieniu 

do przypuszczalnego sposobu wiązania RNA (patrz poniżej). Pierwszy z tych jonów znajduje 

się w środkowej części podobnej do palca szpilki β2-β3 i jest koordynowany przez łańcuchy 

boczne Arg61 i Arg63. Drugi interesujący jon siarczanowy znajduje się w miejscu, gdzie β 

spinka wystaje z globularnej części cząsteczki i jest koordynowany przez łańcuchy boczne 

Gln59, Arg61 i Lys75. Trzeci interesujący jon siarczanowy tworzy mostek solny z  

łańcuchem bocznym Arg116 i jest dodatkowo stabilizowany w sieci otaczających cząsteczek 

wody. Powierzchnia potencjału elektrostatycznego NL63-NTD zawiera duży, naładowany 

dodatnio rowek w miejscu, w którym koniec N i palec β2-β3 wystają z globularnej części 

cząsteczki. Taka dodatnio naładowana powierzchnia jest charakterystyczna dla wszystkich 

domen NTD opisanych do tej pory i jest związana z interakcją tego fragmentu białka N 

z RNA (patrz poniżej). 

Pomimo różnic na poziomie sekwencji pierwszorzędowej, struktura alfa-koronawirusowych 

NTD jest podobna do wcześniej opisanych struktur NTD pochodzących z beta- i gamma- 

koronawirusów (Rysunek 16). Struktura NTD składa się z pięciu ułożonych antyrównolegle 

arkuszy β z topologią β4-β2-β3-β1-β5 (rysunek 16B). Arkusz ten otoczony jest pętlami 

łączącymi wstążki β. 
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Tabela 14. Statystyki zebranych danych i udokładnienia modelu. 

 

* Wartości w nawiasach dotyczą powłoki o najwyższej rozdzielczości (ang. highest-

resolution shell). 

 

Porównując uprzednio rozwiązane struktury NTD pochodzącego z beta- i gamma-

koronawirusów ze strukturą NTD z alfa-koronawirusa uzyskaną w niniejszym badaniu 

(Rysunek 16 D) największe różnice w układzie głównego łańcucha znajdują się w obrębie 

motywu palca (najprawdopodobniej z powodu względnej elastyczności tego fragmentu). 

Drugi region o znacznej zmienności strukturalnej znajduje się w N-końcowej części 

bezpośrednio po kartce β1 (Ser29-Asn40) i sąsiadującym fragmencie tuż przed kartką β5 

Białko NTD CTD 

PDB ID 5HFP 5EPW 

Statystyki danych pomiarowych 
Grupa przestrzenna P32 P61 

Wymiary komórki 

elementarnej 

  

a, b, c (Å) 48.09  48.09 101.22 68.29  68.29 92.49 

αβƴ () 90 90 120 90 90 120 

Rozdzielczość (Å) 1.49 1.50 

Rmerge 0.034 (0.095) 0.085 (0.841) 

I / δI 16.1 (7.4) 15.3 (3.0) 

Kompletność (%) 99.1 (99.5) 100 (100) 

Redundancja 2.9 (2.9) 10.2 (9.7) 

Statystyki udokładnienia 
Rozdzielczość (Å) 1.49 1.5 

Liczba refleksów 42693 39119 

Rwork / Rfree 0.1512/0.1972 0.169/0.198 

Liczba atomów 2645 1955 

Białko 2205 1736 

Ligand/jon 75 0 

Cząsteczki wody 365 219 

Średni współczynnik B   

Białko 21.06 21.75 

Ligand/jon 34.59 20.91 

Cząsteczki wody 30.65 28.46 

R.m.s.d.   

Długości wiązań (Å) 0.024 0.027 

Kątów między 

wiązaniami () 
2.53 2.40 

Ramachandran regiony 

prefereowane (%) 

97.77 98 

Ramachandran regiony 

dozwolone (%) 

1.79 2.3 
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(Ser128-Glu134). W tym pierwszym fragmencie krótka α-helisa obejmująca reszty Ala32-

Ile37 jest charakterystyczna jedynie dla NL63-NTD i nie występuje w żadnej ze struktur NTD 

beta- lub gamma-koronawirusów poznanych do tej pory (Rysunek 16D).  

 Dwa monomery NL63-NTD znajdujące się w jednostce asymetrycznej tworzą dimer 

charakteryzujący się pseudopodwójną symetrią rotacyjną (Rysunek 16C). Chociaż 

powierzchnia oddziaływania pomiędzy monomerami jest stosunkowo duża (~ 2000 Å
2
), jej 

krzywizna jest nieco wklęsła, a zatem bezpośrednie kontakty między monomerami są 

stosunkowo nieliczne i są zlokalizowane tylko na brzegu powierzchni oddziaływania. 

Obejmują one wiązania wodorowe między łańcuchami bocznymi AAsp30 i BLys15, A / BAsp88 

i B / AGln93 oraz mostek solny między A / BGlu60 i B / AArg118. Środkowa część dimeru składa 

się z dużej, wypełnionej rozpuszczalnikiem wnęki i to ściśle skoordynowane cząsteczki wody 

pośredniczą w większości oddziaływań międzycząsteczkowych.  

Motywy β-spinki do włosów przypominające palce nie oddziałują bezpośrednio w obrębie 

dimeru. Znajdują się one w odległości około 13 Å od siebie. Jedyne pośrednie kontakty w tej 

części dimeru są dostarczane przez jony siarczanowe pochodzące z rozpuszczalnika. Ogólnie, 

opisane interakcje w obrębie dimeru są związane jedynie z upakowaniem w krysztale, będąc 

zbyt słabe aby utrzymać dimer w roztworze, co wykazano przez analizy sączenia 

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

 

Tabela 15. Podobieństwo strukturalne między domenami. Porównanie NTD i CTD 

wcześniej opisanych koronawirusowych białek N z domenami białka N HCoV NL63 

uzyskanych w tym badaniu. Podobieństwo pokazano jako RMSD atomów Cα. Źródło tabeli: 

Szelążek, et al. "Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein." Journal 

of Virology 91.11 (2017). 

