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WYKAZ SKROTOW

Wykaz skrotow stosowanych w pracy

14-3-3 (ang. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, theta
polypeptide) polipeptyd teta biatka aktywujgcego 3-monooksygenaze tyrozyny/5-monooksygenaze
tryptofanu

3’E (ang. enhancer 3’) wzmacniacz 3’

3'UTR (ang. 3’ untranslated region) 3’ - koficowy region nieulegajacy translacji

AAV (ang. Adeno-associated Virus) wirus towarzyszacy adenowirusom

ACF (ang. APOBEC1 complementation factor) czynnik komplementujacy dla APOBEC1

ADAT?2 (ang. adenosine deaminase, tRNA-specific 2) deaminaza adenozyny 2, specyficzna wobec
tRNA

AID (ang. activation-induced cytidine deaminase) deaminaza cytydyny indukowana aktywacja
limfocytéw B

Alkb (ang. alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase) dioksygenaza zalezna od kwasu alfa-
ketoglutarowego

AP (ang. apyrimidinic site) miejsce apirymidynowe

APE1 (ang. apyrimidinic endonuclease 1) endonukleaza apirymidynowa 1
APE2 (ang. apyrimidinic endonuclease 2) endonukleaza apirymidynowa 2
apoB - apolipoproteina B

APOBEC (ang. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) enzym edytujacy
mRNA apolipoproteiny B typu katalitycznego polipeptyd

ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) gen zmutowany w zespole ataksja - teleangiektazja
(koduje kinaze serynowo-treoninowa)

B29, CD79b (ang. cluster of differentiation 79, immunoglobulin-associated beta) antygen
réznicowania komoérkowego 79 beta

BATF (ang. basic leucine zipper transcription factor, ATF-like) podstawowy czynnik transkrypcyjny
typu ATF, zawierajacy motyw suwaka leucynowego

BCL-6 (ang. B-cell ymphoma 6 protein) biatko 6 zwigzane z chtoniakiem limfocytarnym B-
komérkowym

B-CLL (ang. B-cell chronic lymphocytic leukemia) przewlekta biataczka limfatyczna B-komérkowa
BCR (ang. B cell receptor) receptor limfocytéw B

BER (ang. base excision repair) mechanizm naprawy przez wyciecie zasad

BL (ang. Burkitt Lyphoma) chtoniak Burkitta

C/EBP (ang. CCAAT/enhancer binding protein) biatko wigzace wzmacniacz CCAAT

CD (ang. catalytic domain) domena katalityczna

CD154, CD40LG (ang. CD40 ligand) ligand receptora CD40

CD40 (ang. cluster of differentiation 40, TNF receptor superfamily member 5) antygen réznicowania
komoérkowego 40

CD81 (ang. cluster of differentiation 81) antygen réznicowania komérkowego 81
CDA (ang. cytidine deaminase) deaminaza cytydyny

ChIP-seq (ang. chromatin immunoprecipitation followed by massive parallel sequencing)
immunoprecypitacja chromatyny potaczona z sekwencjonowaniem nowej generacji

CSR (ang. class switch recombination) rekombinacyjne przetgczanie klas


http://www.antibodies-online.com/protein/806120/Adenosine+Deaminase+tRNA-Specific+2+ADAT2+His+tag/
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CTNNBL1 (ang. cadherin-associated protein, beta like 1) podobne do beta 1 biatko zwigzane z
kadherynami

DSBs (ang. double-stranded DNA breaks) dwuniciowe pekniecia DNA
DEMETER (ang. transcriptional activator DEMETER) aktywator transkrypcyjny DEMETER
DNA (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

Dnajal (ang. Dnaj (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1) biatko 1 podrodziny A homologéw
Dna] (Hsp40)

DNA-PK (ang. DNA-dependent protein kinase) kinaza biatkowa zalezna od DNA
DNMT (ang. DNA methyltransferase) metylotransferaza DNA

E2A (ang. E2A transcription factor) czynnik transkrypcyjny E2A

E2F (ang. E2F transcription factor) czynnik transkrypcyjny E2F

EBV (ang. Epstein-Barr Virus) wirus Epsteina-Barr

eEF1A (ang. Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha) eukariotyczny czynnik elongacji
translacji 1A

EIAV (ang. Equine Infectious Anemia Virus) wirus niedokrwisto$ci zakaznej koni

ERE (ang. estrogen response element) element odpowiedzi na estrogen

ES (ang. embrionic stem cells) embrionalne komoérki macierzyste

FAS, APO-1 (ang. fas cell surface death receptor; apoptosis antigen 1) antygen 1 apoptozy
FL (ang. Follicular Lymphoma) chtoniak grudkowy

FV (ang. Foamy Virus) wirus pienisty

Gadd45 (ang. growth arrest and DNA damage-inducible protein 45) biatko 45 indukowane
zahamowaniem wzrostu i uszkodzeniami DNA

GANP (ang. germinal center-associated nuclear protein) biatko jadrowe zwigzane z centrum
namnazania limfocytéw w grudkach limfatycznych

GC (ang. germinal center) centrum namnazania limfocytéw (in. oSrodek odczynowy) w grudkach
limfatycznych

GFP (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

HBV (ang. Hepatitis B Virus) wirus zapalenia watroby typu B

HCC (ang. hepatocellular carcinoma) pierwotny rak watrobowokomoérkowy
HCV (ang. Hepatitis C Virus) wirus zapalenia watroby typu C

HIGM2 (ang. hyper IgM syndrome 2) hiperimmunoglobulinemia M typu 2
HIGM5 (ang. hyper IgM syndrome 5) hiperimmunoglobulinemia M typu 5
HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus) ludzki wirus niedoboru odpornosci
HoxC4 (ang. homeobox C4) kaseta homeo C4

HPV (ang. Human Papilloma Virus) ludzki wirus brodawczaka

Hsp40 (ang. heat shock protein 40) biatko szoku cieplnego 40

Hsp70 (ang. heat shock protein 70) biatko szoku cieplnego 70

Hsp90 (ang. heat shock protein 90) biatko szoku cieplnego 90

HSV (ang. Herpes Simplex Virus) wirus opryszczki pospolitej

iE (ang. intronic enhancer) wzmacniacz intronowy

IL13 (ang. interleukin 13) interleukina 13


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=15879
http://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0CEAQFjAG&url=http%3A%2F%2Fgenesdev.cshlp.org%2Fcontent%2F13%2F8%2F916.long&ei=lZ6VU7OBCKev7QbNx4CwBA&usg=AFQjCNGQwbF3supQqRBaM8FFCqQDBBWzRQ&sig2=MkbwI-WNd8EL7adOvNzwDw&bvm=bv.68445247,d.ZGU
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IL1pB (ang. interleukin 1f) interleukina 13

IL4 (ang. interleukin 4) interleukina 4

iPSC (ang. induced pluripotent stem cells) indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste
KAP1 (ang. KRAB-associated protein-1) biatko 1 towarzyszace biatku KRAB

LPS (ang. lipopolysaccharide) lipopolisacharyd

MB, PSMB5 (ang. proteasome subunit, beta type, 5) podjednostka 5 proteasomu, typu beta

MBD4 (ang. methyl-CpG binding domain protein 4) biatko 4 z domeng wigzaca zmetylowane
motywy CpG

MCL (ang. mantle cell ymphoma) chtoniak z komérek ptaszcza

MHCC (ang. matastatic hepatocellular carcinoma) przerzutowy pierwotny rak
watrobowokomoérkowy

miRNA (ang. microRNA) mikro RNA

MLV (ang. Murine Leukemia Virus) mysi wirus biataczki

MM (ang. multiple myeloma) szpiczak mnogi

MMR (ang. mismatch repair) mechanizm naprawy niesparowanych zasad
mRNA (ang. messenger RNA) matrycowy (informacyjny) RNA

MSH2 (ang. mutS homolog 2) homolog 2 biatka mutS

MSH®6 (ang. mutS homolog 6) homolog 6 biatka mutS

MYB (ang. v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog) homolog onkogenu v-myb wirusa
ptasiej mieloblastozy

MYC (ang. v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) homolog onkogenu v-myc wirusa
ptasiej biataczki

NANOG (ang. nanog homeobox protein) biatko homeokasety nanog

Nbs1 (ang. Nijmegen breakage syndrome protein 1) biatko 1 zespotu Nijmegen

NER (ang. nucleotide excision repair) mechanizm naprawy mutacji przez wyciecie nukleotydoéw
NES (ang. nuclear export signal) sygnat eksportu jadrowego

NEUROD2 (ang. neuronal differentiation 2) czynnik 2 r6znicowania neuronéw

NFkB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) czynnik jadrowy kappa B
NHE] (ang. non-homologous end joining) niehomologiczne taczenie koncow

NLS (ang. nuclear localization signal) sygnat lokalizacji jadrowej

NMR (ang. nuclear magnetic resonance) spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego
OCT4 (ang. octamer-binding transcription factor 4) czynnik transkrypcyjny 4 wigzacy oktamer
P19, CDKN2D (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2D) inhibitor 2D kinazy zaleznej od cyklin
P53, TP53 (ang. tumor protein p53) supresor nowotworéw p53

PAX5 (ang. paired box 5) sparowana kaseta 5

PGCs (ang. primordial germ cells) pierwotne komoérki ptciowe

PIM1 (ang. proviral insertion site in moloney murine leukemia virus 1) onkogen/kinaza pim-1
PKA (ang. protein kinase A) kinaza biatkowa A

PRE (ang. progesterone binding element) element wigzgcy progesteron

PTBP2 (ang. polypyrimidine tract binding protein 2) biatko 2 wigzace trakty polipyrimidynowe

RAS (ang. rat sarcoma viral onkogen homolog) homolog onkogenu szczurzego wirusa miesaka
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RB1 (ang. retinoblastoma 1) biatko 1 zwiazane z siatkéwczakiem

RHOH (ang. ras homolog family member H) biatko H rodziny homologéw biatek ras
RNA (ang. ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy

ROS (ang. repressor of silencing 1) represor wyciszania 1

RPA (ang. replication protein A) biatko replikacyjne A

SHM (ang. somatic hypermutation) hiperzmienno$¢ somatyczna

SIV (ang. Simian Immunodeficiency Virus) matpi wirus niedoboru odpornosci
Smad3 (ang. SMAD family member 3) biatko 3 rodziny SMAD

Smad4 (ang. SMAD family member 4) biatko 4 rodziny SMAD

SMUG (ang. single - strand selective monofunctional uracil-DNA glycosylase) jednofunkcyjna
glikozylaza uracylo-DNA selektywna wobec ssDNA

Sp1 (ang. specificity protein 1) biatko specyficznosci 1
Sp3 (ang. specificity protein 3) biatko specyficznosci 3

Spt5 (ang. suppressor of Ty (yeast transposable elements) 5; transcription elongation factor Spt5)
supresor Ty5, transkrypcyjny czynnik elongacyjny Spt5

SRSF1 (ang. serine/arginine-rich splicing factor 1) czynnik 1 dojrzewania mRNA bogaty w
seryny/argininy

SSBs (ang. single-strand DNA breaks) jednoniciowe pekniecia DNA
ssDNA (ang. single-stranded DNA) jednoniciowy kwas deoksyrybonukleinowy

STAT®6 (ang. signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced) transduktor
sygnatu i aktywator 6 transkrypcji indukowany interleuking 4

TACI (ang. transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor)
transbtonowy aktywator i modulator wapnia oddziatujacy z ligandem dla cyklofiliny

TadA (ang. tRNA-specific adenosine deaminase A) deaminaza A adenozyny specyficzna wobec tRNA
TDG (ang. thymidyne-DNA glycosylase) glikozylaza tymidyno-DNA

TET (ang. Ten-eleven-translocation methylcytosine dioxygenase) dioksygenaza 5-metylocytydyny
TGF-B (ang. transforming growth factor beta) transformujacy czynnik wzrostu beta

TLR (ang. toll-like receptor) receptor toll-podobny

TLS (ang. translesion synthesis polymerase) polimeraza przeprowadzajaca synteze ponad
uszkodzeniami

TNFa (ang. tumor necrosis factor alpha) czynnik alfa nekrozy nowotworéow
TP53BP1(ang. tumor protein p53 binding protein 1) biatko 1 wiazace biatko TP53
Trim28 (ang. tripartite motif containing 28) biatko 28 zawierajace motyw tréjdzielny
tRNA (ang. transfer RNA) transportujacy (transferowy) RNA

UDG (ang. uracil-DNA glycosylase) glikozylaza uracylo-DNA

VIF (ang. viral infectivity factor) wirusowy czynnik infekcyjno$ci

VLRs (ang. variable [ymphocyte receptors) zmienne receptory limfocytéw T i B

Xpo1l (ang. exportin 1) eksportyna 1


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=9884
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WPROWADZENIE

1. WPROWADZENIE

Podstawowym wyzwaniem przed jakim stoja wszystkie znane nam formy zycia
jest stworzenie warunkéw umozliwiajacych zachowanie wlasnego materiatu
genetycznego w niezmienionej postaci co najmniej do momentu przekazania go
nastgpnemu pokoleniu. Nic zatem dziwnego, ze w toku ewolucji organizmy rozwingty
szereg skomplikowanych mechanizméw naprawy mutacji, aby minimalizowa¢ ilo$¢
uszkodzen i bledéw powstajacych w genomie. Tymczasem, wbrew przedstawionej
powyzej regule u kregowcow pojawita si¢ rodzina biatek, majacych unikatowa zdolnos¢
wprowadzania mutacji zarowno do tancuchow DNA jak i RNA przez deaminacje
cytydyny do urydyny (rodzina bialek AID/APOBEC). Bialka AID/APOBEC biora
zatem udziat w procesach fizjologicznych, w ktérych wzrost zmienno$ci genetycznej
jest korzystny dla organizmu. Ze zjawiskiem tego typu mamy do czynienia
w przypadku swoistej oraz nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, procesOw
epigenetycznych  lub  edycji mRNA. Obecnie najintensywniej  badanym
przedstawicielem tej stosunkowo niedawno odkrytej rodziny biatek jest ludzka
deaminaza cytydyny indukowana aktywacja limfocytow B (ang. activation-induced
cytidine deaminase, AID). Enzym ten, w aktywowanych antygenem limfocytach B,
indukuje procesy zmiennos$ci przeciwcial prowadzac w konsekwencji do produkcji
immunoglobulin specyficznych wobec antygenu 1 wykazujacych rézne witasciwosci
efektorowe. Najnowsze dane literaturowe wskazuja, ze AID poprzez zdolnosé
deaminacji SmC, moze rowniez bra¢ udziat w aktywnej globalnej demetylacji genomu.
W tym kontekscie AID moze mie¢ bezposredni wplyw na proces reprogramowania
epigenetycznego, regulacje ekspresji gendéw i zjawisko pluripotencji komorek.
Konsekwencje dziatania AID, pomimo prostych wilasciwosci katalitycznych tego
biatka, moga by¢ zatem zaskakujaco istotne.

Kolejna przyczyna, dla ktorej AID przyciaga uwage wielu naukowcow jest
potencjatl onkogenny wpisany w fizjologiczna funkcje tego biatka. AID moze bowiem
destabilizowaé genom, wprowadzajac do niego liczne mutacje punktowe lub indukujac
proces jego rearanzacji. Biatko to jest wigc obiecujacym celem terapii nie tylko
schorzen immunologicznych ale i nowotworowych. Mimo ze od odkrycia AID
uptyneto ponad 15 lat, nadal nie znamy odpowiedzi na wiele podstawowych pytan

dotyczacych mechanizméw molekularnych lezacych u podioza jej aktywno$ci. Wyniki
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badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej stanowia probeg

znalezienia odpowiedzi na niektére z tych niezwykle fascynujacych pytan.

1.1. Rodzina bialek AID/APOBEC

U cztowieka zidentyfikowano 11 gendéw kodujacych biatka nalezace do rodziny
AID/APOBEC: APOBEC1' (ang. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 1), APOBEC2, AID (ang. activation-induced cytidine deaminase),
7 biatek grupy APOBEC3 (od A do H) oraz APOBEC4. Mimo ze bialtka te katalizuja tg
sama reakcje¢ (deaminacji cytydyny do urydyny), to petia rézne funkcje biologiczne.
AID i APOBEC3 deaminuja cytydyng w jednoniciowym DNA (ang. single-stranded
DNA, ssDNA) biorac udziat w odpowiedzi immunologicznej odpowiednio nabytej
i wrodzonej. APOBECI1 edytuje mRNA apolipoproteiny B (biatka zaangazowanego
w transport lipidow). Funkcje biatek APOBEC2 i APOBEC4 nie sa znane. Generalnie,
nasza wiedza na temat roli biologicznej catej rodziny AID/APOBEC jest bardzo

ograniczona.