Wirus PDB Rodzina RMSD [Å] (liczba atomów Cα branych pod 

uwagę przy nałożeniu) 

   NTD CTD 

SARS 2OFZ β 1,9 (105) 2,2 (196) 

MHV 3HD4 β 1,9 (109) - 

OC43 4J3K β 1,2 (101) - 

IBV 2BXX γ 1,8 (109) 2,7 (187) 
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Rysunek 16. Struktura krystaliczna domeny NTD białka nukleokapsydu HCoV NL63. 

(A) Ogólna struktura monomeru NTD. Wstążki β są przedstawione na różowo, helisy na 

czerwono, a pętle na niebiesko. (B) Topologia domeny NTD. Kolory odpowiadają strukturom 

drugorzędowym, jak w panelu A. (C) dimer białkowy NTD występujący w jednostce 

asymetrycznej. Jony siarczanowe z roztworu krystalizacyjnego pokazano w kolorze 

czerwonym. (D) Nałożenie struktury NL63-NTD określonej w tym badaniu (niebieska) 

i struktur domen NTD innych koronawirusów określonych wcześniej: IBV (zakaźny wirus 

zapalenia oskrzeli, 2BXX, łososiowy), MHV (wirus mysiego zapalenia wątroby, 3HD4, 

czerwony), SARS-CoV (koronawirus zespołu ostrej niewydolności oddechowej; 2OFZ; 

różowy). Dodatkowy region helikalny charakterystyczny dla NL63-NTD jest zaznaczony na 

zielono. Źródło rysunku: Szelążek, et al. "Structural characterization of human coronavirus 

NL63 N protein." Journal of Virology 91.11 (2017). 
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4.2.3 Model wiązania NTD-RNA 

Żuwała i współpracownicy wykazali, że NTD z koronawirusa NL63 jest główną domeną 

wiążącą RNA w białku nukleokapsydowym [133]. Aby zrozumieć molekularne podstawy 

interakcji, wymodelowano we współpracy z doktorem Krzysztofem Kusiem z  Uniwersytet w 

Oxfordzie, UK, wiązanie krótkiego RNA z NL63 NTD. Struktura krystaliczna białka ujawniła 

sieć jonów siarczanowych skoordynowanych głównie przez dodatnio naładowane reszty. 

Modelowanie oparto na tym, że jony siarczanowe przypominają reszty fosforanowe obecne 

w strukturze RNA i dlatego prawdopodobnie lokalizują się w tych samych miejscach 

kompleksu. Ponadto wzięto pod uwagę fakt, że grupy hydroksylowe w  reszcie rybozy mogą 

akceptować porównywalną koordynację, jak jon siarczanowy. Utworzono bibliotekę 

niskoenergetycznych trzeciorzędowych struktur cząsteczki RNA o długości 5 nukleotydów 

i dokowano ją do struktury NTD stosując wagi silnie faworyzujące pokrycie między 

fosforanami i grupami hydroksylowymi rybozy w obrębie RNA i jonów siarczanowych 

w strukturze NTD. Najlepsze otrzymane rozwiązania zostały zminimalizowane pod 

względem energii i sprawdzone pod kątem kolizji i problemów z geometrią. Model 

charakteryzujący się najniższą energią potencjalną, w którym cząsteczka RNA może być 

łatwo wydłużona z obu końców, został wybrany jako reprezentacja oddziaływania 

RNA/NL63-NTD (Rysunek 17). 

Wygenerowany model przewiduje, że pięć kolejnych nukleotydów w obrębie polimeru RNA 

oddziałuje z NTD. Dwie kolejne grupy fosforanowe na końcu 3' tworzą mostki solne 

z dodatnio naładowanymi resztami (odpowiednio Arg61, Arg63 i Gln59, Arg61, Lys75) na 

wystającej strukturze przypominającej palec w obrębie NTD. Trzeci nukleotyd nie tworzy 

żadnych interakcji z NTD, tworzy jednak istotne wewnątrzcząsteczkowe oddziaływania 

w obrębie RNA. Czwarty nukleotyd znajduje się w przybliżeniu w kieszeni wiązania 

scharakteryzowanej uprzednio przez Lin i in. [134], mimo że nie zdefiniowano żadnych 

ograniczeń, które uwzględniałyby takie ułożenie dokowanego RNA. Ugrupowanie 

fosforanowe tego nukleotydu tworzy mostek solny z łańcuchem bocznym Arg116. Piąty 

nukleotyd tworzy dwa wiązania wodorowe z powierzchniowymi resztami (Lys121 i Glu139). 

Podsumowując, przewidywana interakcja jest kierowana głównie przez siły elektrostatyczne  

i w głównej mierze obejmuje grupy fosforanowe, i cukry, które w kwasach nukleinowych 

tworzą szkielet cukrowo-fosforanowy, jak zresztą należało się spodziewać w związku 

z parametrami modelu. Zatem swoistość sekwencji oddziaływań NTD / RNA, jeśli w ogóle 

istnieje, jest definiowana tylko przez intermolekularne interakcje wewnątrz RNA (struktury 

drugorzędowe), a nie przez bezpośrednie oddziaływanie z NTD. Taki wniosek jest zgodny 
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z wynikami eksperymentalnymi wykazującymi niewielką lub żadną specyficzność wiązania 

NTD względem kwasu nukleinowego (DNA lub RNA) lub też jego sekwencji [133]. 

 

Rysunek 17. Model interakcji RNA z NL63-NTD. Model białka w kolorze szarym. Reszty 

biorące udział w wiązaniu zaznaczone są na niebiesko. Szkielet RNA jest przedstawiony w 

kolorze czerwonym, a zasady azotowe nukleotydów zaznaczono kolorem żółtym. Wiązania 

wodorowe są przedstawiane jako czarne przerywane linie. Miniatura w lewym górnym rogu 

pokazuje ogólną orientację miejsca wiązania RNA. Źródło rysunku: Szelążek, et al. 

"Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein." Journal of 

Virology 91.11 (2017). 