1.1.1. Ewolucja i organizacja genéw

Pierwsze testy aktywno$ci enzymatycznej AID sugerowaty, ze in vitro enzym
ten moze deaminowac¢ wolng cytydyng [1]. Kolejne badania nie potwierdzity jednak tej
obserwacji. Obecnie uwaza sig, ze biatka z rodziny AID/APOBEC deaminuja cytydyng
obecna w tancuchach DNA lub RNA, a wolna cytydyna nie jest ich substratem [2, 3].
Kazde biatko z tej rodziny ma jedna lub dwie domeny deaminazowe (ang. catalytic
domain, CD). Domeng katalityczna deaminaz cytydyny tworzy wspolny dla wszystkich
biatek z tej rodziny motyw: His-X-Glu-X-23.28-Pro-Cys-X-Cys, w ktorym histydyna
i dwie cysteiny koordynuja atom cynku [2]. Przodek tych biatek wyodrebnit si¢
z nadrodziny deaminaz zaleznych od cynku juz u wczesnych krggowcow [4]. Na
podstawie licznych podobienstw strukturalnych i funkcjonalnych, przyjeto uwazaé, ze
rodzina bialek AID/APOBEC wywodzi si¢ z grupy deaminaz adenozyny
(TadA/ADAT?2), przeksztalcajacych adenozyng do inozyny w tRNA zaréwno
u Prokaryota jak i Eukaryota. Biatka TadA/ADAT2 modyfikuja wystepujaca
w antykodonie adenozyng trzydziesta czwarta do inozyny. W efekcie, edytowany tRNA

moze rozpoznawa¢ wigcej niz jeden kodon. O ewolucyjnym pokrewienstwie biatek

! Rozwinigcie wszystkich skrotow uzytych w niniejszej rozprawie doktorskiej znajduje sie w wykazie
skrotow. Rozwinigcie wazniejsze skrotow zostato ujete rowniez w teksScie.
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AID/APOBEC oraz deaminaz adenozynowych dziatajacych na tancuchy
polinukleotydowe $wiadczy kilka faktow. Po pierwsze struktura krystaliczna APOBEC?2
wykazuje znaczne podobienstwo do bakteryjnego biatka TadA [5, 6]. Sugeruje to
zachowawczo$¢ mechanizmu, zgodnie z ktorym rozpoznawane i deaminowane sa
zasady w tancuchach DNA/RNA. Po drugie deaminaza adenozyny (ADAT?2)
z Trypanosoma, w systemie bakteryjnym, wykazuje zdolno$¢ deaminacji cytydyny
w DNA [7]. Po trzecie powstanie biatek AID/APOBEC z deaminaz puryn wydaje si¢
by¢ rowniez bardziej prawdopodobne niz z rodziny deaminaz wolnej cytydyny.
Przyjmuje si¢ bowiem, ze ewolucyjnie tatwiejszym procesem jest modyfikacja kieszeni
katalitycznej niz utworzenie de novo struktury rozpoznajacej i wiazacej tancuch
polinukleotydowy [2].

Jak juz wspomniano, rodzina biatek AID/APOBEC pojawita si¢ po raz pierwszy
u wczesnych krggowcow (Rysunek 1.1.1). Ze wzgledu na petlione funkcje AID
i APOBEC3 w mechanizmach odporno$ciowych, ewolucje tych biatek wiaze sig
z ewolucja ukladu immunologicznego. AID jest uwazana za najstarszego czlonka
rodziny AID/APOBEC. Biatko to wystgpuje u ryb kostnoszkieletowych np. Danio
rerio, a jego homolog pojawia si¢ u bezzuchwowcow, ktorych przedstawicielem jest
mindg. Sugeruje to, ze zaangazowanie bialek AID/APOBEC w procesy
immunologiczne jest ewolucyjnie starsze niz np. geny immunoglobulin. Przypuszcza
sig, ze u wczesnych kregowcoOw AID bierze udzial w generowaniu zmiennosci
receptoréw limfocytarnych (ang. variable lymphocyte receptors, VLRS), na ktorych to
oparty jest uktad odporno$ciowy tych organizméw [8]. Sekwencje kodujace receptory
VLRs zawieraja liczne powtdrzenia, ktore ulegaja przynajmniej jednemu etapowi
réznicowania. Istnieje szereg przeslanek §wiadczacych, ze homolog AID moze by¢
zaangazowany w ten proces. Wskazuja one na S$cisla koewolucj¢ rodziny biatek
AID/APOBEC i ukladu immunologicznego kregowcoéOw [4]. Geny kodujace biatka
APOBEC2 i 4 pojawiaja si¢ u ryb chrzegstnoszkieletowych. Ze wzgledu jednak na
nieznang funkcje tych bialek, biologiczne znaczenie tego faktu pozostaje zagadka.
Znacznie mlodsze ewolucyjnie geny bialek APOBEC1 i APOBEC3 pojawiaja sig,
odpowiednio, u ssakow i ssakow tozyskowych. APOBECI jako jedyny przedstawiciel
rodziny AID/APOBEC ma zdolno$¢ do edycji RNA in vivo. Ponadto biatko to
zachowuje czesciowa zdolnosé do edycji SSDNA [9]. Aktywnos¢ ta moze wskazywac
na dodatkowa, jeszcze nieodkryta funkcje APOBECL. Najmtodsza podrodzing tworza
biatka APOBEC3. Ich ewolucja u ssakow tozyskowych jest unikalnym przykladem
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ukazujacym w jaki sposob zduplikowane geny moga nabywaé¢ nowych funkcji pod

wptywem presji selekcyjnej.
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Rysunek 1.1.1. Pojawianie si¢ kolejnych genow bialek AID/APOBEC w trakcie filogenezy

kregowcow. Na podstawie [4, 10]

Peliejszy wglad w ewolucje rodziny bialek AID/APOBEC daje analiza

struktury kodujacych je gendéw. Geny wigkszosci biatek z rodziny AID/APOBEC

sktadaja si¢ z pigciu eksonow 1 jest to cecha wspdlna z grupa gendw deaminaz

TadA/ADAT2 oraz genéw deaminaz wolnej cytydyny. Miejsce Katalityczne tych

enzymow kodowane jest przez ekson trzeci. W przeciwienstwie do pozostalych biatek

rodziny AID/APOBEC, geny kodujace APOBEC2 i 4 maja odpowiednio tylko dwa

i trzy eksony, przy czym uwaza sig¢, ze sekwencja kodujaca miesci si¢ glownie

w obrebie eksonu drugiego (Ki

Ika reszt aminokwasowych kodowanych przez ekson
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pierwszy APOBEC2® nie wykazuje podobienstwa do zadnej znanej sekwencji
aminokwasowej). Ograniczenie liczby eksonow w APOBEC2 i 4 wskazuje, ze geny te
powstaty na drodze wczesnej retrotranspozycji. APOBECL i 3, ktore wyewoluowaty
pozniej, powstaty na drodze kilku nastepujacych po sobie duplikacji locus AID. Locus
APOBEC1 powstato przez odwrotna duplikacj¢ locus AID na tym samym chromosomie
(u cztowieka chromosom 12). U wigkszosci ssakow oba loci dzieli region o dtugosci
okoto 40 kpz, a u naczelnych o dlugosci okoto 1 Mpz. APOBEC1 w tej samej co AID
orientacji wystepuje u torbaczy, locus APOBEC3 pojawia si¢ podczas dywergencji linii
torbaczy i tozyskowcow. Pierwotna duplikacja genu zajmujacego to locus u przodka
ssakow tozyskowych uformowata dwa geny: APOBEC3 i 3s, ktore nastgpnie
ewoluowaty przez wielokrotne duplikacje i fuzje. U niektoérych grup zwierzat, takich
jak: gryzonie, $winiowate i kretorogie, te dwa pierwotne geny potaczyly si¢ tworzac
jeden, z dwiema domenami katalitycznymi. U innych grup, takich jak: naczelne,
koniowate, nietoperze i kotowate, jeden z dwoch gendéw ulegt wielokrotnej duplikacji
tworzac szereg genéw APOBEC3. U naczelnych locus APOBECS jest najwigksze.
Sktada si¢ na nie 7 obecnie znanych genow biatek APOBEC3. Przypuszcza sig, ze
glowny wptyw na ewolucje APOBEC3 u naczelnych miata presja selekcyjna wywierana
przez retrowirusy i retroelemeny. Genomy retrowirusowe i retroelementy sa bowiem
obiektami docelowymi dla biatek APOBEC3 [2, 4, 11-13].

1.1.2. Funkcje

Pierwszym odkrytym bialkiem rodziny AID/APOBEC bylo biatko APOBECI.
Biatko to potranskrypcyjnie modyfikuje mRNA apolipoproteiny B (apoB) przez
deaminacj¢ cytydyny w pozycji 6666. APOBEC1 generuje w ten sposob dodatkowy
kodon STOP. W rezultacie powstaja dwie alternatywne formy apoB. Kazda z form
apoB pelni inna funkcje biologiczna: dtuzsza apoB-100 jest odpowiedzialna za transport
endogennie syntetyzowanych triglicerydow i cholesterolu, a skrocona apoB-48 bierze
udziat we wchlanianiu i transporcie egzogennych triglicerydéw oraz wchodzi w sktad
chylomikronéw. Cho¢ mechanizm edycji mRNA przez APOBECI1 zostal pokazany
jedynie dla mRNA apoB, to hipotetycznie biatko to moze bra¢ udzial réwniez
w potranskrypcyjnym edytowaniu innych mRNA [14].

2 W niniejszej rozprawie doktorskiej przyjeto zasade pisowni nazw genéw kursywa, a nazw biatek bez
kursywy. Dla zachowania czytelno$ci pracy pominigto zasade rdéznicowania pisowni gendéw ludzkich i
zwierzgcych przy pomocy wielkosci liter.
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Funkcja biologiczna APOBEC2 i APOBEC4 nie jest znana. APOBEC2, znany
réwniez jako ARCD-1, ulega ekspresji glownie w mig$niu sercowym i mig$niach
szkieletowych. Jak dotad substrat in vivo dla APOBEC2 nie zostat zidentyfikowany.
Podczas gdy inne biatka z tej rodziny przejawiaja aktywnos$¢ deaminazowa nawet przy
braku kofaktoréw, APOBEC2 nie wykazuje aktywnos$ci enzymatycznej w warunkach
in vitro. Obecnos¢ APOBEC2 jest jednak kluczowa dla rozwoju migéni co wskazuje na
jego nieokreslona ale specyficzna funkcje w migsniu sercowym 1 migsniach
szkieletowych [15]. Pokazano rowniez, ze transgeniczne myszy z nadprodukcja tego
biatka rozwijaja nowotwory ptuc i watroby [16]. O istnieniu genu APOBEC4 $wiadcza
jedynie analizy bioinformatyczne. Jak dotad jego ekspresji nie stwierdzono w zadnej
tkance. Sugeruje si¢ jedynie mozliwos¢ jego ekspresji w jadrach. Podobnie jak
APOBEC?2, biatko APOBEC4 nie przejawia aktywnosci in vitro. By¢ moze jest ono
funkcjonalne tylko w obecnosci specyficznych kofaktorow [15, 17, 18].

1 ) 20 H56-C87-C90 110 148 183 198 aa
N NES C

HELISA MIEJSCE PSEUDOAKTYWNE

MOTYW DEAMINAZOWY
{55-94aa)

DOMENA CHARAKTERYSTYCZNA DLA
BIALEK AID/APOBEC
(119 - 181aa)

Rysunek 1.1.2. Organizacja domenowa deaminazy cytydyny indukowanej aktywacja limfocytow B
(AID). Organizacja domenowa zostata przewidziana na podstawie podobienstwa sekwencji z innymi
biatkami AID/APOBEC. Na rysunku zaznaczono poszczegdlne domeny z wyszczegdlnieniem ich pozycji
w sekwencji aminokwasowej AID. NLS — sygnat lokalizacji jadrowej, NES — sygnat eksportu jadrowego,

H56-C87-C90 — pozycje motywu koordynujacego atom cynku w miejscu aktywnym. Na podstawie [19].

Deaminaza cytydyny indukowana aktywacja limfocytow B (ang. activation-
induced cytidine deaminase, AID) jest najlepiej poznanym przedstawicielem rodziny
AID/APOBEC. Jest to biatko o masie 24 kDa, ktérego struktura trzeciorzegdowa nie
zostala jak dotad poznana. Rysunek 1.1.2. ilustruje organizacj¢ domen AID,
przewidywanag na podstawie podobienstwa sekwencji z innymi biatkami AID/APOBEC.
W $wietle dotychczasowych badan wydaje si¢, ze podstawowa funkcja AID jest
inicjowanie procesow odpowiedzialnych za zmienno$¢ przeciwcial. Mechanizmy
molekularne lezace u podloza tej aktywnosci zostana szczegétowo omowione

w dalszych rozdziatach tej pracy.
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Tabela 1.1.1. Bialka rodziny AID/APOBEC. Poréwnanie ich funkcji, preferowanych motywow
sekwencyjnych w obrgbie czasteczek DNA/RNA oraz sekwencji kodujacych petle odpowiedzialng

za specyficzno$¢ substratowa (opis w podrozdziale 1.1.3). Na podstawie [15, 17].

SEKWENCJA
PREFEROWANY AMINOKWASOWA PETLI
BIALKO MOTYW ODPOWIEDZIALNEJ ZA FUNKCJA
SEKWENCYJNY SPECYFICZNOSC
SUBSTRATOWA
AID WRCY* (DNA) 112 RLYFCEDRK inicjowanie proceséw zmiennosci
przeciwciat;
mozliwa inhibicja retroelementow
i wirusow takich jak: HSV®, HBV
APOBEC1 IC6666 (ApoB mRNA) 220 RLFWHMDQQ potranskrypcyjna modyfikacja
G/CTC (DNA) mRNA apoB;
mozliwa inhibicja retroelementéw
i wiruséw takich jak: HSV, HBV
APOBEC2 Nieznany 153 RLFMWEEPE nieznana
APOBEC3A T/CCA (DNA) 123 RIYDYDPL inhibicja retroelementow i wiruséw
takich jak: HSV, HBV, HPV, HIV,
MLV, AAV
APOBEC3B CI/GTC (DNA) 122 RLYYYWERD (CD1) inhibicja retroelementow i wirusow
a1 RIYDYDPL  (CD2) takich jak: HBV
APOBEC3C TC/TC (DNA) 1220 RLYYFQYPC inhibicja retroelementow i wiruséw
takich jak: HSV, HBV, HPV
APOBEC3DE WWC (DNA) 135 RLYYYRDR (CD1) inhibicja wirusow takich jak: HIV,
219 RLCYFWDTD (CD2) SIvV
APOBEC3F TTC (DNA) 121 RLYYYWERD (CD1) inhibicja retroelementow i wirusow
30s RLYYFWDTD (CD2) takich jak: HBV, HIV, SIV, EIAV,
FV
APOBEC3G CCC (DNA) 120 RLYYFWDPD (CD1) inhibicja retroelementéw i wiruséw
313 RIYDDQGR  (CD2) takich jak: HSV, HBV, HIV, SIV,
MLV, EIAV, FV
APOBEC3H Nieznany 111RLYYHWCKP inhibicja wirusow takich jak: HBV,
HPV, HIV, SIV
APOBEC4 Nieznany brak podobienstwa nieznana

*W=AIT;R=A/G,Y=CIT

Grupa bialek APOBEC3 jest zaangazowana w unieczynnianie €gzo-

I endogennych zagrozen, zwiazanych z aktywnos$cia retrowirusow i elementow
ruchomych w genomie.

Tym samym bialtka te pelnia zasadnicze funkcje

¥ Rozwiniecie skrotow nazw wiruséw znajduje sie w wykazie skrotow.
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w mechanizmach odporno$ci wrodzonej [20]. Pierwszym dowodem przemawiajacym za
taka wtasnie rola biatek APOBEC3 bylo odkrycie, ze APOBEC3G bierze udziat
w unieczynnieniu wirusa HIV pod nieobecnos¢ wirusowego biatka VIF. Biatko
APOBEC3G deaminuje wirusowy DNA i w ten sposob zaburza synteze formy
dwuniciowej lub prowadzi do jej degradacji przez komérkowe enzymy naprawcze. Co
ciekawe, w odpowiedzi wirus HIV wytworzyl mechanizm przeciwdziatajacy anty-
retrowirusowej aktywnosci APOBEC3G. Biatko VIF wigze APOBEC3G i indukuje
jego degradacje w proteasomie oraz zapobiega jego wbudowywaniu do wirionow
potomnych® [21, 22]. Ludzkie APOBEC3G nie jest zatem skuteczne wobec wirusa
HIV. W badaniach in vitro skutecznie unieczynnia ono malpiego wirusa niedoboru
odpornosci (SIV). Przypuszcza sig, ze polimorfizm tego bialka jest zrodiem bariery
migdzygatunkowej przy przenoszeniu si¢ SIV u naczelnych [10, 23, 24]. Wszystkie
biatka APOBEC3 stanowia element mechanizméw odpowiedzialnych za odpornosé
wrodzona. Enzymy te deaminuja genomy wiruséw, rézniac si¢ przy tym preferowanym
kontekstem sekwencyjnym, w ktorym usytuowana jest podlegajaca modyfikacji
cytydyna. Hamuja one rOwniez przenoszenie si¢ retroelementow W genomie.
Zestawienie funkcji i preferowanych motywow sekwencyjnych poszczegdlnych biatek
APOBEC3 zawiera Tabela 1.1.1. [20]. W niektorych uktadach doswiadczalnych
réwniez APOBECI1 1 AID wykazuja aktywno$¢ wzgledem retroelementow 1 wirusow

[25-29]. Sugeruje to, ze i te biatka moga warunkowac odporno$¢ wrodzona.

1.1.3. Struktura i wlasciwosci biochemiczne

Wszystkie bialka z rodziny AID/APOBEC katalizuja t¢ sama reakcjg, choc
petnia odmienne funkcje biologiczne. Jak juz wspomniano, centrum Katalityczne tych
enzymow tworzy charakterystyczny motyw: His-X-Glu-X-;3.28-Pro-Cys-X-Cys,
W obrebie ktorego histydyna i dwie cysteiny koordynuja atom cynku [2]. Postulowany
mechanizm katalizowanej przez AID/APOBEC reakcji deaminacji cytydyny do
urydyny zaktada nukleofilowy atak hydroksylu na grupg aminowa przy weglu C4.
Hydroksyl ten powstaje w wyniku aktywacji i rozczepienia czasteczki wody
(koordynowanej przez kation cynkowy (Zn®")) przy udziale zdeprotonowanej grupy
karboksylowej reszty glutaminianu E58. E58 dziata nastgpnie jako donor protonu

* Pod nieobecno$¢ wirusowego biatka VIF, APOBEC3G wiaze si¢ do wirusowego RNA i wraz z nim
zostaje wbudowane do wirionéw potomnych. W kolejnej zakazonej komorce biato to zaburza odwrotna
transkrypcj¢ deaminujac powstajace DNA.
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wobec azotu N3 tworzac z nim wigzanie wodorowe. Hydroksyl natomiast jest donorem
protonu dla odtaczanej grupy aminowej [3]. Mechanizm ten zostal zaproponowany na
podstawie informacji uzyskanych dla bakteryjnej deaminazy dziatajacej na wolna
cytydyne. Wydaje si¢ on by¢ wspolny dla calej nadrodziny deaminaz cytydyny
zaleznych od cynku.

Rysunek 1.1.3. Struktury krystaliczne bialek z rodziny AID/APOBEC. A) Struktura krystaliczna
niescharakteryzowanego funkcjonalnie APOBEC2 (PDB 2nyt) [5]. B) Struktura krystaliczna aktywnej
domeny katalitycznej biatka APOBEC3G (PDB 3elu) [30]. Na rysunkach cyframi od 1 do 5 zaznaczono
kolejne harmonijki . Helisy a oznaczono hl-h6. Czerwone punkty uwidaczniaja potozenie kationow

cynkowych. Reprodukcja za zgoda © Nature Publishing Group [5, 30].

Biorac pod uwage poznane struktury krystaliczne biatek AID/APOBEC, czyli
strukture¢ niescharakteryzowanego funkcjonalnie APOBEC2 (Rysunek 1.1.3.A) oraz
struktur¢ aktywnej domeny katalitycznej biatka APOBEC3G (Rysunek 1.1.3.B),
przypuszcza sig, ze kieszen katalityczna biatek z tej rodziny tworzy charakterystyczny
uktad struktur drugorzegdowych — pig¢ harmonijek B 1 dwie helisy a, w obrgbie ktorych
umiejscowiona jest histydyna i dwie cysteiny koordynujace atom cynku [31].
Interesujace jest rowniez, ze niektore biatka APOBEC3 (doktadnie APOBEC3B, 3DE,
3F, 3G) posiadaja dwie domeny Kkatalityczne, przy czym N-terminalna domena
katalityczna (CD1) APOBEC3G i 3F jest nieaktywna. Umiejscowienie domen
katalitycznych w obrgbie poszczegolnych biatek AID/APOBEC ukazano schematycznie
na Rysunku 1.1.4. Nieaktywne katalitycznie domeny bialek APOBEC3 posiadaja
w swej strukturze wszystkie reszty aminokwasowe niezbedne do aktywnos$ci
katalitycznej. Nie znamy =zatem strukturalnych podstaw braku ich aktywnosci.
W przypadku APOBEC3G nieaktywna domena CD1 bierze udziat w wiazaniu
wirusowego RNA i inkorporacji biatka do wirionu, podczas gdy aktywna domena CD2
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deaminuje ssSDNA® [31]. Mozna zatem zatozy¢, ze nieaktywna domena w bialtkach
rodziny AID/APOBEC wiaze RNA, aktywna natomiast deaminuje cytydyn¢ w obrgbie
sSDNA.

AID v I

aposect 1 [N, 222

aposec2 1 [NENEGEGEEEEE -

APOBEC3A d &

ApoBec3s 1 [, :c2

apoBecsc 1 N (o

ApoBec3D/E 1 |, ::o

aposecsF 1 [, o7

el:ioxlcamly k&

aposecsH [N

aposeca 1 [, 57
~

e
His-Xaa-Glu-Xaa,;.:-Pro-Cys-Xaa,.-Cys

Rysunek 1.1.4. Schemat obrazujacy polozenie domeny katalitycznej w obrebie poszczegélnych
bialek AID/APOBEC. Czerwone pole reprezentuje domeng katalityczna (CD). Zaznaczono réwniez

liczbg reszt aminokwasowych tworzacych poszczegdlne biatka.

Pojedyncze domeny deaminaz AID/APOBEC wiaza ssDNA jak i SSRNA, przy
czym zdolno$¢ deaminacji RNA wykazano jedynie dla biatka APOBECI i szczurzego
APOBEC3 [4]. Pomimo poznania struktury trzeciorzedowej fragmentu biatka
APOBEC3G zawierajacego aktywna domeng CD2 ciagle nie jest jasne, dlaczego biatko
to nie ma zdolnosci edycji RNA. Istnieja natomiast przestanki, ze RNA zaburza
aktywno$¢ deaminazowa AID i APOBEC3G [32, 33]. Mechanizm hamowania
aktywnos$ci deaminazowej AID i APOBEC3 przez RNA, moze by¢ swoistym sposobem
regulacji tej aktywnosci. Wiazanie RNA przez te biatka, nasuwa jednak pytania
0 mozliwo$¢ jego edycji w bardziej skomplikowanych kompleksach biatkowych (jak
ma to miejsce w przypadku APOBEC1°). Po nieudanych probach wykazania, ze biatka
APOBEC3 i AID sa zdolne do deaminacji RNA w systemach in vitro, zaniechano
dalszych tego typu badan [32].

Pomimo iz mechanizm katalizowanej reakcji wydaje si¢ by¢ wspolny dla calej
rodziny AID/APOBEC, to kazde =z bialek wykazuje preferencje wobec

charakterystycznego motywu sekwencyjnego, w obregbie ktorego ulokowana jest

5 Zwiazane z retrowirusowym RNA biatko APOBEC3G jest wbudowywane do wirionéw potomnych.
W kolejnej zakazonej komorce biato to zaburza odwrotna transkrypcje deaminujac powstajace DNA.

8 APOBECI wraz z innymi biatkami tworzy kompleks zwany edytosomem 27S (patrz dalsza czgs¢ tego
podrozdziatu).
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podlegajaca deaminacji cytydyna (Tabela 1.1.1) [31]. Czynniki determinujace
specyficznos¢ tych biatek wobec poszczegdlnych motywow sekwencyjnych nie zostaty
jak dotad w pelni poznane. Przypuszcza sig, ze za ich rozpoznawanie odpowiedzialne sa
reszty aminokwasowe tworzace petle 7 (petle pomigdzy harmonijka B4 i1 helisa o4).
Wykazano bowiem, ze wymiana tej petli w biatku AID na odpowiadajaca jej petle
z aktywnej domeny Kkatalitycznej CD2 APOBEC3G lub 3F, zmienia spektrum
motywow sekwencyjnych preferowanych przez AID [34]. Zaangazowanie tych reszt
aminokwasowych w zapewnienie specyficznosci substratowej pokazano roéwniez
wykorzystujac szereg mutantow biatek APOBEC3 [31]. Zaktada sig, ze 9-11 reszt
aminokwasowych tworzacych petle specyficznosci substratowej wiaze nukleotydy od
strony 5’ cytydyny podlegajacej deaminacji i w ten sposdb pomaga ja pozycjonowaé
W centrum katalitycznym enzymu. Reszty aminokwasowe petli 7 moga oddziatywac
z tancuchem nukleotydowym zaré6wno na zasadzie oddziatywan hydrofobowych,
jonowych jak i warstwowych [17]. Poroéwnanie sekwencji aminokwasowych
tworzacych petle 7 dla poszczegélnych biatek AID/APOBEC zawiera Tabela 1.1.1,
a lokalizacjg tej petli w strukturze CD2 APOBEC3G zaznaczono na Rysunku 1.1.5.B.
Aby zaszla reakcja deaminacji, cytydyna musi wniknaé¢ gieboko do kieszeni
katalitycznej enzymu. Potozenie cytydyny w miejscu aktywnym CD2 APOBEC3G
przedstawia Rysunek 1.1.5.A. Pozycja cytydyny zostata zaproponowana na podstawie
natozenia struktur krystalicznych CD2 APOBEC3G (PDB 3elu) oraz kompleksu mysie;j
deaminazy wolnej cytydyny (ang. cytidine deaminase, CDA) z substratem (PDB 2fr6)
[30, 31]. Na Rysunku 1.1.5.B przedstawiono aranzacje¢ drugorzedowych elementow
strukturalnych otaczajacych miejsce aktywne CD2 APOBEC3G z zaznaczeniem reszt
aminokwasowych tworzacych pgtlg specyficznos$ci substratowej. Na szczegdlng uwage
zastuguje reszta N244 w obrgbie pegtli 3 CD2 APOBEC3G. Jest ona wysoce
zachowawcza w calej rodzinie deaminaz zaleznych od cynku i odpowiada reszcie N51
w strukturze AID. Wedlug danych literaturowych mutacja reszty N244 bialka
APOBEC3G Iub tez N51 biatka AID do alaniny catkowicie znosi aktywnos$¢
deaminazowa in vitro obu enzymow [30, 31, 35]. Pokazano rowniez, ze reszta N244

bezposrednio oddziatuje z podlegajaca deaminacji cytydyna [31, 36].
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A.
| - His /

cytydyna S

Rysunek 1.1.5. Wiazanie substratu przez bialka z rodziny AID/APOBEC. A) Zaproponowany model
potozenia cytydyny w miejscu aktywnym biatek AID/APOBEC w trakcie reakcji deaminacji. Model
powstal przez natozenie struktur krystalicznych CD2 APOBEC3G (PDB 3elu) oraz kompleksu mysiej
deaminazy wolnej cytydyny z substratem (PDB 2fr6). Czerwony punkt na rysunku reprezentuje atom
cynku; niebieski punkt — czasteczkg wody. B) Struktura krystaliczna aktywnej domeny katalitycznej
biatka APOBEC3G z zaznaczeniem: struktur drugorzedowych otaczajacych miejsce aktywne, reszt
aminokwasowych w obrebie petli specyficznos$ci substratowej (petli 7) oraz reszty N244 w obrebie petli 3
(opis w tekscie). Kolorem niebieskim na rysunku zaznaczona jest cytydyna podlegajaca deaminacji. C)
Zaproponowane dla CD2 APOBEC3G modele wigzania ssDNA. Kolorem rézowym 0znaczono ssSDNA
zwiagzany z CD2 w sposob zaproponowany przez Holdena [30]. Analogicznie kolorem pomaranczowym
oznaczono ssDNA zwiazany z CD2 w sposob zaproponowany przez Chena i Furokawe [37, 38]. SSDNA
zwiazany z CD2 w sposob wynikajacy z obu hipotez oznaczono kolorem granatowym [31]. Reprodukcja
za zgoda © Springer Science and Business Media [31].

Na podstawie struktury krystalicznej CD2 APOBEC3G lub struktury tej samej
domeny okreslonej metoda magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear
magnetic resonance, NMR) zaproponowane zostaty rdzne sposoby wigzania ssSDNA
przez to biatko (Rysunek 1.1.5.C.). Z sugerowanych modeli, model Holdena (stworzony
na podstawie badan krystalograficznych) wydaje si¢ by¢ najbardziej zasadny [30].
W modelu Chena i Furukawy (opracowanym na podstawie analiz NMR) ssDNA nie
przechodzi bowiem w okolicy petli specyficznosci substratowej [37, 38]. Mozliwa jest
réwniez kombinacja obu modeli [31]. Niestety nasza dotychczasowa wiedza nie jest
wystarczajaca do jednoznacznego rozstrzygnigcia tego problemu. Poznanie struktury
kompleksu biatka z rodziny AID/APOBEC z substratem pozwoliloby zmieni¢ tg
sytuacje.

Kolejna niewiadoma pozostaje mechanizm skanowania nici DNA/RNA przez
deaminazy AID/APOBEC. Cz¢$¢ badaczy postuluje mozliwa procesywnosc
| kierunkowo$¢ ich dziatania. Procesywnos¢ w przypadku APOBEC3G i AID jest

definiowana jako zdolno$¢ do deaminacji wielu cytydyn w obrgbie ssDNA. Dopiero po
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ich modyfikacji enzym oddysocjowuje by zwiazaé¢ si¢ z innym substratem [39]. Taki
sposob dziatania AID i APOBEC3G jest postulowany od wielu lat przez grupg
Goodmana [39, 40]. Ta sama grupa zaproponowala mechanizm skanowania sSDNA
przez AID poprzez krotkie §lizgi 1 przeskoki. Dla APOBEC3G badacze postuluja
wigkszy udziat dhuzszych przeskokow lub tez specyficzny mechanizm transferu
pomigdzy dwoma segmentami ssDNA (ang. intersegmental transfer mechanism)
zaproponowany przez Nowarskiego w 2008 roku [41]. AID dziala w obrebie
niewielkiego babla transkrypcyjnego, a APOBEC3G na stosunkowo dtugiej nici
wirusowego DNA. Nie dziwia zatem pewne potencjalne réznice w dziataniu obu tych
biatek. Ponadto, dla APOBEC3G zaobserwowano, ze biatko to w sposob losowy wiaze
si¢ do czasteczki substratowej, ale czgstos¢ wprowadzanych przez nie mutacji ros$nie
w kierunku konca 5°. Na tej podstawie badacze okreslili, ze aktywno$¢ deaminazowa
APOBEC3G cechuje kierunkowo$¢ 3’25 [42]. Nie obserwuje si¢ natomiast takiej
kierunkowosci dla AID. Przypuszcza sig, ze za obserwowana kierunkowos$¢ dziatania
APOBEC3G odpowiedzialna jest nieaktywna domena katalityczna CD1. Skrécona
forma bialka, obejmujaca jedynie aktywna domeng katalityczng (CD2) jest pozbawiona
tej wlasciwosci [30]. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze wszystkie biatka
AID/APOBEC z jedna domena katalityczng sa pozbawione kierunkowos$ci dzialania
[17].

Nie ma zgodnosci wsrod badaczy co do dimeryzacji/oligomeryzacji biatek
zrodziny AID/APOBEC. Wykazano, ze APOBECI podczas edycji mRNA
apolipoproteiny B dziata w formie dimeru. Dimer ten oddziatuje z dimerem biatek ACF
tworzac tzw. edytosom 27S rozpoznajacy specyficzna 11-nukleotydowa sekwencje
[15]. Poznana struktura krystaliczna APOBEC?2 jest struktura tetrameru, ale poniewaz
biatko to nie zostato scharakteryzowane funkcjonalnie, nie ma pewnosci, ze jest to
forma aktywna enzymatycznie. Na podstawie struktury krystalicznej CD2 APOBEC3G
postuluje si¢ dimeryzacj¢ (oddziatywanie typu ,,gtowa do glowy” poprzez domeny
CD1) biatka w sposob zalezny od RNA. Nie jest rowniez jasne czy AID funkcjonuje
jako monomer, dimer czy oligomer. Czwartorzedowa struktura nie wydaje si¢ byc
jednak konieczna do aktywnoS$ci enzymatycznej biatek AID i APOBEC3 [40, 43, 44].
Poznanie struktury krystalicznej deaminazy AID/APOBEC w kompleksie z substratem

pozwoliloby rozwikta¢ rowniez i t¢ kwestig.
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1.1.4. Podsumowanie

Pomimo Ze cala rodzina bialek AID/APOBEC jest obiektem intensywnych
badan, ciagle niewiele wiadomo na temat ich funkcji, regulacji aktywno$ci oraz
wplywie na stabilno$¢ i ewolucje genomu. Indukowana przez AID/APOBEC
niestabilnos¢ DNA z jednej strony stanowi zagrozenie dla organizmu, z drugiej strony
jest zrodlem korzystnej zmiennosci (np. przeciwcial) lub tez mechanizmem obronnym
przed retrowirusami i elementami ruchomymi w genomie. Uderzajaca jest prostota
reakcji Kkatalizowanej przez biatka AID/APOBEC w zestawieniu z plejotropowym
efektem ich dziatania. Obserwacja ta stata si¢ inspiracja do poglebionych badan
bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy. Jako ich obiekt wybrane zostalo biatko

AID bedace najstarszym przedstawicielem rodziny.
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1.2. Odkrycie AID oraz roli jaka bialko to odgrywa w procesie powstawania
przeciwcial

Efektywna humoralna odpowiedZz immunologiczna wymaga zdolnosci do
produkcji niezwykle szerokiego repertuaru przeciwciat rozpoznajacych patogeny. Tak
wielka roznorodnos$¢ osiagana jest dzigki istnieniu szeregu mechanizmow réznicowania
przeciwcial, poprzez zwigkszenie poziomu zmiennosci kodujacych je genow.

Mozna wyr6zni¢ dwa gléwne etapy procesu roznicowania przeciwcial: pierwszy
— niezalezny od obecnos$ci antygenu i drugi — uwarunkowany obecno$cia antygenu.
W réznicujacych sig limfocytach B 1 T, dochodzi do pierwotnej rearanzacji segmentow
genowych: v, d, j (tzw. rekombinacji VDJ) (Rysunek 1.2.1). Prowadzi ona do powstania
kombinacji segmentéw kodujacych region zmienny (V) zaréwno immunoglobulin jak
i receptoréw ulokowanych na limfocytach B i T. Rekombinacja ta umozliwia zatem
powstanie pierwotnego, niezaleznego od obecno$ci antygenu, zestawu przeciwciat
I specyficznych dla limfocytow receptorow powierzchniowych. W odréznieniu od
limfocytow T, w aktywowanych przez antygen limfocytach B, geny immunoglobulin
ulegaja drugiej rundzie réznicowania. Proces ten zachodzi w centrum namnazania
limfocytow (zwanym réwniez osrodkiem odczynowym; ang. germinal center, GC)
w grudkach limfatycznych. Ta tzw. drugorzegdowa zmienno$¢ przeciwcial pozwala na
produkcje immunoglobulin wysoce specyficznych wzgledem antygenu oraz umozliwia
ich specjalizacj¢ funkcjonalna (powstawanie przeciwciat roznych klas).