 

4.2.4 Eksperymentalne potwierdzenie założeń modelowania 

Przy użyciu ukierunkowanej mutagenezy przetestowano postulowany w modelu sposób 

interakcji NTD z kwasem nukleinowym. Oceniono wpływ reszt aminokwasów 

przypuszczalnie biorących udział w interakcji z resztami fosforanowymi w obrębie 3’ kwasu 

nukleinowego (Gln59, Arg61, Arg63 i Lys75), i resztę prawdopodobnie biorącą udział 

w podobnych interakcjach z końcem 5’ (Arg116). Dodatkowo przetestowano Lys121, która 

według przewidywań modelu jest zaangażowana w interakcje z resztą 5’, jak również His77, 

która prawdopodobnie stabilizuje wiązanie w środkowej części ligandu. Tak więc wszystkie 
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najważniejsze interakcje przewidziane przez model zostały objęte mutagenezą. We 

wszystkich przypadkach zastąpienie naładowanego łańcucha bocznego alaniną spowodowało 

zmniejszenie powinowactwa mutanta do kwasu nukleinowego (Tabela 16). Wyniki te 

potwierdzają zasadność przewidywań w modelu – rolę konkretnych reszt w określaniu 

powinowactwa NTD dla kwasów nukleinowych. Jeśli duża liczba interakcji wpływa na 

powinowactwo kwasu nukleinowego do NTD, pojedyncze mutacje powinny dawać 

stosunkowo małe efekty i tak też było w analizowanym przypadku. Podczas dalszej analizy 

przyjętych założeń, oceniano także podwójne muteiny powyższych reszt. Powinowactwa 

testowanych podwójnych mutantów były mniejsze niż powinowactwa odpowiednich 

pojedynczych mutantów, wspierając przewidywania proponowanego modelu. 

 

Tabela 16. Powinowactwo NTD i jego mutein do kwasów nukleinowych. Źródło tabeli: 

Szelążek, et al. "Structural characterization of human coronavirus NL63 N protein." Journal 

of Virology 91.11 (2017). 

Wariant 

NTD 

  FP   MST 

  
Kd [µM] SD 

  
Kd [µM] 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   5,7 1,0   40,2 5,4 

Q59A   7,5 0,1   43,1 5,5 

Q59A/ H77A   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 
a 

Powinowactwa zostały określone metodą polaryzacji fluorescencji (FP) i metodą 

termoforezy mikroskalowej (MST). WT, białko typu dzikiego. 

 

4.2.5 Ograniczona proteoliza CTD 

Mimo podejmowania wielu prób krystalizacyjnych nie udało się uzyskać kryształów białka 

CTD eksprymowanego z oryginalnego konstruktu. Zastosowano więc metodę ograniczonej 

proteolizy celem pozbycia się ewentualnych nieustrukturalnionych końców mogących 

powodować zawadę steryczną i utrudniać formowanie kryształów. Testowano pięć proteaz: 

V8, subtylizynę, trypsynę, papainę i chymotrypsynę analizując wyniki przy pomocy SDS-

PAGE (Rysunek 13). Na podstawie analizy wybrano dodatek proteazy V8 do dalszych prób 
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krystalizacji CTD. Krystalizacja metodą proteolizy in situ pozwoliła na uzyskanie dobrze 

rozpraszających kryształów metodą kropli siedzącej w wielu warunkach. Kryształ, który 

posłużył do rozwiązania struktury trzeciorzędowej pochodził z warunku 0.1 M PCTP pH 8.0, 

25% PEG 1500. PCTP jest to roztwór o następującym składzie: propionian sodu, trójhydrat 

kakodylanu sodu, propan Bis-Tris: pH 4.0-9.5 

4.2.6 Struktura krystaliczna C-terminalnej domeny białka nukleokapsydu HCoV NL63 

Struktura krystaliczna NL63 CTD została rozwiązana w grupie przestrzennej P61 

z rozdzielczością 1,5 Å. W jednostce asymetrycznej obecne są dwie cząsteczki CTD. 

Końcowy model zawiera reszty 228-331 (cząsteczka A) i 228-337 (cząsteczka B). Został on 

udokładniony do Rfactor / Rfree z 17/21% (Tabela 14). Główna część białka jest dobrze 

określona na podstawie gęstości elektronowej i charakteryzuje się jednolitymi, niskimi 

współczynnikami temperaturowymi. Każdy monomer zawiera pięć α-helis, trzy helisy 310 

i dwie wstążki β i przyjmuje topologię α1-4β1β2α5 (Rysunek 18B). W jednostce asymetrycznej 

występują dwa monomery, których kształt przypomina literę C. Są one prawie identyczne a 

ich nałożenie charakteryzuje parametr RMSD dla Cα wynoszący 0,32 Å. Ogólnie, struktura 

CTD wygląda następująco: jedno ramię w każdym monomerze jest utworzone przez regiony 

helikalne, podczas gdy drugie ramię składa się z β spinki (Rysunek 18A). 

Każdy monomer znajdujący się w komórce asymetrycznej wprowadza β spinkę do wklęsłości 

w obrębie drugiego monomeru tworząc ściśle wiążący się homodimer (Rysunek 18C). 

Powoduje to charakterystyczną pseudo-dwukrotną symetrię obrotową z czterema ułożonymi 

antyrównolegle β kartkami stanowiącymi rdzeń dimeru. Dimer ma płaski, z grubsza 

prostopadłościenny kształt o przybliżonych wymiarach 38x38x25Å. Jedna powierzchnia 

utworzona jest przez arkusze β podczas, gdy przeciwległa składa się z α helis. Końce C 

znajdują się na wierzchołkach czoła β-kartki, a końce N wystają ze środka długich krawędzi. 

Oprócz 14 wiązań wodorowych, jakie występują między monomerami w arkuszu β, dimer 

jest dodatkowo stabilizowany przez hydrofobowe interakcje między helisami α4 (obejmujące 

głównie Phe280 i Phe281 w obrębie każdego monomeru). Monomery oddziałują ze sobą dużą 

powierzchnią która liczy ~ 2900 Å
2
, co stanowi 36% całkowitej powierzchni każdego 

oddzielonego monomeru. Znaczący obszar kontaktu i duża liczba pośredniczących 

oddziaływań międzycząsteczkowych sugerują, że dimeryczne uporządkowanie domeny CTD 

reprezentuje jej architekturę fizjologiczną. Potwierdza to  biochemiczna charakterystyka 

pokazująca, że CTD występuje w roztworze jako dimer (niniejsze opracowanie oraz [133]).  
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Na powierzchni CTD, w połowie dimeru, na końcach β kartek występuje charakterystyczne 

zagłębienie przypominające pasek. Wgłębienie wyścielone jest dodatnio naładowanymi 

i polarnymi resztami równomiernie eksponującymi jedynie atomy zdolne do tworzenia 

wiązań wodorowych. Możliwe znaczenie tej cechy jest omówiono dalej. 