Za proces drugorzgdowego rdznicowania przeciwcial odpowiada zjawisko:
(i) hiperzmienno$ci ~ somatycznej  (ang.  somatic  hypermutation,  SHM),
(i) rekombinacyjnego przetaczania klas (ang. class switch recombination, CSR). SHM
polega na wprowadzeniu mutacji (zwykle jednonukleotydowych substytucji) w regionie
zmiennym (V) genéw immunoglobulin. Region zmienny w przeciwciele jest
odpowiedzialny za wigzanie antygenu i tylko limfocyty B produkujace przeciwciata
0 wysokiej specyficznosci wzgledem antygenu przezywaja i1 ulggaja proliferacji. W ten
sposob proces SHM wraz z selekcja klonalna limfocytow B jest gwarantem
wytworzenia swoistej odpornosci na dany patogen. CSR polega na wymianie fragmentu
genu kodujacego czg$¢ stata tancucha cigzkiego immunoglobuliny. Ten element
przeciwciala okresla jego klasg, stad zjawisko to nazwano przelaczaniem Kklas.
Poszczegolne klasy immunoglobulin maja odmienne powinowactwo wobec receptorow
komoérkowych, a co za tym idzie, pelnia odmienne funkcje podczas aktywowania

szlakéw odpowiedzi immunologicznej. Molekularne podtoze SHM i CSR pozostawato
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niepoznane az do konca XX wieku, kiedy to wyniki badan grupy kierowanej przez
Tasuku Honjo doprowadzity do odkrycia deaminazy cytydyny indukowanej aktywacja
limfocytow B.

miejsca wigzania antygenu

segmentyv  segmentyd segmentyj region

zarodkowe gy )

locus IgH ““”” """" "" "“l

2 ¥ rekombinacja
< VDJ
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Rysunek 1.2.1. Budowa przeciwcial i organizacja kodujacych je genéw. A) Schemat budowy
przeciwciala. Przeciwcialo zbudowane jest z czterech glikozylowanych tancuchéw peptydowych
polaczonych mostkami dwusiarczkowymi: dwoch dluzszych tancuchéw cigzkich (zaznaczonych na
rysunku kolorem granatowym) oraz dwoch krotszych tancuchow lekkich (zaznaczonych na rysunku
kolorem turkusowym). W kazdym z powyzszych tancuchow wyrdznia si¢ region staly (ciemniejszy
odcien) oraz rozpoznajacy antygen region zmienny (jasniejszy odcien); B) Schemat procesu rekombinacji
VDJ. Podstawa tego procesu jest istnienie wielu roznych genow (podzielonych na segmenty v, d i j),
ktoére w rezultacie taczenia si¢ ze soba (na drodze rekombinacji) tworza funkcjonalny gen kodujacy
region zmienny przeciwciata (V). Region staly przeciwciata (C) nie ulega rekombinajcji VDJ.
Rekombinacja VDJ zachodzi w sposob analogiczny dla tancucha cigzkiego i lekkiego z ta rdznica, iz

w przypadku tancucha lekkiego brak jest segmentow d. Na podstawie [45].

Biatko AID zostalo odkryte w 1999 roku podczas poszukiwan czynnika
powstajacego specyficznie tylko w aktywowanych przez antygen limfocytach B,
w ktorych to indukowane jest zjawisko SHM. [1]. Bazujac na homologii AID
i APOBEC1, poczatkowo sadzono, ze enzym ten edytuje RNA. Obecnie uwaza sig, ze
AID deaminuje cytydyng do urydyny w odcinkach sSDNA powstajacych podczas
rozplatania helisy DNA w procesie transkrypcji [32, 46, 47]. Kolejne doswiadczenia
pokazaty, ze AID jest niezbedna do inicjowania dwodch kluczowych procesow
réznicowania przeciwcial: SHM oraz CSR. Brak funkcjonalnego biatka AID skutkuje
zespotem HIGM2 (ang. hyper IgM syndrome 2), ktory objawia si¢ powstawaniem
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wylacznie przeciwcial klasy IgM [48] 1 zwiazany jest z szeregiem zaburzen
w odpowiedzi immunologicznej.

Obecnie przyjmuje sig, ze AID inicjuje procesy SHM i CSR przez deaminacje
cytydyny do urydyny, odpowiednio, w zmiennym (V) lub statym (C) regionie
kodujacym immunoglobuliny. AID deaminuje cytydyny preferencyjnie w obrgbie
motywu sekwencyjnego WRCY (W = A/T; R = A/G; Y = C/T), i to zarowno in Vivo,
gdy uczestniczy w procesach roéznicowania przeciwcial, jak i w badaniach in vitro [32].
Konsekwencja deaminacji C jest powstanie pierwotnego niesparowania G-U, ktore
moze mie¢ kilka nastgpstw. W potaczeniu z replikacja moze powodowaé powstawanie
mutacji typu tranzycji (C-G do T-A) (tzw. faza 1a SHM). Urydyna moze réwniez zostaé
rozpoznana i wycigta przez glikozylazg UDG (ang. uracil-DNA glycosylase, UDG),
ktoéra dziata w ramach mechanizmu naprawy mutacji przez wyciecie zasad (ang. base
excision repair, BER) (tzw. faza 1b SHM) [46, 49]. Co ciekawe, w komodrkach ssakow
wystepuja cztery enzymy zdolne do rozpoznawania i usuwania urydyny w DNA:
wspomniana juz glikozylaza UDG, jednofunkcyjna glikozylaza uracylo-DNA
selektywna wobec ssDNA (ang. single — strand selective monofunctional uracil-DNA
glycosylase, SMUG), glikozylaza tymidyno-DNA (ang. thymidyne-DNA glycosylase,
TDG) i glikozylaza MBD4 (ang. methyl-CpG binding domain protein 4), ktore
potencjalnie moga komplementowac swoje funkcje [50]. UDG wydaje si¢ by¢ jednak
gtowna glikozylaza w procesach roznicowania przeciwcial. Mutacje w genie UDG
powoduja zespot HIGMS, ktory podobnie jak zespdét HIGM2 wiaze si¢ z szeregiem
zaburzen w odpowiedzi immunologicznej 1 powstawaniem przeciwcial wytacznie klasy
IgM. Dziatanie wszystkich wymienionych glikozylaz prowadzi do powstania miejsca
apirymidynowego, ktore moze sta¢ si¢ substratem dla polimerazy DNA o niskiej
wiernosci kopiowania (ang. error-prone DNA polymerase), ktora generuje powstanie
zarOwno mutacji typu tranzycji jak i transwersji w regionie V gendéw kodujacych
immunoglobuliny. Miejsce apirymidynowe moze réwniez sta¢ si¢ substratem dla
endonukleaz APEL i APE2 (ang. apyrimidinic endonuclease). Katalizuja one hydroliz¢
wiazania fosfodiestrowego w miejscu apirymidynowym, generujac powstanie przerwy
w jednej z nici DNA. Pierwotne niesparowanie G-U moze rowniez zosta¢ rozpoznane
przez mechanizmy naprawy niesparowanych zasad (ang. mismatch repair, MMR).
W tym przypadku ni¢ zawierajaca urydyng zostaje czgSciowo zdegradowana,

a polimerazy replikujace uszkodzony DNA takie jak TLS (ang. translesion synthesis
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polymerase), wypelniaja powstala lukg. Proces ten (tzw. faza 2 SHM) moze

w konsekwencji prowadzi¢ do licznych tranzycji i transwersji [49].

A. B. C.
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Rysunek 1.2.2. Rola AID w procesach réinicowania przeciwcial. A) Organizacja locus
immunoglobulin, w ktérego sktad wchodza: segmenty VDJ kodujace region zmienny (V) lancucha
cigzkiego immunoglobulin oraz pig¢ segmentow (C) kodujacych region staly tancucha cigzkiego
immunoglobulin. Segmenty C rozdzielone sa regionami S (ang. switch). B) Proces hiperzmienno$ci
somatycznej (SHM). AID generuje mutacje punktowe w obrgbie regionu V, indukujac w ten sposob
proces powstawania przeciwcial specyficznych wzgledem antygenu. Czerwone gwiazdki w regionie V
reprezentuja mutacje punktowe. C) Proces rekombinacyjnego przelaczania klas (CSR). AID inicjuje
powstawanie przerw w obu niciach DNA w obrgbie regionow S. Inicjowany w ten sposéb proces
nichomologicznego taczenia koncéw umozliwia wymiang segmentoéw C i powstawanie przeciwcial
réznych klas. Szczegdtowy opis procesow SHM i CSR w teksScie. Reprodukcja za zgoda wydawcy ©
Biotechnology, PAS [51].

Jesli miejsca apirymidynowe powstana na obu niciach DNA odpowiednio
blisko, mozliwe jest powstanie (w fazie 1b SHM) przerwy w obu niciach DNA (ang.
double-starnded DNA breaks, DSBs). Réwniez mechanizm naprawy MMR, moze
prowadzi¢ do przeksztalcenia peknig¢ w jednej nici DNA (ang. single-strand DNA
breaks, SSBs) do DSBs [52]. Inicjowane przez AID powstawanie DSBs (przez
deaminacj¢ cytydyny do urydyny w obu niciach DNA) w obrgbie tzw. regionow S (ang.
switch) jest niezbednym warunkiem zaj$cia drugiego procesu odpowiedzialnego za
zmienno$¢ przeciwcial — procesu CSR. Regiony S sa bogate w powtdrzenia tandemowe
(AGCT) i sa potozone w genomie ponizej segmentow kodujacych region staty tancucha
cigzkiego immunoglobulin. CSR zachodzi pomigdzy dwoma regionami S przez
nichomologiczne taczenie koncow (ang. non-homologous end joining, NHEJ). NHEJ
polega na wewnatrzchromosomowej delecji fragmentu genu pomiedzy dwoma DSBS
w regionach S. Proces ten prowadzi w konsekwencji do zamiany fragmentu, kodujacego
region staty tancucha cigzkiego (IgH) charakterystyczny dla immunoglobulin klasy M,
na inny (wyzej potozony) fragment kodujacy region staty IgH immunoglobulin klasy G,
A lub E. Spekuluje sig, ze proces ten moze zaleze¢ nie tylko od NHEJ, lecz réwniez od
rekombinacji homologicznej [53]. Co wazne, segment kodujacy region staty IgH
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immunoglobuliny klasy D lezy pomigdzy tymi samymi regionami S co region staty IgH
immunoglobuliny klasy M. Nie dochodzi zatem migdzy nimi do przelaczania klas.
Pozwala to zrozumie¢ zjawisko wystgpowania w niepobudzonych limfocytach B
rownoczesnie przeciwcial klasy IgM i IgD (o produkcji jednej lub drugiej klasy
decyduje w tym przypadku jedynie proces alternatywnego sktadania pierwotnego
transkryptu) [52, 54]. Schemat obu proceséw drugorzedowej zmiennosci przeciwciat
przedstawiony jest na Rysunku 1.2.2.

Opisane powyzej procesy zmiennos$ci przeciwcial ukazuja, jak fundamentalne
znaczenie dla humoralnej odpowiedzi immunologicznej ma stosunkowo prosta,

katalizowana przez AID, reakcja deaminacji cytydyny.
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1.3. Regulacja ekspresji genu AID

AID ulega ekspresji w indukowanych antygenem limfocytach B w centrum
namnazania limfocytow w grudkach limfatycznych. Niski poziom ekspresji AID
wykryto rowniez we wczesnych stadiach roznicowania limfocytow B w szpiku
kostnym, w pierwotnych komorkach piciowych (ang. primordial germ cells, PGCs),
w embrionalnych komodrkach macierzystych (ang. embrionic stem cells, ES),
w komorkach nabtonkowych prostaty i jajnika oraz w komorkach gruczotu piersiowego
[55-57]. W limfocytach B poziom ekspresji AID determinuje intensywnos$¢ procesow
SHM i CSR (u myszy o genotypie AID +/- procesy te zachodza na nizszym poziomie
w poréwnaniu z myszami AID+/+ [58]). Co wigcej, fizjologiczna funkcja AID jest
zwiazana z jej potencjatem onkogennym [59]. Scista regulacja ekspresji AID jest zatem
warunkiem koniecznym zachowania stabilno$ci informacji genetycznej oraz

prawidlowosci przebiegu procesow immunologicznych.

Ekspresja genu AID jest regulowana na wielu poziomach:
1. transkrypcyjnym przez aktywatory i represory transkrypcji;
2. potranskrypcyjnym poprzez regulacjg stabilnosci mRNA AID;
3. potranslacyjnym poprzez regulacj¢ stabilnosci, lokalizacji i aktywnosci AID;
Dodatkowo wystgpuje wiele czynnikéw komorkowych mogacych posrednio lub

bezposrednio ksztaltowac aktywnos¢ AID i jej specyficzno$¢ wzgledem genow Ig.

1.3.1. Regulacja transkrypcji

Nasza dotychczasowa wiedza na temat szlakow regulacji ekspresji AID
pochodzi z badan procesu réznicowania przeciwcial w aktywowanych limfocytach B.
W promotorze AID oraz w regionach powyzej i1 ponizej miejsca startu transkrypcji
zidentyfikowano miejsca wiazania dla wielu czynnikow transkrypcyjnych. Sugeruje to,
ze ekspresja AID jest regulowana przez swoista rownowage pomigedzy aktywatorami
I represorami transkrypciji.

W obrgbie promotora AID znajduja si¢ miejsca wigzania dla stosunkowo
powszechnie wystgpujacych czynnikow transkrypcyjnych: Sp1/Sp3, NFxB, HoxC4 oraz
miejsca wigzania dla receptoréw estrogenowych i progesteronowych [60, 61].
Aktywacja szlaku sygnatowego NFkB zachodzi pod wptywem biatek indukujacych
proces CSR, ktorymi sa: CD40, TLR, BCR, TACI. Biatka te moga aktywowa¢ zaréwno
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kanoniczny jak i niekanoniczny szlak NFkB. Co istotne, nalezace do niekanonicznego
szlaku biatko p52 (budujace jeden z heterodimeréw NFkB) wiaze si¢ do promotora
AID, natomiast biatko p65, nalezace do szlaku kanonicznego (rowniez budujace
heterodimer NFxB), wiaze si¢ do sekwencji wzmacniajacych (ang. enhancer)
zlokalizowanych powyzej promotora. Stymulacja zaréwno kanonicznej jak
I niekanonicznej $ciezki ma kluczowe znaczenie dla podtrzymania ekspresji AlD
w aktywowanych limfocytach B. Indukcja kanonicznego szlaku gwarantuje szybka, ale
zazwyczaj przejsciowa ekspresje. Szlak niekanoniczny zwiazany jest natomiast ze stata
ekspresja genu [62]. Inny czynnik transkrypcyjny HoxC4 jest aktywowany przez
stymulatory réznicowania limfocytow B: CD154, LPS, IL-4, ktore rowniez biora udziat
w indukowaniu ekspresji AID. Zwiazanie do promotora roéznych czynnikow

transkrypcyjnych daje synergistyczny efekt stymulacji ekspresji AID.

Rl

RIV RI| promotor Rl
chromesom 12 ¢ 3 e— - } } —
L} Ll CaE—)
Smadi ETATE PAXS  sekwencja BATF
mad4 E2A r
E2F kodujgca AID
Myb
Sp1/Sp3
NFkB
HOXC4
receptor estrogenowy
receptor progesteronowy

Rysunek 1.3.1. Lokalizacja regionéw regulatorowych w locus AID. Kolorem granatowym zaznaczono
sekwencje kodujaca AID (zlokalizowana w chromosomie 12) z uwzglednieniem lokalizacji eksonow
(pogrubione regiony) i introndow. Promotor genu AID oznaczono czerwonym prostokatem. Prostokatami
oznaczono takze cztery regiony regulatorowe lezace w locus AID (od RI do RIV odpowiednio niebieski,
zielony, r6zowy i szary). Ponizej promotora i kazdego z regionéw regulatorowych wymieniono wiazace

si¢ do nich aktywatory i represory transkrypcji (opis w tekscie).

Oproécz promotora, locus AID zawiera cztery zachowawcze ewolucyjnie regiony
regulatorowe (rozciagajace si¢ na odcinku od 9 kpz powyzej pierwszego eksonu do 18
kpz ponizej ostatniego eksonu) majace kluczowy wplyw na proces transkrypcji
(Rysunek 1.3.1.). Region | zlokalizowany jest powyzej promotora i wiaze czynnik
STATG (transduktor sygnatlu oraz aktywator transkrypcji), ktory jest aktywowany przez
IL4. Do regionu Il, lezacego w pierwszym intronie, wiazane sg Stymulatory

transkrypcji: PAX5 i E2A. Region I11, lezacy 17 kpz ponizej promotora, wiaze czynnik
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transkrypcyjny BATF. Region 1V zlokalizowany jest 9 kpz powyzej promotora i wiaze
Smad3 oraz Smad4 (aktywowane przez STAT6 i TGF-B). Wiazace si¢ z regionami
regulatorowymi aktywatory transkrypcji wspotdziataja z czynnikami transkrypcyjnymi
NF«B, HoxC4 i Sp1/Sp3 zwiazanymi do promotora i elementdw wzmacniajacych.

Jak juz wspomniano, ekspresja AID wydaje si¢ by¢ wypadkowa dzialania
skomplikowanych szlakow zaré6wno aktywacji jak i represji transkrypcji [62, 63].
W regionie regulatorowym Il znajduja si¢ cztery elementy cis wiazace represory
transkrypcji: dwa miejsca wigzania dla Myb, jedno miejsce wiazania dla E2F oraz 350
nt sekwencja bogata w CT. Aktywatory E2A i PAXS, wiazace si¢ w tym samym
regionie regulatorowym, znosza ten efekt inhibicji, ale tylko czg¢$ciowo. Dopiero
zwigzanie do sekwencji wzmacniajacej czynnikow: NFkB, Smad3/4, STAT6 1 C/EBP,
umozliwia catkowite zniesienie dziatania represorow intronu pierwszego [63, 64].
Wydaje si¢ zatem, ze podstawowa przyczyna komorkowo-specyficznej ekspresji AID
jest z jednej strony wszechobecno$¢ represoroOw transkrypcji tego genu, z drugiej
produkcja unikatowych aktywatoréw transkrypcji w stymulowanych cytokiami
limfocytach B [57, 65].

Transkrypcja AID podlega roéwniez regulacji hormonalnej, a estrogen
| progesteron dziataja antagonistycznie w tym procesie. Estrogen stymuluje ekspresje
AID w limfocytach B (z obserwowanym wzrostem intensywnosci procesow SHM
i CSR), podczas gdy progesteron ma na nia hamujacy wplyw. Elementy wiazace
progesteron (ang. progesterone binding element, PRE) zostaly wykryte w obrgbie
promotora AID 1 zaktada sig¢, ze dzialaja one antagonistycznie do zaleznego od TNFa
szlaku stymulacji transkrypcji AID (pozostajac jednoczesnie bez wptywu na dziatanie
kompleksu aktywacyjnego NFkB) [66]. Elementy wiazace estrogen (ang. estrogen
response element, ERE) funkcjonuja natomiast niezaleznie od szlaku aktywacji AID
przez czynnik NFxB i synergistycznie do niego [67]. Sugeruje si¢, ze hormonalna
regulacja ekspresji AID wspiera humoralng odpowiedz immunologiczna u kobiet, ale
jednoczes$nie implikuje czgstsze wystgpowanie u nich zaburzen autoimmunologicznych
i nowotwordw w tkankach czulych na dziatanie estrogenu takich jak gruczot piersiowy
[68].

W regulacji ekspresji AID, podobnie jak w regulacji ekspresji wszystkich
innych genéw, kluczowa rolg odgrywaja rowniez czynniki epigenetyczne takie jak

metylacja DNA czy tez metylacja i acetylacja histonéw w locus AID [69].
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1.3.2. Regulacja potranskrypcyjna

Nieulegajacy translacji region 3’-koncowy (ang. 3’ untranslated region, 3’UTR)
MRNA AID jest miejscem wiagzania dla dwoch miRNA: miR-155 i miR-181b,
0 udowodnionym wptywie na stabilno$¢ transkryptu AID i co za tym idzie na poziom
jego akumulacji w limfocytach B [70, 71]. Zidentyfikowano obecnos$¢ obu tych miRNA
podczas procesu CSR. Mutacja w miejscu wiazania dla miR-155 powoduje 2-3 krotny
wzrost poziomu akumulacji mMRNA AID, co przektada si¢ na 1,5-3 krotny wzrost
efektywnosci CSR oraz az 5 krotny wzrost czgstosci wystgpowania, zwiazanych
z aktywnos$cia AID, translokacji chromosomowych pomigdzy locus immunoglobulin
I protoonkogenem MYC (tzw. translokacji MYC/IgH). Co ciekawe, nie odnotowano
przy tym wzrostu intensywnosci procesu SHM, co moze $wiadczy¢ o osobnym
mechanizmie regulujacym ten proces, w sposob niezalezny od ilosci transkryptu [70,
72]. Wzrost poziomu miR-181b redukuje intensywno$¢ procesu CSR o0 50% czemu
towarzyszy analogiczny spadek poziomu akumulacji transkryptu i biatka AID [71]. Co
istotne, w trakcie stymulacji limfocytow B w kierunku CSR, poziom miR-181b spada,
podczas gdy poziom miR-155 rosnie. Sugeruje to, ze oba miRNA petnia rézne funkcje
w regulacji procesow immunologicznych [57]. W pierwotnych liniach limfocytow B
transkrypcja AID jest indukowana w pierwszym dniu ich aktywacji, ale
w odréznicowanych limfocytach B mRNA AID nie jest wykrywane. Prawdopodobnie
dzieje sig tak zardwno za sprawa inhibicji transkrypcji AID przez czynniki regulatorowe

jak i za sprawa zaleznego od miRNA potraskrypcyjnego wyciszania genu AID [52, 62].

1.3.3. Regulacja potranslacyjna
Regulacja lokalizacji i stabilnosci AID. Podstawowe funkcje AID zwiazane sa
z lokalizacja jadrowa. Poniewaz jednak aktywno$¢ AID moze stanowi¢ zagrozenie dla
stabilnosci genomu biatko to zlokalizowane jest gtownie w cytoplazmie. AID podlega
ciagglemu transportowi pomig¢dzy jadrem komodrkowym 1 cytoplazma, przy czym
rOwnowaga tego procesu przesunigta jest w strong eksportu z jadra komorkowego do
cytoplazmy. Postuluje sig, Zze niesymetrycznos$¢ lokalizacji AID jest osiagana przez:
aktywne wypompowywanie AID z jadra komoérkowego, retencj¢ AID w cytoplazmie
oraz wyzszy wspoOlczynnik degradacji frakcji jadrowej AID w pordéwnaniu z frakcja

cytoplazmatyczna [62].
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Doniesienia r6znych grup badawczych wskazuja na istnienie silnego sygnatu
eksportu jadrowego (ang. nuclear export signal, NES) na koncu C biatka AID. Nie ma
jednak zgodnosci wérod badaczy co do lokalizacji i natury sygnatu lokalizacji jadrowe;j
(ang. nuclear localization signal, NLS). Prawdopodobnie jest to staby sygnat,
znajdujacy si¢ na koncu N tego biatka [62, 73]. Nie jest jasne zatem, w jaki sposob AID
jest transportowana do jadra komodrkowego. Jest to na tyle mate biatko, ze mogloby
dyfundowa¢ przez pory w otoczce jadrowej. Sugeruje si¢ réwniez mozliwosé
oddzialywania AID z szeregiem izoform importyny A. Nieco wigcej wiadomo na temat
transportu AID z jadra komoérkowego do cytoplazmy. Transport ten odbywa si¢ na
zasadzie aktywnego eksportu zaleznego od receptora Xpol (eksportyna 1). Komorki
hodowane w obecnosci leptomycyny B (specyficzny inhibitor Xpol) wykazuja wyzszy
poziom akumulacji AID w jadrze komorkowym. Co ciekawe, mutacje w obrgbie NES,
prowadza do zahamowania procesu CSR lecz nie wplywaja na proces SHM [74].
Oznacza to, ze maszyneria eksportu jadrowego jest $ci§le zwiazana z aktywno$cia AID
w procesie CSR. Molekularne podstawy tej zaleznos$ci pozostaja jednak nieznane.

Znaczaca dla lokalizacji AID jest niestabilnos¢ jej frakcji jadrowej
w porownaniu z frakcja cytoplazmatyczna. Okres pottrwania AID w  jadrze
komorkowym wynosi zaledwie 2,5 h, podczas gdy dla frakcji cytoplazmatycznej
wynosi on 18 h. Przyjmuje sig, ze poliubikwitynacja AID i jej degradacja
w proteasomie zachodzi duzo intensywniej w jadrze komoérkowym [75]. Ponadto
wykazano, ze biatko szoku cieplnego HSp90 chroni frakcj¢ cytoplazmatyczna przed
poliubikwitynacja i degradacja, zapewniajac tym samym cytoplazmatyczny rezerwuar
AID [76]. W cytoplazmie AID oddziatuje z szeregiem biatek opiekunczych tworzac
kompleks o wzglednie duzej masie molekularnej, zwany cytoplazmatycznym
kompleksem AID. Oprocz wspomnianego Hsp90 w sktad tego kompleksu wchodza
rowniez bialka towarzyszace biatkom opiekunczym: Hsp40, Hsp70, DnalJal oraz
translacyjny czynnik elongacyjny eEF1A. Cytoplazmatyczny kompleks AID warunkuje
zatem cytozolowa retencjg 1 stabilno$¢ AID.

Cho¢ mechanizmy molekularne regulujace rownowage pomigdzy jadrowa
I cytoplazmatyczna lokalizacja AID nie sa w pelni poznane, to wiadomo ze
zabezpieczaja one genom limfocytow B przed mutagennym dzialaniem AID oraz
zapewniaja cytoplazmatyczny rezerwuar tego biatka niezbedny do szybkiej odpowiedzi

immunologicznej.
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Modyfikacje potranslacyjne a regulacja aktywnosci AID. Jedyna stwierdzona
modyfikacja potranslacyjna jakiej podlega AID jest fosforylacja. W sekwencji
aminokwasowej tego bialka znaleziono wiele potencjalnych miejsc fosforylacji: S3,
T27, S38, T140, Y184. Niemniej jednak w oczyszczonym biatku AID izolowanym
z aktywowanych limfocytow B eksperymentalnie (metoda spektrometrii mas)
potwierdzono obecnos¢ modyfikacji tylko na S38, T140 i Y184. Nie odnotowuje si¢
wplywu tych fosforylacji na aktywnos¢ AID in vitro lub podczas badania aktywnosci
AID w komorkach E. coli. Maja one natomiast zasadniczy wplyw na przebieg procesow
SHM i CSR w warunkach in vivo.

W aktywowanych limfocytach B jedynie niewielka frakcja AID jest
fosforylowana w pozycji S38, ale to wlasnie ta frakcja preferencyjnie wiaze si¢
z chromatyna. Modyfikacja S38 przez kinazg biatkowa A (ang. protein kinase A, PKA),
warunkuje oddziatywania AID z biatkiem RPA (ang. replication protein A). RPA wiaze
sSDNA i bierze udziat w kierowaniu AID do miejsc docelowych w genomie. Mutacja
S38A redukuje intensywno$¢ procesow SHM i CSR az 0 80-90% w poroéwnaniu z AID
typu dzikiego. Ponadto, w systemie transkrypcji in vitro obecnos$¢ biatka RPA zwigksza
aktywnos¢ AID, a mutacje reszty S38 w sekwencji aminokwasowej AID zaburzaja
oddziatywanie pomigdzy tymi dwoma biatkami. W warunkach in vivo, regiony aktywne
transkrypcyjnie moga by¢ efektywnie deaminowane tylko przez fosforylowana w tej
pozycji form¢ AID. Co wigcej, PKA moze si¢ wiaza¢ z regionami S w sposob
niezalezny od AID [77]. Sugeruje to, ze aktywacja AID przez PKA (i powstanie formy
AID zdolnej do oddzialywania z RPA) nastepuje dopiero w poblizu sekwencji
docelowej. Ukazuje to, jak wazna rolg pelni fosforylacja S38 i oddziatywanie
z biatkiem RPA podczas regulacji aktywnosci i wiazania AID do ssDNA [78-80].

Fosforylacja reszty T140 wydaje si¢ mie¢ duzo mniejszy wptyw na aktywnos¢
AID. Mutacja w tym miejscu redukuje intensywnos$¢ procesu SHM (0 60%
w poréwnaniu z AID typu dzikiego) i nie ma znaczacego wptywu na proces CSR [77,
81]. Mechanizm, na drodze ktérego fosforylacja ta wptywa na przebieg procesu SHM
nie jest znany. Prawdopodobnie fosforylacja tej reszty warunkuje oddziatywanie AID z
jeszcze nieznanym kofaktorem, specyficznym dla procesu SHM. Znaczenie
funkcjonalne fosforylacji Y184 nie jest znane [62].
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1.4. Specyficznos¢ AID wzgledem genow immunoglobulin

AID sporadycznie deaminuje inne miejsca w genomie niz locus lg. Taka
niespecyficzna aktywno$¢ AID moze prowadzi¢c do destabilizacji materialu
genetycznego 1 rozwoju nowotwordow. Stad, jednym z najbardziej interesujacych pytan,
przed ktorym stoi wspotczesna immunologia jest to w jaki sposob AID rozpoznaje locus
Ig? Na podstawie dotychczasowych obserwacji mozna zaktadaé, ze selektywnosc
dziatania AID jest osiagana zaréwno przez czynniki specyficzne jak i niespecyficzne.
Determinuja ja: sekwencja wigzanych regionow genomu, ich aktywnos$¢ transkrypcyjna,
czynniki cis i trans oraz epigenetyczne modyfikacje chromatyny. Selektywno$é
dziatania AID jest rowniez osiagana w wyniku kooperacji AID z szeregiem kofaktorow

biatkowych.

AID dziala w czasie transkrypcji, preferencyjnie w obrebie motywow WRCY.
Deaminacja cytydyny do urydyny w obrebie regionow V lub S genow Ig inicjuje,
odpowiednio, proces SHM lub CSR. Analiza mutacji generowanych przez AID
zar6wno w warunkach in vitro jak i in vivo wykazata, ze AID preferencyjnie dziata na
cytydyny w obregbie specyficznego kontekstu sekwencyjnego WRCY (W = A/T;
R = A/G; Y = C/T). Co wazne, mutacje w regionach V immunoglobulin pojawiaja si¢
100-200 pz ponizej miejsca startu transkrypcji stopniowo zanikajac na odcinku
1,5-2 kpz (jeszcze przed osiagnigciem intronowej sekwencji wzmacniajacej i regionu
C). W procesie CSR AID inicjuje powstawanie mutacji w regionach S okoto 150 pz
ponizej miejsca inicjacji transkrypcji, na odcinku 2-12 kpz. Zaréwno w procesie SHM
jak i CSR deaminowane sa obie nici DNA [82, 83]. W przeciwienstwie do regionow V,
ktore nie roznig si¢ pod wzgledem sktadu nukleotydowego od innych miejsc
w genomie, regiony S sa bogate w pary GC, a ich sekwencja sktada si¢ z powtorzen
AGCT (bedacych preferowanymi przez AID motywami) [84].

Poniewaz substratem w reakcji deaminacji katalizowanej przez AID jest SSDNA,
aktywnos$¢ AID jest SciSle zwiazana z aktywnoS$cia transkrypcyjna rozpoznawanych
regiondbw DNA. W rezultacie procesom SHM i CSR ulegaja jedynie aktywne
transkrypcyjnie  (po rearanzacji VDJ) geny immunoglobulin, a aktywno$¢
transkrypcyjna tych genow silnie koreluje z aktywnoscia AID [85, 86]. AID deaminuje
ssDNA w powstajacym podczas transkrypcji tzw. bablu transkrypcyjnym (dhugosci
kilkunastu nukleotydéw). Co ciekawe, w badaniach in vitro wykazano, ze aktywno$¢

AID w bablu transkrypcyjnym jest trzykrotnie wyzsza niz wobec SSDNA [32]. Obecnie
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wiadomo, ze AID deaminuje cytydyn¢ na obu niciach regionéw S i regionu V
z porownywalng wydajno$cia, chociaz obserwowana jest nieznaczna preferencja AID
wzgledem nietranskrybowanej nici [49, 83]. Istnieje hipoteza thumaczaca dostep AID do
obu nici DNA poprzez tworzenie si¢ ujemnych skretow superhelikalnych. Wedtug tej
hipotezy AID moze rozpoznawa¢ dwuniciowe odcinki DNA pod warunkiem ich
superhelikalnego zwinigcia. W takich superhelikalnych skregtach AID wykazuje
jednakowe powinowactwo do obu nici DNA. Skrety te tworza si¢ na odcinkach DNA
powyzej kompleksu transkrypcyjnego wigc ich powstawanie jest $cisle zwiazanie
z transkrypcja. Hipoteza ta stoi jednak w sprzecznosci z powszechnie panujacym
przekonaniem, iz enzym ten dziata wylacznie na SSDNA. [87]. Innym proponowanym
mechanizmem tlumaczacym dostgp AID do obu nici DNA jest formowanie si¢
w obrebie bogatego w pary GC regionu S charakterystycznych petli R (ang. R-loops).
Ich obecnos¢ powoduje ekspozycje dluzszego niz w typowym bablu transkrypcyjnym
jednoniciowego odcinka DNA [88]. Niektorzy badacze sugeruja ponadto, iz AID
uzyskuje dostgp do transkrybowanej nici poprzez oddzialywanie z egzosomem [89].
Egzosom jest kompleksem biatkowym zaangazowanym w kontrolg jakosci nowo
powstajacego RNA i ma zdolnos$¢ jego degradacji. Kompleks egzosomu moze taczy¢
si¢ z kompleksem polimerazy RNA 1II i usuwac tworzacy si¢ transkrypt. Proces ten
prowadzi do ekspozycji nici transkrybowanej i udostepnienia jej dla AID [90].
W systemie transkrypcji in vitro obecno$¢ biatek tworzacych egzosom umozliwia
zaj$cie deaminacji na obu niciach DNA w bablu transkrypcyjnym [89].

Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, do zaj$cia procesow SHM i CSR
konieczne jest oddziatywanie AID z biatkiem RPA wiazacym jednoniciowy DNA. AID
moze rowniez oddziatywaé¢ z kompleksem polimerazy RNA 1l do ktorego jest
rekrutowana za posrednictwem biatka Spt5. Jak pokazuja wyniki badan in vitro, Spt5
bezposrednio oddziatuje z AID. Kolokalizacj¢ AID, Spt5 1 kompleksu polimerazy RNA
IT potwierdzono metoda ChIP-seq (ang. chromatin immunoprecipitation followed by
massive parallel sequencing), a wyciszenie genu Spt5 skutkuje inhibicja wiazania AID
do regionéw S [91]. Przypuszcza sig, ze Spt5 stabilizuje jednoniciowe odcinki DNA,
jest czynnikiem indukujacym pauzy kompleksu transkrypcjnego oraz bierze udziat
w oddzialywaniu z kompleksem egzosomu. W ten sposéb biatko to stymuluje wigzanie

AID do transkrybowanej nici DNA w bablu transkrypcyjnym.
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Czynniki cis i trans odpowiedzialne za wigzanie AID do genéw lg. Zaangazowanie
czynnikow Cis (bedacych elementem czasteczki docelowej) w wiazanie AID jest
stosunkowo trudne do stwierdzenia, ze wzgledu na ich bezposredni wplyw na
wydajnos$¢ transkrypcji (kazda zmiana sekwencji majaca wplyw na transkrypcije
przektada si¢ na aktywnos$¢ AID). Pomimo tego, udowodniono wptyw na intensywnos¢
przebiegu procesow SHM i CSR takich czynnikéw cis jak wzmacniacz intronowy (ang.
intronic enhancer, iE) oraz wzmacniacz intronowy 3’ (3’E) [83, 92]. Na podstawie
danych literaturowych mozna réwniez sadzi¢, ze motyw CAGGTG, bedacy miejscem
wiazania dla biatek rozpoznajacych tzw. kasete E (takich jak E47) ma bezposredni
wplyw na wiazanie AID pozostajac jednocze$nie bez wplywu na wydajnosé
transkrypcji. Mechanizm zaleznego od kasety E wigzania AID nie jest do konca znany.
Na jego istotna rolg wskazuje jednak fakt, iz kasety te sa charakterystyczne rowniez dla
innych gendw niz geny lg, ktore sa mutowane przez AID w sposob niespecyficzny [93,
94].

AID nie wydaje si¢ by¢é w stanie samodzielnie rozpoznawaé¢ sekwencji
regulatorowych. Sekwencje regulatorowe, specyficzne dla genéw 19, sa rozpoznawane
przez szereg czynnikéw trans, za ktoérych posrednictwem AID jest rekrutowana do
regiondow V i1 S gendéw |g. Udowodniono oddziatywanie AID ze wspomnianymi juz
biatkami: PKA, RPA, UDG, z biatkami kompleksu naprawy niesparowan
MSH2/MSH6, kompleksu polimerazy RNA II (poprzez biatko SptS) i kompleksu
egzosomu. Ponadto AID oddziatuje z represorem transkrypcji KAP1/Trim28, kinaza
biatkowa zaleznag od DNA DNA-PK (zaangazowana w proces NHEJ), biatkiem 14-3-3
rozpoznajacym sekwencje powtorzone AGCT w regionach S, biatkiem PTBP2
hamujacym skladanie gendéw podczas dojrzewania mRNA, oraz innymi biatkami
zaangazowanymi w dojrzewanie mRNA takimi jak: SRSFI, CTNNBLI1, GANP.
Oddziatywanie AID z bialkami SRSF1 1 GANP jest specyficzne dla procesu SHM.
Natomiast biatka 14-3-3, UDG, MSH2/MSH6, PTBP2 oddziatuja z AID specyficznie
w regionach S [57, 83, 84, 95, 96].