Struktura CTD białka nukleokapsydu HCoV NL63 po raz pierwszy pokazuje fałdowanie 

i szczegóły strukturalne CTD w alfa-koronawirusach. Pomimo różnic w sekwencji 

pierwszorzędowej CTD pomiędzy gatunkami, struktura NL63-CTD przypomina struktury 

wyznaczone do tej pory dla SARS (beta-koronawirus) i IBV (gamma-koronawirus), 

stanowiące jedyne znane do tej pory struktury domen CTD (Rysunek 18). 
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Rysunek 18. Struktura krystaliczna CTD białka nukleokapsydu HCoV NL63. (A) 

Ogólna struktura monomeru CTD. Wstążki β są przedstawione na różowo, helisy na 

czerwono, a pętle na niebiesko. (B) Topologia domeny CTD. Kodowanie barwne jak w 

panelu A. (C) dimer CTD występujący w jednostce asymetrycznej. (D) Nałożone struktury 

NL63-CTD scharakteryzowanej w tym badaniu (żółty) i struktur domen CTD innych 

koronawirusów poznanych wcześniej: SARS (2CJR; różowy), IBV (2CA1, łososiowy). 

Źródło rysunku: Szelążek, 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 aktywności proteolyticznej 

Wykazano, że lizyna P5 z bakteriofaga ф6 infekującego Pseudomonas spp. wykazuje 

aktywność transglikozylazy. Rozkłada ona wiązanie β-1,4-glikozydowe peptydoglikanu 

pomiędzy cukrami NAG / NAM uwalniając kwas 1,6-anhydromuraminowy, produkt 

charakterystyczny dla LT, a nie lizozymów. Analiza produktów degradacji ściany bakteryjnej 

wskazuje, że P5 funkcjonuje zarówno jako enzym endo-, jak i egzo-lityczny, podobnie jak 

poprzednio scharakteryzowane lityczne transglikozylazy pochodzące z E. coli [29]. 

Wcześniejsze doniesienia sugerowały aktywność proteolityczną P5 [62]. Taki wniosek został 

prawdopodobnie wyciągnięty przez innych autorów z powodu występowania zanieczyszczeń 

proteolitycznych w preparacie P5. W preparacie uzyskanym przez autorkę niniejszej pracy 

również zaobserwowano takie zanieczyszczenie, jednak aktywność proteolityczna była słaba, 

a po dodaniu kolejnego kroku oczyszczania aktywność ta zmniejszyła się jeszcze bardziej, 

podczas, gdy aktywność transglikolityczna pozostawała na niezmienionym poziomie. 

Zdecydowanie sugeruje to zanieczyszczenie preparatu proteazami pochodzenia bakteryjnego. 

Ogólny wniosek z przeprowadzonych badań jest taki że lizyna P5 wykazuje aktywność 

litycznej transglikozylazy i nie wpływa na integralność peptydów PG (nie wykazuje 

aktywności proteazy). 

5.1. 2 Klasyfikacja białka P5 

Katalityczny rdzeń P5 wykazuje strukturalne podobieństwo do lizozymów [63] i litycznych 

transglikozylaz [29], enzymów rozcinających to samo co lizozymy wiązanie β-1,4-

glikozydowe w obrębie peptydoglikanu, ale z uwolnieniem różnych produktów. 

Zidentyfikowany we współpracy z grupą z Uniwersytetu z Notre Dame produkt cięcia ściany 

komórkowej zamierający kwas 1,6-anhydromuaminowy wyraźnie wskazuje na aktywność P5 

jako litycznej transglikozylazy (a nie lizozymu). Organizacja strukturalna miejsca 

katalitycznego, w którym znajduje się tylko jedna reszta kwasowa (E95) dodatkowo sugeruje 

aktywność litycznej transglikozylazy, ponieważ lizozymy zawierają w przeważającej 

większości dodatkową kwasową resztę w miejscu aktywnym. 

Serwery analizy podobieństwa struktur, DALI [135] i Vast + [136,137], wskazują białko 

Gp144 (PDB 3BKH), lityczną transglikozylazę bakteriofaga ф KZ, jako najbliższego 

homologa P5 (identyczność sekwencji ~ 20%) (Rysunek 19, Rysunek 20). Gp144 początkowo 

zaklasyfikowano do rodziny 4 LT bazując głównie na bakteriofagowym pochodzeniu tego 
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białka [138]. Dalsza analiza strukturalna pozwoliła jednak umieścić Gp144 w rodzinie 1 LT 

[139] (Pfam: PF01464). Rodzina 1 LT zawiera cztery konsensusowe motywy [140]. Pierwszy 

motyw zawiera katalityczny kwas glutaminowy [141–143] umiejscowiony między 

kieszeniami D i E [29, 30]. Ten motyw jest wspólny dla Gp144 i P5. Znaczenie motywu 

zawierającego E95 w P5 potwierdza fakt, że muteiny w tej pozycji były prawie pozbawione 

aktywności litycznej. Motywy II, III i IV są zaangażowane w tworzenie miejsc wiązania 

substratu (kieszenie A-D) [56] i wszystkie są obecne w sekwencji P5. Znaczenie motywu IV 

w P5 zostało zademonstrowane przez znaczną utratę aktywności Y196A. Reasumując, ogólne 

strukturalne podobieństwo i obecność charakterystycznych motywów klasyfikuje P5 

do rodziny 1 transglikozylaz litycznych. 

 

Rysunek 19. Bazujące na strukturze porównanie sekwencji białka P5 (PDB 6l6A), 

lizozymu G (PDB 153L), Stl 70 (PDB 1QSA) oraz Gp144 (PDB 3BKH). Niebieskimi 

klamrami zaznaczone zostały motywy wspólne dla rodziny 1 LT. Struktura drugorzędowa P5 

zaznaczona jest nad porównaniem sekwencji, struktura drugorzędowa Gp144 pod 

porównaniem sekwencji. Konserwowane rejony zaznaczone są na czerwono. Reszty, których 

wpływ na wiązanie ligandu był testowany zaznaczono gwiazdką. TT oznacza skręt.  