Pomimo Ze procesy SHM i1 CSR przebiegaja w tych samych komarkach, na tym
samym etapie odpowiedzi immunologicznej, dotycza tego samego locus i oba sa
indukowane przez AID, to moga one zachodzi¢ zupehlie niezaleznie (mozliwa jest
zajscie jednego procesu przy braku drugiego) i by¢ regulowane przez oddzielne szlaki
sygnatowe. Za takim pogladem przemawia kilka faktow. Po pierwsze w pierwotnych

liniach limfocytow B duzo tatwiej jest aktywowac proces CSR, podczas gdy proces
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SHM nie wystgpuje wcale lub tez zachodzi na bardzo niskim poziomie. Po drugie,
powszechna u pacjentdow z zespotem HIGM?2 delecja odcinka kodujacego 9 reszt
aminokwasowych z konca C bialka AID, wiaze si¢ z calkowita utrata zdolnosci
przetaczania klas przy jednoczesnym zachowaniu zdolno$ci do generowania
hiperzmiennos$ci somatycznej. Na podstawie wynikow badan mutantéw AID sugeruje
si¢ zatem, ze kofaktory bialkowe specyficzne dla procesu CSR oddziatuja z koncem C
biatka AID [97]. Réwniez na podstawie wynikow badan mutantow przypuszcza sig, ze
koniec N biatka AID jest zaangazowany w wiazanie kofaktorow specyficznych tylko
dla procesu SHM (mutacje w tym regionie redukuja intensywnos¢ procesu SHM, ale nie
zaburzaja przebiegu procesu CSR) [98]. Krotka charakterystyke wybranych mutantow
AID z uwzglednieniem wpltywu poszczegdlnych mutacji na procesy SHM i CSR

zawiera Tabela 1.4.1.

Wplyw epigenetycznych modyfikacji chromatyny na wigzanie AID do genow Ig.
Epigenetyczne modyfikacje chromatyny maja kluczowe znaczenie zar6wno
w kierowaniu AID do miejsc docelowych, jak i kierowaniu do tych miejsc kofaktorow
biatkowych oddzialujacych z AID. Potranslacyjne modyfikacje histonow takie jak:
trimetylacja lizyny 4 histonu H3 (H3K4me3) oraz acetylacja lizyny 9 potaczona
z fosforylacja seryny 10 w histonie H3 (H3K9acS10ph), sa charakterystyczne dla
regioné6w S. Modyfikacje te zapewniaja nie tylko fizyczna dostgpnos¢ chromatyny dla
AID i innych biatek, ale sa rowniez specyficznym znacznikiem i kolejnym poziomem
zabezpieczen gwarantujacych specyficzno$¢ dzialania zaréwno AID jak 1 calej
maszynerii CSR (dla przyktadu, przy braku H3K4me3 nie powstaja dwuniciowe
przerwy w DNA podczas procesu CSR). Dla prawidtowosci procesu SHM kluczowa
jest natomiast hipometylacja DNA regionu V Ig i specyficzna dla regionow ulegajacych
SHM fosforylacja seryny 14 histonu H2B (H2BS14ph) [62, 69].

Wspotczesna nauka nie znalazla jak dotad pelnej 1 jednoznacznej odpowiedzi na
pytanie w jaki sposOb osiagana jest specyficzno$¢ dziatania AID wzgledem locus Ig.
Przedstawione powyzej dane uwidaczniaja zlozono$¢ tego zjawiska. Z pewnoscia
pelniejsza charakterystyka mechanizméw molekularnych lezacych u podioza

aktywnos$ci AID przyczyni si¢ do lepszego zrozumienie tej kwestii.
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Tabela 1.4.1. Wybrane mutanty AID i ich wplyw na intensywno$¢ proceséow CSR i SHM.

Lokalizacja mutacji w

Intensywnos$¢ procesu CSR lub SHM

Dane z systemu hodowli

Lp Mutant AID Dane zrodlo
strukturze bialka Kliniczne komérkowych
(% wzgledem typu dzikiego)
CSR SHM CSR SHM
1. R24W Migjsce aktywne - - 1%* 1%* [99]
2. H56Y Domena deaminazowa - - 2%* 1%*
3. W68X Domena deaminazowa - - 2%* 1%*
4. W80R Domena deaminazowa - - 4%* 1%*
5. M139V Domena charakterystyczna dla - - 5%* 1%*
biatek AID/APOBEC
6. A189-198 NES - + T%* 75%*
7. R112H Lacznik - - 2% 1% [100]
8. C147X Domena charakterystyczna dla - - 2% 0%
biatek AID/APOBEC
9. 181/182 Domena charakterystyczna dla - + 3% 71%
insercja 34aa | biatek AID/APOBEC
10. | G23S Miejsce aktywne N/A N/A 97%° 11%° [101]
11. | W20K Miejsce aktywne N/A N/A 102% 17% [98]
12. | D45A Miejsce aktywne N/A N/A 30% 0% [35]
13. | R50A Miejsce aktywne N/A N/A 130% 25%
14. | N51A Miejsce aktywne N/A N/A 58% 2%
15. | K52A Miejsce aktywne N/A N/A 130% 15%

N/A — niebadane; X — kodon STOP, zielone tto — mutanty zidentyfikowane u pacjentow z zespotem HIGM2; szare

tlo — mutanty wygenerowane na drodze inzynierii genetycznej; (-)/(+) - brak/obecnos¢ procesu SHM lub CSR;

(*) dane pochodzace z [100]; (°) dane pochodzace z [98].
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1.5. AID a aktywna demetylacja genomu

Bialko AID zostalo zidentyfikowane jako enzym selektywnie produkowany
w aktywowanych antygenem limfocytach B. Najnowsze dane literaturowe wskazuja
jednak, ze AID w warunkach fizjologicznych moze réwniez petié¢ funkcje poza
uktadem odpornosciowym. Sugeruje si¢, ze AID (a takze inne biatka z rodziny
AID/APOBEC) dzigki zdolnosci deaminacji modyfikowanej cytydyny, bierze udziat
w aktywnej demetylacji genomu. W ten sposéb AID moze mie¢ bezposredni wptyw na
proces reprogramowania epigenetycznego, regulacj¢ ekspresji genow 1 zjawisko

pluripotencji komorek.

1.5.1. Metylacja i demetylacja genomu

Metylacja genomu jest jednym z najistotniejszych czynnikow epigenetycznych
determinujacych ekspresje gendw. Najczestsza modyfikacja jest metylacja wegla
w pozycji 5 cytozyny, co prowadzi do powstania 5-metylocytozyny. Ze wzgledu na
powszechno$¢ wystepowania tej modyfikacji oraz jej znaczenie, 5-metylocytydyna
(5mC) nazywana jest rowniez piatym nukleotydem. Szacuje sig, ze 70-80% cytydyn
W obrgbie motywow CpG jest zmetylowane w zréznicowanych komoérkach ssakow.
Hipometylowane wyspy CpG obejmuja regiony promotorowe wigkszosci genow
konstytutywnych oraz ok. 40% gendéw tkankowo-specyficznych [102, 103].
Modyfikacja ta jest zatem podstawowym sposobem represji transkrypcji genow. Jest
ona réowniez krytyczna dla stabilnos$ci genomu, réznicowania komorek, odpowiada za
inaktywacj¢ chromosomu X, mechanizm pigtnowania rodzicielskiego oraz wyciszanie
retrotranspozonéw [104, 105]. Obserwuje si¢ rowniez zmiany profilu metylacji
w procesach nowotworzenia [106]. U ssakow zidentyfikowano szereg enzymow
odpowiedzialnych za metylacje cytydyny de novo i utrzymywanie metylacji podczas
replikacji DNA. Za wprowadzenie metylacji podczas replikacji oraz za jej utrzymanie
odpowiadaja metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase, DNMT) (glownie
biatko DNMT1), natomiast za metylacje de novo odpowiadaja biatka DNMT3A oraz
DNMT3B [107]. Znacznie mniej wiadomo na temat mechanizmoéw demetylacji. Proces
ten moze zachodzi¢ zarowno w sposob bierny jak i aktywny. Bierna demetylacja
genomu zachodzi podczas replikacji DNA, kiedy to przy braku aktywnos$ci
metylotransferaz DNA, niemetylowane reszty cytydyny sa wiaczane do nowo powstatej

nici DNA. Mechanizm ten nie tlumaczy jednak zmian w profilu metylacji
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w komorkach, ktore nie ulegaja podzialom. W komorkach takich demetylacja zachodzi
w sposob aktywny. Jest to proces enzymatyczny, w ktorym grupy metylowe sa usuwane
z DNA w sposob niezalezny od replikacji. Aktywna, globalna demetylacja genomu
zachodzi na dwoch etapach rozwoju ssakow: w genomie ojcowskim we wstepnej fazie
procesu zaplodnienia (przed zlaniem si¢ jader i pierwszym podzialem zygoty) oraz
w trakcie formowania pierwotnych komorek ptciowych (ang. primordial germ cells,
PGCs) miedzy 11,25 a 13,5 dniem rozwoju embrionalnego [108, 109]. Aktywna
globalna demetylacja powoduje przeprogramowanie genomu i powrot komorek do
stanu pluripotencji. Jest zatem niezbgdna w trakcie przebiegu proceséw roéznicowania
i rozwoju [108, 110-112]. Czeé¢ badaczy sugeruje, ze proces aktywnej demetylacji
moze wystgpowac réwniez na dalszych etapach rozwoju, powodujac zmiany ekspresji
jedynie poszczegbdlnych genow w komorkach zroznicowanych. Taka specyficzna wobec
locus aktywna demetylacja jest niezbedna do reaktywacji genow pluripotencji podczas
reprogramowania komoérki  [113]. Wystgpowanie tego procesu w komorkach
zroznicowanych wciaz pozostaje kontrowersyjne, gtéwnie ze wzgledu na problemy
doswiadczalne, ktorych nastrgcza oddzielenie efektow zwiazanych z procesami
aktywnej i biernej demetylacji oraz spontanicznej deaminacji 5mC. Niemniej jednak,
sugeruje si¢ udziat aktywnej demetylacji w regulacji ekspresji genéw m.in. podczas
réznicowania monocytow w makrofagi i komoérki dendrytyczne [114] oraz podczas

regulacji ekspresji IL-2 w limfocytach T [115].

1.5.2. Proponowane mechanizmy aktywnej demetylacji

Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizméw aktywnej demetylacji
genomu u ssakow. Postuluje sig, ze jest to wieloetapowy proces angazujacy
mechanizmy naprawy DNA oraz modyfikacje 5mC do innych zwiazkoéw. U roslin
kwiatowych takich jak Arabidopsis thaliana demetylacjc DNA przeprowadzaja
glikozylazy 5-metylocytydyny takie jak DEMETER 1lub ROS, ktore specyficznie
usuwaja S-metylocytydyne (bez uprzedniej modyfikacji) pozostawiajac miejsce
apirymidynowe (ang. apyrimidinic site, AP). Miejsce AP jest substratem dla
mechanizmow naprawy mutacji takich jak mechanizm naprawy przez wycigcie zasad
(ang. base excision repair, BER) [116]. U ssakow taka klasa 5-metyloglikozylaz wydaje
si¢ nie istnie¢ [117], dlatego poszukiwane sa alternatywne drogi demetylacji. Wstepnie
proponowano biatko MBD4 jako odpowiednik tych enzymow u ssakow, jednakze
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obecnie uwaza sig, ze jest ono duzo bardziej aktywne wzgledem tymidyny niz 5mC
(nawet trzydziestokrotnie) [118].

Mechanizmy lezace u podstawy aktywnej demetylacji u zwierzat sa zroédlem
wielu kontrowersji. Proponowanych jest kilka potencjalnych sciezek. W najprostszej
sytuacji grupa metylowa przy weglu 5 moglaby by¢ po prostu usunigta. Rodzina
enzymow Alkb ma zdolno$¢ demetylowania 1-metyloadenozyny i 3-metylocytydyny
poprzez utleniony produkt posredni, uwalniajac wegiel z grupy metylowej jako
formaldehyd i regenerujac oryginalng zasade azotowa [119]. U kregowcow jednak, jak
do tej pory, nie zostal zidentyfikowany enzym z tej rodziny wykorzystujacy SmC jako
substrat. W rezultacie, proponowane obecnie mechanizmy aktywnej demetylacji
u ssakow zaktadaja wczesniejsza modyfikacje SmC i nastgpujace PO niej usunigcie
zmodyfikowanej zasady azotowej przez szlaki naprawy mutacji takie jak BER.
Postulowane sa trzy mozliwe szlaki modyfikacji SmC (Rysunek 1.5.1). Pierwszy polega
na bezposredniej deaminacji 5mC do T przez deaminazy takie jak rodzina biatek
AID/APOBEC (tzw. demetylacja zalezna od deaminacji). Deaminacja 5mC generuje
w tym przypadku niesparowanie T-G, rozpoznawane i naprawiane przez system BER
(gtownie glikozylazg TDG i MBD4). Drugi proponowany szlak demetylacji DNA
przebiega poprzez oksydacje SmC do 5hmC (5-hydroksymetylocytydyny) katalizowana
przez  biatkko  TET1, a  nastgpnie  deaminacjg¢ = ShmC do  ShmU
(5-hydroksymetylourydyny) rozpoznawanej przez szlaki naprawy mutacji (ponownie,
gtownie glikozylazg TDG | MBD4) [120, 121]. Wyniki badan Guo i wspotpracownikow
swiadcza, ze transfekcja embrionalnych komorek nerki wektorami zawierajacymi
sekwencje kodujace biatka TET1 i AID obniza poziom genomowej 5hmC. Stwierdzono
rowniez obnizenie genomowego poziomu 5hmC podczas transfekcji wektorami
zawierajacymi sekwencje kodujace biatka APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3A,
APOBEC3C, APOBEC3E, ale nie podczas transfekcji wektorami zawierajacymi
sekwencje kodujace biatka APOBEC3G i APOBEC3B [122]. Niemniej jednak wyniki
badan in vitro przecza temu, by AID/APOBEC wykazywaty zdolno$¢ deaminacji ShmC
[123, 124]. W ostatnim z postulowanych mechanizméw aktywnej demetylacji, 5ShmC
powstala w trakcie katalizowanej przez biatko TET oksydacji SmC, ulega dalszej
(kilkuetapowej) oksydacji do 5fC (5-formylocytydyny) i 5caC (5-karboksylocytydyny)
(tzw. demetylacja niezalezna od deaminacji). Te analogi cytydyny o wyzszym stanie
oksydacyjnym zostalty wykryte w genomie embrionalnych komoérek macierzystych

(ang. embrional stem cells, ES) i sa dobrymi substratami dla enzymu TDG [125, 126].
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Rysunek 1.5.1. Proponowane mechanizmy demetylacji 5mC u ssakow. Proces demetylacji moze
przebiegaé w sposob bierny jak i aktywny. O biernej demetylacji DNA mowimy, gdy podczas replikacji
DNA brak jest aktywno$ci metylotransferaz DNA (DNMT, czarne strzalki na schemacie). Aktywna
demetylacja DNA jest procesem wieloetapowym, zaktadajacym modyfikacje 5mC do innych zwiazkow,
ktore moga by¢ rozpoznane przez mechanizmy naprawy mutacji, gtéwnie BER (zielone strzatki).
Obecnie postulowane sg trzy alternatywne szlaki modyfikacji 5mC: (1) deaminacja 5mC do tymidyny
przez biatko(a) z rodziny AID/APOBEC; (2) oksydacja 5mC kolejno do 5hmC, 5fC i 5caC przez biatka
z rodziny TET; (3) oksydacja 5mC do 5hmC przez biatka z rodziny TET, a nastgpnie deaminacja ShmC
do 5hmU przez biatka z rodziny AID/APOBEC. Na podstawie [127, 128].

Wsrod badaczy brak jest zgody co do tego, czy za aktywna demetylacje
odpowiada jeden, czy tez kilka potencjalnych mechanizméw, oraz czy mechanizm ten
jest wspolny dla réznych grup zwierzat. Nie ma jednak watpliwosci, ze zar6wno
u roslin jak 1 U zwierzat naprawa mutacji odgrywa kluczowa role w procesie aktywne;j

demetylacji.
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1.5.3. Udzial AID w procesach aktywnej demetylacji

Od czasu zidentyfikowania ekspresji genu AID w komoérkach PGC i na
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego nizszych kreggowcoéw sugeruje sie, ze biatko
to moze mie¢ zwiazek z procesami demetylacji. Ze wzgledu na peiniona funkcje
W procesach réznicowania przeciwcial, przyjeto uwazaé, ze AID ulega ekspresji jedynie
w aktywowanych limfocytach B. Dlatego tez ogromnym zaskoczeniem byto wykrycie
w 2004 roku ekspresji tego genu poza uktadem odpornosciowym — w komoérkach
pluripotencjalnych takich jak: oocyty, komorki PGC i ES [55]. W kolejnych badaniach
pokazano rowniez ekspresje AID w komorkach epitelialnych prostaty [129] | w gruczole
piersiowym [67]. Obserwowana ekspresja, cho¢ na nizszym poziomie niz
w aktywowanych limfocytach B, byla na tyle znaczaca, ze pozwalata zasugerowaé
potencjalna funkcje AID poza uktadem immunologicznym. Stwierdzona w dalszych
badaniach obecnos¢ AID we wczesnych stadiach embriogenezy Danio rerio [130]
I Xenopus leavis [131] dodatkowo przemawia za udzialem AID w mechanizmach
rozwojowych.