72 
 

 

Rysunek 20. Domena katlityczna P5 jest homologiczna do domen katalitycznych 

litycznych transglikozylaz. Nałożenie struktury białka P5
E95A

 w kompleksie z NAG 

(zielony) i struktury białka Gp144 z NAG (PDB: 3BKV; niebieski) wskazujące na wysoką 

homologię strukturalną domen katalitycznych obydwu białek. Wyeksponowane reszty są 

konserwowane, Glu (kwas glutaminowy w P5 wymodelowany w miejscu mutacji – E95A) i 

Leu należą odpowiednio do pierwszego i drugiego motywu konsensusowego 

charakterystycznego dla 1 rodziny LT. Na czerwono zaznaczono reszty aminokwasowe 

należące do P5, na ciemno niebiesko do Gp144.  

 

5.1. 3 Rola N- i C- końca 

Strukturalnie rodzina 1 LT przypomina lizozymy, zwłaszcza lizozym typu gęsiego [146], 

który w porównaniu z lizozymem z jaja kurzego (HEWL) [56] charakteryzuje się większą 

częścią C-końcową. Podobnie, duża część C-końcowa znajduje się w lizozymie bakteriofaga 

T4 (PDB: 102L), gdzie jest odpowiedzialna za wiązanie peptydów w obrębie peptydoglikanu. 

P5 zawiera stosunkowo długi C-koniec wystający poza katalityczny rdzeń, chociaż jego 

struktura nie przypomina budowy C-końca ani lizozymu gęsiego, ani lizozymu T4. Ponadto, 

jak wynika z porównania sekwencji, N-koniec P5 rozciąga się poza kanoniczną strukturą 

lizozymu. O ile pewne strukturalne informacje na temat P5 były dostępne przed tym 
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badaniem, o tyle rola N- i C- końców wykraczających poza katalityczny rdzeń nie została 

wcześniej wyjaśniona. Przedłużenie N-końcowe nie było określone przez gęstość elektronową 

w żadnej z wcześniejszych struktur, podczas, gdy wydłużenie C-końcowe było obecne 

w strukturze białka bez ligandu, ale nie w strukturze związanej z ligandem. Pokazano tutaj, że 

wydłużone końce, zarówno N- jak i C- modulują aktywność P5. Mechanistyczne szczegóły 

tego zjawiska pozostają niewyjaśnione w przypadku końca N. Można jedynie spekulować, że 

bierze on udział w rozpoznawaniu peptydu z peptydoglikanu, co pośrednio sugeruje jego 

położenie w strukturze. Mechanizm modulacji aktywności przez koniec C jest znacznie lepiej 

wyjaśniony przez dane uzyskane dla mutein delecyjnych. Przedstawiona tu struktura rdzenia 

katalitycznego P5 bez ligandu posiada krótki C-koniec (brak reszt 194-220), podczas gdy 

koniec ten jest dobrze zdefiniowany we wcześniej opublikowanej strukturze P5 bez ligandu. 

Pozwala to analizować potencjalny efekt, jaki wywiera na rdzeń wydłużony koniec C. 

Nałożenie obu struktur pokazuje, że koniec C nie wpływa znacząco na fałdowanie rdzenia. 

Wiązanie substratu nie jest powiązane z plastycznością części katalitycznej (w przeciwnym 

razie plastyczność rdzenia mogłaby być modulowana przez C-terminalny koniec). Dodatkowe 

informacje uzyskano po nałożeniu przedłużonego C-końca pochodzącego ze struktury białka 

P5 bez ligandu ze strukturą białka z ligandem ze skróconym końcem C (Rysunek 9). Pętla 

192-200 znajduje się w bezpośrednim sąsiedztwie miejsca katalitycznego, co sugeruje, że 

może ona wchodzić w bezpośrednie interakcje z ligandem. Analiza danych z mutagenezy 

punktowej wskazuje, że poszczególne reszty w pętli 192-200 wpływają na aktywność P5. 

Dlaczego w żadnej strukturze zawierającej homologi substratu nie ma gęstości elektronowej 

dla pętli wraz z resztą wydłużenia C-końca? Można jedynie spekulować, że ponieważ analogi 

substratu jakich użyto do krystalizacji nie zawierają fragmentów peptydowych brak jest 

niezbędnych kotwicznych punktów wiążących C-koniec. Z uwagi jednak na wyzwania 

syntetyczne pozyskanie odpowiednich do krystalizacji ilości wielocukru modyfikowanego 

peptydami bocznymi stanowi bardzo trudne zagadnienie. 

5.1. 4 Wiązanie substratu 

Wcześniejsze próby podejmowane w celu poznania sposobu wiązania substratu w miejscu 

aktywnym P5 zaowocowały uzyskaniem kompleksu P5 z węglowodanem, który to kompleks 

przypominał jednak bardziej wiązanie jednego z produktów reakcji niż substratu (zajęte były 

jedynie kieszenie A-D, kieszenie E i F nie zawierały cukru i nie były dobrze zdefiniowane). 

W badaniach założono, że powyższa sytuacja miała miejsce dlatego, że do krystalizacji użyto 

aktywnego enzymu typu dzikiego. Chcąc uzyskać strukturę kompleksu naśladującego substrat 



74 
 

z ligandem obejmującym zarówno miejsce E jak i F, użyto muteinę miejsca aktywnego E95A. 

Zakładałam, że takie podejście nie dopuści do modyfikacji substratu, która jak sądziłam 

zachodziła w przypadku wcześniejszych badań. Pomimo wykorzystania do krystalizacji 

mueteiny katalitycznej P5
E95A

 w rozwiązanych strukturach kompleksu węglowodan nadal 

przypomina produkt a nie substrat. Mimo, że do kokrystalizacji z P5
E95A

 użyto 

węglowodanów o różnych długościach ((NAG)5 i (NAG)6), nie występuje nawet słaba czy 

rozmyta odpowiadająca im gęstość elektronowa w miejscu aktywnym. Powód takiego 

zachowania ligandu nie jest jasny. Nie wydaje się by obserwowane struktury były strukturami 

P5
E95A

 z produktami cięcia. Wprawdzie zagadnienia tego nie analizowano systematycznie, 

jednak zastosowanie nieaktywnej muteiny oraz brak zdolności rozkładu przez P5 substratów 

nie zawierających peptydowych rozgałęzień sugeruje raczej silną selekcję położenia cukru w 

miejscu wiązania niż jego cięcie. Dodatkowo sugeruje to jeden z modeli, w którym miejsce D 

pozostaje niezajęte. Najważniejszym argumentem jest jednak fakt iż produktem lizy 

peptydoglikanu przez LT jest kwas 1,6-anhydromuraminowy, a ugrupowania takiego nie 

obserwowano w strukturze. Pozostaje jednak niejasne jaki byłby powód ostrej selekcji miejsc 

wiązania przez wysoce symetryczny substrat w taki sposób, że zajęte są jedynie miejsca A-D 

a nie miejsca E i F. Nawet jeśli miejsca E i F byłyby słabo wykształcone lub nawet 

nieistniejące w P5 to spodziewać by się można śladów gęstości elektronowej w centrum 

katalitycznym, bezpośrednio w sąsiedztwie E95, a takie zjawisko nie występowało.  

Innym ciekawym faktem jest, że P5 wiąże węglowodany pozbawione peptydów, co obrazuje 

struktura krystaliczna, ale rozcina tylko te zawierające peptydy, jak wskazują dane uzyskane 

we współpracy z grupą z Uniwersytetu Notre Dame. Wyniki takie sugerowałyby, że peptydy 

modyfikują oddziaływania enzym-substrat, co z kolei wpływa na uwolnienie zdolności 

katalitycznej. Konkluzje takie są jednak bardzo spekulatywne. Mechanistyczne wyjaśnienie 

wymaga wglądu do struktury krystalicznej kompleksu P5 z węglowodanami zawierającymi 

peptydy, co jak już wspominano będzie bardzo wymagające pod względem syntetycznym. 

Niezależnie od powyżej opisanych ograniczeń, obecnie dostępne struktury dają jasny wgląd 

w to, jak substrat jest ułożony w rowku wiążącym, jednoznacznie definiując kieszenie B i C 

jako główne miejsca oddziaływania. Ponadto, struktury pokazują, w jaki sposób substrat jest 

ułożony względem miejsca katalitycznego uzasadniając aktywność skierowaną na wiązanie β-

1,4-glikozydowe pomiędzy NAG i NAM. 
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5.1.5 SNP 

SNP skutkujący zamianą aminokwasu w obrębie miejsca aktywnego może wpływać na 

rozpoznawanie substratu. Wgląd w strukturę obu wariantów pozwolił na analizę 

konsekwencji SNP E124G. Zastąpienie w miejscu wiązania dużej naładowanej reszty resztą 

bez łańcucha bocznego mogłoby sugerować zmianę specyficzności substratowej. Zamiast 

tego, ze względu na plastyczność węglowodanowego substratu, SNP skutkuje alternatywnym 

sposobem wiązania cukru w kieszeni A. Stanowi to rzadki przykład, w którym pojedynczy 

substrat wykazuje dwa różne sposoby wiązania w dwóch izoformach enzymu. Sytuacja taka 

jest możliwa zapewne jedynie ze względu na dużą swobodę konformacyjną ligandu 

cukrowego. 

 

5.2 Białko N nukleokapsydu HCoV NL63 

5.2.1 Białko N 

Znajomość roli białka N w tworzeniu nukleokapsydu HCoV-NL63 była stosunkowo 

ograniczona w dniu podjęcia opisanych w niniejszej pracy badań. Ustalono, że główne 

miejsce wiązania RNA na białku N znajduje się w NTD, podczas gdy CTD odpowiada za 

dimeryzację [133]. Jest to zgodne z wynikami wcześniejszych badań dotyczących beta- 

i gamma-koronawirusów. Centralny region białka N ma ograniczoną homologię sekwencji 

między gatunkami, a cechą wspólną ze wszystkimi znanymi obecnie koronawirusami jest 

wysoka zawartości reszt zasadowych. Potencjalny nieustrukturalniony charakter i obecność 

dodatnio naładowanych reszt sugerują, że region centralny prawdopodobnie bierze udział 

w niespecyficznej interakcji z kwasami nukleinowymi. Hipoteza ta jest pośrednio 

potwierdzona przez uzyskane w pracy wyniki. Po pierwsze, białko N oczyszcza się wspólnie 

z kwasem nukleinowym i komponenty te trudno odseparować w przeciwieństwie do NTD, 

gdzie kwas nukleinowy dysocjuje nawet przy niskich stężeniach soli. Po drugie, kompleks 

białka N z kwasami nukleinowymi jest niewrażliwy na protezę V8 w przeciwieństwie 

do izolowanego NTD i CTD, wskazując na stabilizację albo ochronę białka N za 

pośrednictwem kwasu nukleinowego. Bezpośrednie badania regionów nieustrukturalnionych 

są jednak bardzo trudne. Nie istnieje metodologia bezpośrednia. Można jedynie wnioskować 

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

5.2.2 Struktura NTD 

Struktura NTD alfa-koronawirusa NL63 rozwiązana podczas badań zaprezentowanych 

w niniejszej pracy, przypomina struktury NTD beta i gamma-koronawirusów. Występują 
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jednak znaczące różnice. Po pierwsze, NL63-NTD zawiera dodatkową krótką helisę 

obejmującą reszty Pro33-Val36, która nie występuje w żadnej z wcześniej poznanych NTD. 