Po raz pierwszy zdolnos¢ AID do katalizowania reakcji deaminacji 5mC do T
pokazano w 2004 roku. CzgSciowo oczyszczone ludzkie biatko AID i szczurze
APOBECI1 wykazywaly zdolno$¢ deaminacji 5mC w DNA zaréwno in vitro jak
i w komorkach E. coli. Bazujac na tych obserwacjach oraz na stwierdzonej ekspresji
AID w komorkach pluripotencjalnych, badacze wysungli hipotezg, iz AID przez
deaminacjg¢ 5mC do T moze bra¢ udziat w procesie aktywnej demetylacji genomu
Iwten sposob uczestniczy¢ W procesach reprogramowania [55]. Zgodnie
z zaproponowanym mechanizmem, powstale w wyniku dziatania AID niesparowanie
G-T, powinno zosta¢ rozpoznane przez biatka odpowiedzialne za naprawe mutacji takie
jak biatka szlaku BER. Ich dziatanie skutkowatoby wstawieniem niemetylowanej
cytydyny w miejscu pierwotnego niesparowania. W ten sposdéb maszyneria naprawy
DNA usuwataby znacznik epigenetyczny w procesie inicjowanym przez AID.

Dalsze dowody na udziat AID w procesach demetylacji przyniosty badania na
embrionach Danio rerio [130]. Badacze zauwazyli, ze wprowadzenie metylowanej
czasteczki DNA do pojedynczej komoérki embrionu indukuje ekspresje AlID oraz
APOBEC2. Co wiecej stwierdzono, ze podwyzszona ekspresja AID prowadzi do
efektywnej demetylacji wprowadzonej czasteczki DNA (z obserwowana konwersja
5mC do T). Ponadto dodatkowa transfekcja genem glikozylazy MBD4 zwigksza ten
efekt. W zaproponowanym przez badaczy mechanizmie aktywnej demetylacji
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unizszych krggowcéw, AID deaminuje 5SmC do T, ktéora to nastgpnie jest
rozpoznawana i usuwana przez biatko MBD4, rekrutujace réwniez inne biatka
maszynerii BER. W mechanizmie tym biatko Gadd45 stuzy jako tacznik pomiedzy AID
i MBD4. Wyciszenie ekspresji AID, MBD4 lub Gadd45 wiazato si¢ ze wzrostem
poziomu metylacji genomu Danio rerio. Ponadto wyciszenie ekspresji AID lub MBD4
prowadzito do hipermetylacji promotora genu NEUROD?2 (uwazanego za jeden
Z genow pluripotencji), co moze sugerowac bezposredni udziat tych biatek w procesach
rozwojowych i w reprogramowaniu genomu [130].

Brak jest dowodoéw na zaangazowanie biatka Gadd45 w demetylacjg u ssakow.
Co wigcej mutant Gadd45 -/- nie wykazuje znaczacych réznic w poziomie metylacji
[132]. Istnieja jednak dowody na udziat AID w tym procesie. W mysich komoérkach
PGC AID-/- wystepuje znaczaco wyzszy poziom globalnej metylacji genomu [133].
Niemniej jednak komorki te, pomimo braku ekspresji AID, utrzymuja pewien stopien
demetylacji. Nie stwierdza si¢ roéwniez znaczacych zaburzen rozwojowych u myszy
AID-/- [134]. Takze osoby z zespotem HIGM2 nie wykazuja uposledzen poza uktadem
odpornosciowym [48]. Nie jest jednak jednoznaczne czy utrata funkcji jednego z biatek
zaangazowanych w proces demetylacji musiataby skutkowaé drastycznymi zmianami
fenotypu. U A. thaliana utrata funkcji wszystkich trzech znanych glikozylaz
specyficznych wzgledem 5mC nie ma znacznego odbicia w fenotypie (rosliny sa
W pelni zywotne, a hipermetylowane sa tylko niektore loci) [135]. Mozna zatem
przypuszczaé, ze oprocz AID rowniez inne czynniki sa zaangazowane W proces
aktywnej demetylacji u ssakow, a AID pelni bardziej subtelna funkcje¢ w demetylacji
tylko niektorych regionéw genomu. W komoérkach powstatych przez fuzj¢ mysich ES
Z ludzkimi fibroblastami (tzw. system heterokarionowy) wykazano wplyw ekspresji
AID na poziom metylacji regionow promotorowych gendéw pluripotencji — NANOG
i OCT4. Wyciszenie ekspresji AID w tych komoérkach powodowato wtdrna metylacje
gendw NANOG i OCT4 i w efekcie ich unieczynnienie [113]. Wyniki te przemawiaja za
udziatem AID w utrzymywaniu i/lub generowaniu stanu pluripotencji oraz w procesach
odréznicowywania.

Pojawiaja si¢ rowniez glosy sceptyczne, podwazajace udzial AID w procesach
epigenetycznych u ssakéw. W 2010 roku Hejkova i wspotpracownicy pokazali, iz
aktywna demetylacja w pierwotnych komodrkach piciowych jest silnie zwiazana
z aktywacja szlakow BER, ale nie ma zwiazku z ekspresja AID. Stwierdzono takze
catkowity brak ekspresji AID w mysich komérkach PGC w 11.5 dniu embriogenezy
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oraz niewielki poziom ekspresji AID w 125 dniu (epigenetyczne procesy
reprogramowania zaczynaja si¢ w 11.5 dniu) [136]. Biorac jednak pod uwage fakt, iz
dostepnymi systemami do badan wczesnych mechanizmoéw embriogenezy oraz
proceséw aktywnej demetylacji sa tak skomplikowane uktady jak embriony nizszych
kregowcow, mysie komorki PGC, ludzkie ES czy tez system heterokarionowy, nie
dziwi pewna rozbiezno$¢ otrzymywanych wynikow. Dlatego tez w ostatnich dwdch
latach badacze skupili si¢ na badaniach in vitro wiasciwosci katalitycznych AID
i innych biatek z rodziny AID/APOBEC analizujac bezposrednio ich zdolnos¢ do
deaminacji 5mC do T. W wyniku tych badan rozgorzata burzliwa dyskusja nad
watpliwosciami, ktore budzi obnizone powinowactwo centrum aktywnego AID wobec
5mC w poréwnaniu z niemodyfikowanym substratem. Wyniki niektorych badan
dowodza, ze AID wykazuje nawet 16-krotnie nizsza aktywno$¢ in vitro wzgledem 5mC
niz wzgledem niemodyfikowanej cytydyny [55, 137]. Nie wyklucza to jednak
mozliwosci istnienia bialkowego kofaktora, ktéry oddziatujac z AID zwigksza
efektywno$¢ deaminacji 5SmC in vivo.

Badania in vitro wskazuja takze na znaczaco nizsza aktywnos$¢ nie tylko
ludzkiego biatka AID ale réwniez mysich APOBECI, APOBEC2 i APOBEC3’
wzgledem 5mC w poréwnaniu do niemetylowanego substratu, oraz catkowity brak
aktywnos$ci tych biatek wzgledem ShmC. W badaniach tych zastosowano serig
substratow zawierajacych 5-modyfikowang cytydyng, tak aby kazda kolejna w serii
modyfikacja stanowita wigksza zawadg przestrzenng w centrum aktywnym enzymu.
Przetestowano odpowiednio: 5-fluoro, 5-hydroksy, 5-metylo, 5-bromo, 5-jodo,
5-hydroksymetylocytydyng. Obserwowany spadek aktywnosci deaminazowej
wszystkich badanych biatek byl wprost proporcjonalny do wielkos$ci podstawnika przy
weglu C5, co wedlug badaczy bylo argumentem przeciwko potencjalnemu
zaangazowaniu deaminaz z rodziny AID/APOBEC w procesy demetylacji DNA [123].

Inna grupa badaczy pokazala natomiast, iz ludzkie biatko APOBEC3A moze
W wydajny sposob deaminowa¢ 5mC w tancuchu polinukleotydowym DNA,
w przeciwienstwic do APOBEC3G 1 AID. W przeprowadzonych badaniach
APOBEC3A w wydajny sposob deaminowata 5mC w komoérkach E. coli, a jej
aktywnos$¢ wzgledem 5mC byla porownywalna z aktywnoscia wzgledem zwyklej
cytydyny. W tych samych warunkach deaminacja 5mC Kkatalizowana przez AID

U myszy wystepuje tylko jedno biatko APOBEC3 (patrz podrozdziat 1.1.1).
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I APOBEC3G zachodzita w sposéb niewydajny. Po wymianie segmentu wiazacego
DNA w biatku AID na odpowiedni segment pochodzacy z APOBEC3A jej zdolnos$¢ do
deaminowania 5mC byta wyzsza. Wedlug badaczy AID podobnie jak APOBEC3G
w niespecyficzny sposob deaminuje 5mC jedynie w nieznacznym stopniu i grupa
metylowa nie pasuje w petni do kieszeni katalitycznej tego enzymu [138]. Podobna
tendencje zaobserwowatla inna grupa badaczy porownujaca aktywnos¢ wzgledem 5mC
ludzkiego AID oraz AID z Danio rerio i innych ortologéw AID pochodzacych z ryb
kostnoszkieletowych. W badaniach tych AID pochodzaca z Danio rerio jako jedyna
efektywnie deaminowata 5mC sktaniajac badaczy do konkluzji, iz bezposredni udziat
AID w aktywnej demetylacji jest bardziej prawdopodobny u Danio rerio niz
u cztowieka. Na podstawie modelowania badacze zasugerowali wigksza elastycznos¢
centrum aktywnego AID Danio rerio niz czlowieka [139]. Doniesienie to wspiera
hipotezg, iz centrum aktywne AID mniej wydajnie deaminuje 5mC, ze wzgledu na
zawadg przestrzenna wynikajaca z modyfikacji przy weglu 5, ktora sprawia, ze 5mC nie
w pelni pasuje do kieszeni katalitycznej tego enzymu. Wedlug niniejszej hipotezy
aktywno$¢ enzymatyczna AID wzglegdem danego substratu jest odwrotnie
proporcjonalna do wielkos$ci chmury elektronowej podstawnika przy weglu 5 cytydyny
[124]. W rezultacie uwarunkowania steryczne postrzegane sa jako znaczaca bariera dla
funkcjonowania deaminaz AID/APOBEC w procesie aktywnej demetylacji. Niektorzy
badacze (na podstawie niskiej aktywnosci AID wzglgdem 5mC) sugeruja nawet, iz
metylacja zabezpiecza genom przed zalezna od AID deaminacja [137]. Co jednak
ciekawe, wydajna deaminacj¢ 5mC stwierdzono dla AID pochodzacej z Danio rerio
oraz APOBEC3A, ale nie dla AID z innych ryb kostnoszkieletowych czy tez innych
bialek APOBEC3. Wnhnioskowanie na temat potencjalnego zaangazowania bialek
AID/APOBEC w procesy demetylacji jedynie na podstawie wydajnosci reakcji
deaminacji SmC moze nie by¢ zatem catkowicie zasadne. Ponadto efektywnos¢ tej
reakcji moze znaczaco si¢ roézni¢ w warunkach in vivo. Proponowany mechanizm
nizszej aktywnosci AID wobec SmC w pordwnaniu z niemetylowanym substratem, by¢
moze zbyt pochopnie uznawany jest za argument przemawiajacy przeciwko udziatowi
tego biatka w procesach demetylacji. Z cala pewnos$cia nie mozna go uznaé¢ za
jednoznaczny dowdd przeciwko tej tezie.

Nalezy tez zauwazy¢, ze zadna grupa badaczy nie pokazala do tej pory
efektywnosci katalitycznej (wyrazonej stosunkiem stalej katalitycznej (kcat) do stalej

Michaelisa (Km)) rekombinowanego enzymu AID (czy tez innego Zz rodziny
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AID/APOBEC) wzgledem dowolnego substratu (metylowanego czy niemetylowanego).
Dlatego tez precyzyjne (ilosciowe) okreslenie preferencji substratowych dla
testowanych preparatoéw AID nie jest sprawa oczywista.

Kolejna istotna kwestia, w rozwazaniach na temat potencjalnego zaangazowania
AID w procesy demetylacji, jest charakter aktywnosci deaminazowej AID, ktora
W procesach  immunologicznych wiaze si¢ =z aktywno$cia transkrypcyjna
rozpoznawanych regionow genomu i specyficznym kontekstem sekwencyjnym
(WRCY), w ktorym ulokowana jest ulegajacej deaminacji cytydyna. Metylacja
natomiast dotyczy motywow CpG i powszechnie wigzana jest z brakiem aktywnos$ci
transkrypcyjnej zmetylowanego regionu w genomie. Nie jest jasne, w jaki sposob AID
moglaby rozpoznawaé i wiaza¢ fragmenty DNA ulggajace demetylacji. W 2010 roku
Bhutani 1 wspotpracownicy wykazali obecno$¢ AID zwigzanej z regionami
promotorowymi nieaktywnych transkrypcyjnie gendéw, zarowno w ludzkich
fibroblastach jak i komodrkach ES, przy czym zwiazanie AID z tymi regionami nie
skutkowato ich demetylacja [113]. Zwiazanie AID z nieaktywnym transkrypcyjnie
regionem jest zatem mozliwe ale nie jest jednoznaczne z zaobserwowaniem efektow jej
aktywnosci. Uprawdopodabnia to hipotezg, iz w takim przypadku inne czynniki np.
kofaktory biatkowe sa niezbedne do aktywnoS$ci enzymatycznej AlD.

Stwierdzona metylacja DNA w obrgbie aktywnych transkrypcyjnie genow
nasuwa inne rozwiazanie tego problemu. Jak pokazuja wyniki badan, metylacja
fragmentow genow ponizej pierwszego eksonu nie wiaze sig z represja transkrypcji tych
genow 1 nie ma wptywu na procesywnos$¢ polimerazy. Jedynie metylacja w obrgbie
pierwszego eksonu bezposrednio blokuje inicjacj¢ transkrypcji [140]. Znaczenie
| funkcja takiej wewnatrzgenowej metylacji DNA aktywnych transkrypcyjnie genéw
pozostaje nieznana. Niemniej jednak, najnowsze badania sugeruja, ze globalna
hipermetylacja genomu indukowanych  pluripotencjalnych  mysich  komorek
macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells, iPSC) AID -/- zwiazana jest
z metylacja regionow wewnatrzgenowych [141].

Kolejne watpliwo$ci budzi konieczna symetrycznos$¢ procesu demetylacji na obu
niciach DNA. Taka symetryczna deaminacja powodowataby powstawanie
dwuniciowych przerw w DNA podczas dzialania mechanizméw naprawczych (tak jak
ma to miejsce w procesie CSR), co wiazatoby si¢ z niestabilnoscia genomu. Trzeba

jednak pamigtaé, iz nasza wiedza na temat aktywnosci AID bazuje na jej funkcji
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W procesach immunologicznych. Biochemiczne uwarunkowania aktywnosci AID
W procesie demetylacji moga by¢ znaczaco rdzne.

Cho¢ wrciaz brak jest jednoznacznych dowodow, istnieja uzasadnione
przypuszczenia, ze jedno lub wigcej bialek z rodziny AID/APOBEC moze byé
zaangazowane w proces aktywnej demetylacji genomu oraz zjawisko pluripotencji
I roznicowania komorek. Jest tez mozliwe, ze biatka AID/APOBEC komplementuja si¢
lub tez wykazuja w procesie demetylacji specyficzno$¢ wzgledem réznych loci.
Kwestia udziatu AID w procesach demetylacji DNA pozostaje zatem otwarta, a wyniki
badan podjetych w ramach niniejszej rozprawy sa proba wlaczenia si¢ w Swiatowa

dyskusje¢ na ten temat.
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1.6. Dysfunkcja AID

Mechanizmy regulacji ekspresji AID jak 1 mechanizmy warunkujace
specyficznos¢ AID wzgledem locus Ig nie sa w pelni poznane (patrz podrozdziat 1.3
i 1.4). Istnieje jednak szereg dowoddéw na to, iz jakiekolwiek zaburzenia w tych
mechanizmach moga prowadzi¢ nie tylko do defektow w odpowiedzi immunologicznej,
ale rowniez do destabilizacji genomu i indukcji procesu nowotworzenia w obrgbie

| poza uktadem odpornosciowym.

1.6.1. Udzial AID w destabilizacji genomu

Zaburzona lub podwyzszona ekspresja AID skutkuje transformacja nowotworowa
limfocytow B i T oraz rozwojem nowotworow w roznych organach [142, 143].
Transgeniczne myszy z konstytutywna ekspresja AID rozwijaja chtoniaki B i T
limfocytarne, jak rowniez wiele typéw nowotwordéw poza uktadem immunologicznym
w tym: nowotwory phluc, watroby, zotadka i przewodu zotciowego [144]. Co ciekawe,
specyficzno$¢ organowa powstajacych nowotworow zalezy od zastosowanego
promotora [144, 145]. Roéwniez wyniki z innych systemow doswiadczalnych
potwierdzaja te doniesienia, a heterologiczna ekspresja AID okazuje si¢ prowadzi¢ do
powstawania mutacji w wielu genach poza genami immunoglobulin. Mutagenna
aktywnos$¢ AID pokazano poprzez wprowadzenie genu kodujacego to biatko do
komorek bakteryjnych i drozdzowych [46]. Ponadto, podwyzszona ekspresja AID
w liniach komorkowych limfocytow B powoduje powstawanie mutacji we
wprowadzonym do tych komoérek aktywnym transkrypcyjnie transgenie kodujacym
biatko GFP [85]. Przez sekwencjonowanie wybranych gendéw stwierdzono roéwniez
zalezna od AID akumulacj¢ mutacji punktowych w genomie limfocytow B zarowno
w obrgbie protoonkogendow: BCL-6, FAS, PIM1, MYC, RHOH, PAXS5, jak i genow
nieonkogennych: B29 i MB1. Poziom tych mutacji korelowal z aktywno$cia
transkrypcyjna badanych genoéw oraz z lokalizacja motywow WRCY, co wskazuje na

udziat AID w ich generowaniu [54].