Po drugie, wystający z globularnej części, przypominający palec β-arkusz obejmujący reszty 

Gln52-Leu81, przypomina konformację β-arkusza występującego w NTD IBV, ale różną od 

NTD SARS CoV i MHV, gdzie charakterystyczny układ wiązań wodorowych w obrębie β-

arkusza jest przerwany w środku. Badania przy pomocy ukierunkowanej mutagenezy 

wykazały zaangażowanie opisywanego regionu w wiązanie kwasu nukleinowego [134,147–

150]. Sztywna struktura β w tym regionie ma ograniczoną plastyczność w porównaniu do  

struktur β znalezionych w SARS i MHV gdzie układ wiązań wodorowych charakterystyczny 

dla struktury β jest przerwany w środku palca, co pozwala na większą swobodę 

konformacyjną. Na chwilę obecną jednak znaczenie opisanych powyżej różnic w wiązaniu 

kwasów nukleinowych pozostaje nieznane, a jego ustalenie wymagałoby szczegółowych 

analiz kinetycznych, spektroskopowych i strukturalnych. 

W rozwiązanej strukturze krystalicznej NTD występuje w organizacji dimerycznej. 

Monomery łączyły się jednak jedynie przez słabe oddziaływania, a dimer nie jest trwały 

w roztworze [133]. Dlatego najprawdopodobniej obserwowana dimeryzacja jest jedynie 

efektem upakowania w krysztale. Taki wniosek jest potwierdzony przez struktury 

krystaliczne domen NTD pochodzących z innych koronawirusów, które nie wykazują 

dimeryzacji [85,129,151]. 

5.2.3 Oddziaływanie NTD z kwasami nukleinowymi 

Pierwsze wskazówki eksperymentalne dotyczące strukturalnych podstaw oddziaływania NTD 

z kwasami nukleinowymi zostały dostarczone przez Lin i wsp., którzy otrzymali struktury 

krystaliczne NTD HCoV-OC43 w kompleksie z pojedynczymi nukleotydami [64]. 

Co ciekawe, przedstawiona tutaj struktura NL63-NTD nie jest kompatybilna ze sposobem 

wiązania nukleotydów jaki zaobserwowano dla NTD HCoV-OC43. Nukleotydy obecne 

w strukturze NTD HCoV-OC43 tworzą wiązania wodorowe między grupą fosforanową 

i amidem Gly68. W NL63-NTD w równoważnej pozycji występuje prolina, co wyklucza 

tworzenie analogicznego wiązania wodorowego, a ponadto łańcuch boczny proliny sterycznie 

zamyka miejsce, w którym w strukturze NTD HCoV-OC43 znajduje się grupa fosforanowa. 

Już taka bardzo niepełna analiza interakcji wskazuje, że oddziaływanie kwasu nukleinowego 

z NTD różni się w szczegółach pomiędzy NL63-NTD (alfa-koronawirus) i NTD HCoV-

OC43 (beta-koronawirus). Analogiczne konkluzje można wyciągnąć z analizy stworzonego 

modelu.  
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Struktura NTD przypomina strukturę białka U1A wiążącego RNA, którego sposób interakcji 

z kwasem nukleinowym określono doświadczalnie. Niemniej szczegółowa analiza wyklucza 

możliwość, że NTD wiąże RNA podobne do U1A z powodu różnic w charakterze 

chemicznym reszt eksponowanych na powierzchni NTD w obrębie regionu wiążącego 

scharakteryzowanego dla U1A. Do tej pory nie określono eksperymentalnie struktur innych 

białek homologicznych do NTD lub struktur kompleksu NTD i kwasu nukleinowego, które 

można by wykorzystać do modelowania homologicznego lub choćby analogicznego. Dlatego, 

aby zrozumieć sposób oddziaływania NL63-NTD z kwasami nukleinowymi posiłkowano się 

innym podejściem. Wykorzystano fakt, że w strukturze krystalicznej obecnych jest wiele 

dobrze zdefiniowanych jonów siarczanowych. Postawiono hipotezę, że pozycje i interakcje 

jonów siarczanowych powinny odzwierciedlać pozycje grup fosforanowych w kwasie 

nukleinowym ze względu na porównywalny charakter chemiczny tych ugrupowań. 

Dodatkowo przyjęto, że pewne interakcje jonów siarczanowych mogą przypominać te 

z ugrupowań cukrowych w kwasie nukleinowym. Opierając się na tych założeniach, stosując 

metodę modelowania molekularnego, zaproponowano spójny model interakcji RNA z NTD. 

W przedstawionym modelu oddziaływanie NTD - RNA odbywa się za pośrednictwem Arg61, 

Arg63 i Arg116 oraz Lys75, co jest zgodne z wynikami wcześniejszych badań metodą 

mutagenezy prowadzonych dla homologów NL63-NTD z innych gatunków [147,149,150]. 

Interakcje w modelu obejmują przede wszystkim ugrupowania łańcucha głównego kwasu 

nukleinowego, co sugeruje brak selektywności NTD względem sekwencji nukleotydowej. 

Takie przewidywania modelu zostały 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 nukleotydów znajduje się w sąsiedztwie 

miejsca wiązania nukleotydów opisanego przez Lin i wsp. [64]. Pomimo faktu, że dokładne 

miejsce jest znacząco różne w NL63-NTD w porównaniu do HCoV OC43 NTD (patrz 

powyżej), ogólna natura tego regionu - zdolność oddziaływania z kwasem nukleinowym - jest 

zachowana zgodnie z modelem proponowanym w niniejszej pracy. Zgodność modelu 

z danymi z mutagenezy NTD oraz danymi z mutagenezy prowadzonej przez innych autorów 

dla wirusów homologicznych wykazuje poprawność przyjętego modelu i porównywalny 

ogólny charakter wiązania kwasu nukleinowego w całej rodzinie koronawirusów. 

W przypadku wirusa IBV wykazano, że reszty odpowiadające pozycjom 61, 63 oraz 77 

wirusa NL63 uczestniczą w wiązaniu kwasu nukleinowego [150], a reszta odpowiadająca 

aminokwasowi w pozycji 61 zaangażowana jest w wiązanie kwasu nukleinowego przez 

HCoV OC43 [147]. Ponadto, reszty w pozycjach równoważnych pozycjom 59 i 75 [149] i 77 
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NL63 [152], są ważne dla wiązania kwasów nukleinowych przez wirusa MHV. Strukturalna 

analiza kompleksów HCoV OC43 NTD z nukleotydami oraz dane z mutagenezy punktowej 

[134] ujawniły znaczenie reszt aminokwasowych odpowiadających pozycjom 75, 77 i 116 

w NL63. Łącznie, ścisła zgodność danych dotyczących mutagenezy NTD uzyskanych dla 

domen pochodzących od różnych koronawirusów sugeruje, że pomimo znacznych różnic 

w strukturze pierwszorzędowej, ogólny schemat wiązania 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 

pochodzących z beta-koronawirusów. Niewielkie różnice występują jedynie w centralnym 

arkuszu β, który jest dłuższy w obrębie dimeru NL63-CTD w porównaniu z dwiema innymi 

dostępnymi strukturami białek homologicznych (z SARS i IBV). Dalsze niewielkie różnice 

można zaobserwować w regionach kontaktu z roztworem, jednak rejony te charakteryzują się 

wyższymi wartościami czynnika temperaturowego (ang. B factor), a więc zapewne jeszcze 

większą ruchliwością w roztworze. Stąd te ostatnie różnice nie wydają się istotne. Niewielkie 

różnice międzygatunkowe wskazują na rolę konserwacji strukturalnej CTD w 

fizjologii koronawirusów. Jak zauważono już wcześniej dla innych koronawirusów, struktura 

CTD przypomina ponadto białko nukleokapsydowe arteriwirusa, wirusa świńskiego zespołu 

rozrodczo-oddechowego, co sugeruje pewne analogie w tworzeniu nukleokapsydów [153].  

W strukturze CTD dwa monomery w kształcie litery C tworzą ścisły spleciony dimer 

stabilizowany przez wiele wiązań wodorowych i oddziaływania hydrofobowe. Rozległe 

interakcje pośredniczące w tworzeniu dimeru utrzymują go także w roztworze, jak wykazano 

w sączeniu molekularnym (Rysunek 15B). Wynik taki sugeruje, że podstawową jednostką 

organizacyjną w nukleokapsydzie jest dimer białka N. Ponadto CTD wykazuje skłonność 

do agregowania w roztworze, co może odzwierciedlać kolejne etapy składania 

nukleokapsydu. 

Co ciekawe, powierzchnię elektrostatyczną CTD charakteryzuje pasmo donorów wiązań 

wodorowych otaczających jedną stronę dimeru. Można spekulować, że powierzchnia taka 

zapewnia dodatkowe miejsce oddziaływania dla kwasu nukleinowego. Rzeczywiście, niektóre 

badania sugerują, że CTD oddziałuje z RNA [49]. Niemniej jednak, w przypadku NL63-CTD 

możliwa interakcja jest względnie słaba, jeśli w ogóle występuje, ponieważ nie udało się 

wykryć wiązania kwasu nukleinowego do CTD w żadnym z wcześniej wykonanych testów 

[133]. 



79 
 

 

Zarówno nieuporządkowane, jak i uporządkowane regiony białka N są zaangażowane 

w samoorganizację kompleksu białko / RNA w czwartorzędowe struktury, których nie da się 

opisać przez charakterystykę izolowanych domen. Opracowanie spójnego modelu składania 

nukleokapsydu koronawirusa wymaga jeszcze szeregu badań. Prace przedstawione w tej 

rozprawie stanowią jednak solidną podstawę do opisu jednego z wstępnych etapów wiązania 

RNA wirusowego przez białko N. 

Podsumowując, struktury funkcjonalnych domen białka nukleokapsydu NL63 i proponowany 

model wiązania RNA zapewniają wgląd w początkowe etapy składania nukleokapsydu 

w rodzinie alfa-koronawirusów. Jednocześnie, mimo wielokrotnie podejmowanych prób 

krystalizacji białka nukleokapsydu pełnej długości oraz białka nukleokapsydu pełnej długości 

w kompleksie z kwasem nukleinowym nie uzyskano kryształów. Tym samym analiza 

dalszych etapów składania nukleokapsydu koronawiruswoego wymaga dalszych badań. 
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6. Wnioski 

 

Podsumowując osiągnięcia przedstawione w niniejszej rozprawie należy wymienić 

następujące płynące z nich wnioski: 

1. Białko P5 jest lityczną transglikozylazą. Badania specyficzności substratowej 

enzymu P5 ujawniły produkty reakcji charakterystyczne dla rodziny litycznych 

transglikozylaz co jednoznacznie potwierdziło mechanizm reakcji katalizowanej przez ten 

enzym. Jednocześnie z dużym prawdopodobieństwem wykluczono sugerowaną wcześniej 

aktywność proteazową białka. 

2. Reszta E95 oraz pętla obejmująca reszty aminokwasowe 192-217 są ważne dla 

aktywności enzymatycznej P5. Rozwiązanie struktury trzeciorzędowej i analiza mutacyjna 

pozwoliły na wytypowanie i potwierdzenie reszt zaangażowanych w wiązanie substratu i 

katalizę. 

3. N- i C-terminalne subdomeny regulują aktywność domeny katalitycznej. Analiza 

aktywności mutein delecyjnych wykazała jednoznacznie rolę N- i C- końcowych subdomen  

w aktywności białka. Rolę subdomeny C- końcowej wyjaśniono w sposób mechanistyczny. 

4. N końcowa domena ludzkiego koronawirusa NL63 posiada strukturę podobną do 

zamkniętej dłoni z jednym wystającym palcem. Wykazano, że domena ta jest strukturalnie 

homologiczna do podobnych funkcjonalnie domen z innych koronawirusów. 

5. Kwasy nukleinowe oddziałują z NTD ludzkiego koronawirusa NL63 poprzez 

dodatnio naładowane łańcuchy boczne białka. Opracowano model in silico wiązania kwasu 

nukleinowego do NTD. Przewidywania modelu zostały pozytywnie zweryfikowane 

eksperymentalnie. 

6. Domena C-końcowa białka N ludzkiego koronawirusa NL63 jest dimerem 

stabilnym w roztworze. Poznano strukturę domeny CTD wykazując, że CTD jest ciasno 

splecionym dimerem co zapewnia zachowanie dimerycznej struktury w roztworze. 

Tym samym osiągnięto oba stawiane w pracy cele, tj. (i) wyjaśnienie kontrowersji 

dotyczących mechanizmu działania białka P5 z faga ф 6 oraz (ii) opracowanie charakterystyki 

strukturalnej i funkcjonalnej białka N ludzkiego koronawirusa NL63. 
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