Wiazanie AID do rejonéw genomu zlokalizowanych poza locus Ig. Wyniki
przeprowadzonych w ostatnich latach badan genomicznych staty si¢ katalizatorem
dyskusji na temat potencjalnej aktywnosci AID wobec rejondw genomu
zlokalizowanych poza locus 1g. Dzigki mozliwoSci szerszego spojrzenia na genom,

badacze starali si¢ odpowiedzie¢ na pytanie: jak bardzo ograniczona dla AID jest
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dostgpnos¢ do innych loci niz locus Ig. Jak pokazuja ponizsze wyniki odpowiedZ na
pytanie o specyficzno$¢ dziatania AID, moze by¢ w rzeczywistosci nie tak oczywista.

Metoda analizy gendéw kandydujacych (ang. candidate gene approach)
oszacowano, ze AID mutuje blisko 25% wszystkich aktywnych transkrypcyjnie genow
w limfocytach B w centrum namnazania limfocytow w grudkach limfatycznych.
Czesto$¢ mutacji w tych genach jest jednak duzo nizsza niz w genach immunoglobulin
I wickszo$¢ z nich jest naprawiana przez mechanizmy BER i MMR. Co ciekawe,
zdolnos¢ naprawy wprowadzonych przez AID mutacji jest r6zna w ro6znych miejscach
genomu [146]. Wyniki te sugeruja, ze istotne jest nie tylko rozpoznawanie i wiazanie
miejsc docelowych przez AID, ale rowniez rozpoznawanie wprowadzonych przez AID
mutacji przez maszyneri¢ naprawy DNA. W tym kontek$cie, wysoka zmienno$¢ genow
immunoglobulin jest wynikiem nie tylko specyficznego dzialania AID w ich obrgbie,
ale tez swoistego braku dziatania mechanizmow naprawy DNA w tych genach.

Stosujac metod¢ ChlIP-seq pokazano, iz w pierwotnej linii limfocytow B
indukowanych w kierunku CSR, AID wiaze si¢ do 5910 genow (zidentyfikowano
12 200 miejsc wiazania AID). Stopien wiazania byt wyzszy w regionach S, ale prawie
tak samo wysoki jest w wielu innych genach, wliczajac w to geny wcze$niej
zidentyfikowane jako potencjalnie mutowane przez AID. Wigkszo$¢ miejsc wigzania
znajdowata si¢ w aktywnych transkrypcyjnie regionach i korelowala z miejscami
wigzania kompleksu polimerazy RNA II. Co wigcej, W tych samych badaniach
pokazano, ze miejsca wigzania dla RPA (z zaledwie kilkoma wyjatkami) ograniczaja si¢
do locus IgH. Wiazanie RPA do locus IgH bylo zalezne od obecnosci AID — nie
stwierdzono go w komoérkach AID-/- i byto ono trzykrotnie zredukowane w przypadku
AID z mutacja w miejscach fosforylacji: S38A lub T140A. Uzyskane wyniki pozwalaja
sadzi¢, ze AID i RPA kooperatywnie wiaza si¢ do DNA. Ponadto, pokazuja one, ze
w pierwotnych liniach limfocytow B indukowanych w kierunku CSR, AID wiaze
I mutuje wiele pozycji w genomie, mimo ze preferencyjnie deaminuje regiony S Ig
[147]. Obserwacje te stanowia istotng przestanke¢ wspierajaca hipoteze, zgodnie z ktora
maszyneria naprawy DNA odgrywa kluczowa rolg¢ w procesach inicjowanych przez
AID.

Badania genomiczne myszy przeprowadzone z wykorzystaniem macierzy ChlP-

chip® stuzacych do identyfikacji biatek wiazacych DNA, pokazaly, ze nawet

5 ChIP-chip jest to metoda faczaca immunoprecypitacje chromatyny z technologia mikromacierzy DNA.
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fizjologiczny poziom AID indukuje setki DSBs w genomie komoérek pochodzacych
z pierwotnych linii limfocytow B indukowanych w kierunku CSR. DSBs byly
wykrywane za pomoca biatka Nbsl, ktoére jest sktadnikiem kompleksu biatkowego
wiazacego sie w odlegtosci okoto 1 kpz od przerw dwuniciowych w DNA. Wigkszos¢
miejsc wigzania Nbsl wykryto w regionach S 1g, niemniej jednak wiele z nich
lokalizowano rowniez w innych genach [148]. DSBs generowane w czasie CSR moga
prowadzi¢ do peknie¢ chromosomow 1 translokacji. Wyniki te ukazuja skale na jaka
AID destabilizuje genom nawet w fizjologicznych warunkach. Potwierdzaja tym
samym hipotezg, o znaczeniu maszynerii naprawy DNA w niwelowaniu efektéw

dziatania AID w catym genomie poza locus Ig.

1.6.2. Udzial AID w powstawaniu nowotworow

Do tej pory udowodniono udziat AID w powstawaniu niektorych chtoniakow,
bialaczek oraz szpiczakow [149, 150]. Zaburzenia ekspresji AID, na r6znych
poziomach, zostalty stwierdzone rowniez W prawie jednej trzeciej wszystkich
pierwotnych nowotworow ptuc oraz w wielu innych typach nowotworoéw, ktérych opis
wykracza poza zakres tej pracy [59, 142]. Dane te wskazuja jednak na potencjalny
udzial AID w powstawaniu znacznej czgsci wszystkich nowotworow ztosliwych.
Ponizej krotko oméwiono rolg AID w kilku wybranych procesach nowotworzenia.

95% diagnozowanych chloniakow wywodzi si¢ z limfocytow B, z ktorych
wigkszo$¢ to limfocyty wystgpujace w centrum ich namnazania w grudkach
limfatycznych. Najczestsza aberracja towarzyszaca chloniakom limfocytarnym
B-komorkowym jest translokacja chromosomowa pomigdzy locus immunoglobulin
i protoonkogenu. W wyniku przemieszczenia fragmentu chromosomu, protoonkogen
trafia pod kontrolg elementow regulatorowych cis genow immunoglobulin. Prowadzi to
do zaburzonej, konstytutywnej ekspresji protoonkogenu i rozwoju choroby. Niektore
z translokacji sa charakterystyczne dla konkretnych typoéw chtoniakéw np.: translokacja
BCL-1/lg wystgpuje w chioniaku z komoérek ptaszcza (ang. Mantle Cell Lymphoma,
MCL), translokacja BCL-2/lg w chtoniaku grudkowym (ang. Follicular Lymphoma,
FL), a translokacja MYC/IgH w chtoniaku Burkitta (ang. Burkitt Lyphoma, BL)® [151,
152]. Translokacje te sa wynikiem pegknigcia chromosomu w obrgbie regionow

zmiennych lub regionow S gen6w immunoglobulin. Poniewaz oba procesy: CSR i SHM

® Wszystkie wymienione chtoniaki naleza do chfoniakéw nieziarniczych (ang. non-Hodgkin lymphoma,
NHL).
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dotycza wyltacznie tych regionow i zachodza jedynie w centrum namnazania
limfocytow w grudkach limfatycznych, kojarzono je z rozwojem chloniakow
limfocytarnych B-komoérkowych na dtugo przed odkryciem AID. Po jej odkryciu oraz
poznaniu roli, jaka pelni w procesach réznicowania przeciwciat wykazano, ze AID
bezposrednio uczestniczy w powstawaniu tych translokacji i rozwoju zwiazanych
z nimi nowotworoéw [134, 153, 154]. Z patogeneza chtoniakéw zwiazane sa rowniez
mutacje punktowe generowane przez AID w genach supresor6w nowotworzenia, takich
jak: P53, RB, P19, ATM [151].

Na podstawie obserwacji, iz istnieje korelacja pomigdzy ekspresja genu AID
a ztymi prognozami dla przewlektej biataczki limfatycznej B-komoérkowej (ang. B-cell
chronic lymphocytic leukemia, B-CLL) sugeruje si¢ udzial AID w patogeniezie
i progresji tego nowotworu [155, 156]. Co ciekawe, zle prognozy jak i zaburzona
ekspresja AID w B-CLL koreluje takze z brakiem hiperzmiennosci somatycznej regionu
V gené6w immunoglobulin (brakiem SHM). Wskazuje to na szereg zaburzen
W mechanizmach kierowania 1 wiazania AID do sekwencji docelowych.
Charakterystyczne dla B-CLL sa réwniez aberracje chromosomowe takie jak delecja
119 i trisomia chromosomu 12. Szczegélne zainteresowanie budzi trisomia
chromosomu 12, gdyz na tym chromosomie zlokalizowane jest locus AID. Trudno
zatem jednoznacznie stwierdzi¢, czy zaburzona ekspresja AID jest, w tym przypadku,
przyczyna czy tez skutkiem procesu nowotworzenia. Wyniki badania transgenicznych
myszy z konstytutywna ekspresja AID, u ktorych obserwowano rozwoj biataczek
limfatycznych B-komodrkowych, wskazuja, ze zaburzona ekspresja AID moze byc¢
bezposrednia przyczyna tego typu transformacji nowotworowej [59, 144, 157, 158].

Kolejnym nowotworem, w Ktorego powstawanie potencjalnie zaangazowana jest
AID jest szpiczak mnogi. Jest to nowotwor uktadu krwiotworczego charakteryzujacy sig
klonalna proliferacja atypowych plazmocytéw. Plazmocyty sa komorkami
produkujacymi monoklonalna immunoglobuling powstajacymi z limfocytow B jako
koncowy etap ich réznicowania. Cho¢ etiologia szpiczakdéw jest nieznana i w duzej
mierze wieloczynnikowa, to istnieja wyniki badan wskazujace na udziat AID w tym
procesie. Zarowno w szpiczakowych liniach komorkowych jak i w pierwotnej linii
komorek szpiczaka mnogiego (ang. multiple myeloma, MM) stwierdzono ekspresj¢ AID
oraz, wynikajace z obecnosci tego bialka, powstawanie DSBs i w konsekwencji

destabilizacj¢ genomu [159]. Ponadto w modelu mysim wykazano istotne znaczenie
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zaleznej od AID aktywacji protoonkogenu MYC w progresji szpiczaka mnogiego
z tagodniejszych form gammatopatii monoklonalnych [149].

Na uwage zastuguje rowniez potencjalne zaangazowanie AID w procesy
nwotworzenia poprzez jej rolg¢ w procesach demetylacji genomu. Pomimo Ze rola ta
wciaz pozostaje kontrowersyjna, istnieja wyniki badan sugerujace zwiazek pomiedzy
zaburzeniami w regulacji potencjalnie zaleznego od AID szlaku demetylacji DNA
a etiologia raka okreznicy [160]. Jest to jedyne jak dotad doniesienie, bezposrednio
wskazujace na udziat AID w procesach nowotworzenia poprzez jej udzial w procesach
epigenetycznych. Nie ma jednak watpliwosci, ze zmiany w tak zwanym metylomie
DNA sa charakterystyczne dla wigkszosci (jesli nie wszystkich) typéw nowotworow
[161]. Zaktadajac udziat AID w procesach demetylacji genomu, jej zaburzona ekspresja
mogtaby prowadzi¢ do anormalnej hipometylacji DNA (m.in. regionéw promotorowych
protoonkogenow). Hipometylacja i w konsekwencji aktywacja takich onkogenow jak
MYC i RAS jest jednym z postulowanych mechanizméw indukowania transformacji
nowotworowej przez zaburzenia mechanizméw epigenetycznych [162, 163]. Ponadto
globalna hipometylacja genomu jest stanem charakterystycznym dla wielu nowotworow
zto§liwych w tym dla: wspomnianej juz B-CLL, przerzutowego pierwotnego raka
watrobowokomorkowego (ang. matastatic hepatocellular carcinoma, MHCC), raka
prostaty i szyi [163]. Jednoznaczne potwierdzenie udziatu AID w procesach demetylacji
genomu otworzyloby zatem zupelnie nowy rozdziat dotyczacy wpltywu zaburzen

regulacji aktywnosci AID na procesy nowotworzenia.

1.6.3. Zaburzenia ekspresji AID powodowane przez patogeny

Zaburzona ekspresja AID moze by¢ powodowana przez niektore patogeny, takie
jak: wirusy zapalenia watroby typu B i C, wirus Epsteina-Barr czy Helicobacter pylori.
Patogeny te stymuluja ekspresj¢ AID w tkankach, w ktorych normalnie gen ten
pozostaje nieaktywny. Co ciekawe, kazdy z tych patogenéw jest potencjalnie
onkogenny 1 zwiazany z wystgpowaniem charakterystycznych dla niego typoéw
nowotwordow. Sugeruje to istnienie zaleznego od AID mechanizmu rozwoju
nowotworow zwiazanych ze stanem zapalnym, a zaburzona ekspresja AID staje sig
wten sposob brakujacym ogniwem pomigdzy atakiem patogenu a procesem
nowotworzenia z nim zwigzanym.

Wirus Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr Virus, EBV) moze powodowaé wiele

typoOw nowotworow w tym: raka zotadka, raka piersi, chtoniaka Burkitta oraz chorobe
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Hodgkinsa [164]. Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, charakterystyczna dla
chloniaka Burkitta jest translokacja MYC/IgH, ktorej powstawanie jest SciSle zwiazane
z aktywnoscia AID. Nie jest to jednak jedyny dowod na korelacje infekcji EBV
z ekspresja AID. Infekcja in vitro pierwotnych limfocytow B wirusem EBV skutkuje
stymulacja ekspresji AID [165]. Co wigcej, biatko LMP1 wirusa EBV moze indukowaé
szlaki sygnatlowe normalnie indukowane przez CD40. Poniewaz ekspresja AID
w limfocytach B jest stymulowana przez CD40, mozna przypuszczac, ze ekspresja AID
indukowana infekcja EBV zachodzi w wyniku aktywacji tego samego szlaku
sygnatowego [166, 167].

Podobne zaburzenia ekspresji AID powoduje wirus zapalenia watroby typu C
(ang. Hepatitis C Virus, HCV) w ludzkich hepatocytach, prowadzac w ten sposob do
rozwoju raka watroby oraz szeregu innych zaburzen takich jak zaburzenia
limfoproliferacji oligoklonalnej czy rozwdj chtoniakéw typu non-Hondgkin’s [59].
Zaburzona ekspresja AID zostala stwierdzona zaréwno w tkance watrobowej
U pacjentow zainfekowanych HCV, jak i u pacjentow z powodowanym przez HCV
pierwotnym rakiem watrobowokomoérkowym (ang. hepatocellular carcinoma, HCC).
W hepatocytach pochodzacych od osob zdrowych ekspresja AID nie jest wykrywana
[36, 168]. Znaczace jest rOwniez, ze transgeniczne myszy z nadekspresja AID rozwijaja
raka watroby o morfologicznych cechach HCC 1 z mutacjami w genie P53
charakterystycznymi dla tego nowotworu [169].

Wyniki badan Khana 1 wspotautoréw sugeruja, ze indukcja ekspresji AlID
podczas infekcji HCV w hepatocytach odbywa si¢ poprzez stymulacje szlaku NFkB.
Przypuszcza sig, ze szlak NFxB jest bezposrednio indukowany przez biatko C
nukleokapsydu tego wirusa [170]. Indukcje te pokazano w ludzkich liniach hepatocytow
zarowno na drodze ich transfekcji wektorem zawierajacym sekwencj¢ kodujaca biatko
C jak i w systemie replikonowym. Ponadto zaburzonej ekspresji AID w tych komorkach
towarzyszyta akumulacja zmian nukleotydowych w genach MYC, PIM1, P53 [36].
Szlak NFkB moze by¢ rowniez indukowany przez cytokiny prozapalne: czynnik TNFa
| interleuking IL1P, ktore sa wydzielane przez komorke w wyniku kontaktu
Z patogenem. Inne cytokiny prozapalne: 1L4 i1 IL13 moga indukowac¢ zalezna od infekcji
ekspresje AID na drodze szlaku sygnatlowego STAT6 [171]. Indukowana cytokinami
ekspresje AID wykazano zaréwno w hepatocytach jak i w komoérkach nabtonka drog
z6kciowych [172]. W ten sposOb patogeny moga aktywowac ekspresje AID rowniez

posrednio, poprzez stymulacje wydzielania cytokin.
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Ekspresj¢ AID zalezna od aktywacji szlaku NFxB zaobserwowano rowniez
w komorkach blony Sluzowej zotadka u oséb zainfekowanych H. pylori [143] oraz
w komorkach nowotworowych u osoéb z rakiem blony $luzowej zotadka [173]. Co
wazne, H. pylori jest powszechnie uznawany za jeden z gldwnych czynnikow
etiologicznych raka zotadka u ludzi. Na tej podstawie mozna sadzi¢, iz obok wirusow
réwniez bakterie sa w stanie stymulowacé ekspresj¢ AID. W przypadku H. pylori,
obserwowane mechanizmy indukcji ekspresji AID byly podobne jak te obserwowane
dla HCV. Rowniez w tym przypadku cytokiny prozapalne wzmacniaty efekt
powodowany przez sam patogen [171].

Nietypowy mechanizm potencjalnego wptywu infekcji wirusowej na odpowiedz
immunologiczna gospodarza pokazata japonska grupa badaczy. Zauwazyli oni, zZe
oddziatywanie wirionu HCV (szczepu limfotropowego) lub jego biatka E2 z receptorem
CD81 na powierzchni komoérek hybrydoma™® powodowata stymulacje ekspresji AlID.
Jako nastgpstwo dzialania AID, obserwowano akumulacj¢ mutacji punktowych
w regionie zmiennym tancucha cigzkiego immunoglobulin. W konsekwencji catego
procesu infekowane komorki hybrydoma produkowaly przeciwciala o obnizonym
powinowactwie do antygenu w poroéwnaniu z komodrkami nieinfekowanymi (Rysunek
1.6.1) [174, 175]. Jest to potencjalnie nowy, nieznany dotad mechanizm, na drodze
ktorego wirus moze modulowa¢ odpowiedz immunologiczna gospodarza przez wplyw
na specyficznos$¢ produkowanych przeciwcial. Cho¢ istnienie takiego mechanizmu musi
znalez¢ potwierdzenie jeszcze w innych systemach badawczych, wyniki te sa
przyktadem zaskakujacych konsekwencji zaburzonej obecnoscia patogenu ekspresji
AID.

W $wietle oméwionych wynikéw badan, AID staje si¢ niezwykle obiecujacym
celem terapii nie tylko schorzen immunologicznych, ale roéwniez nowotworowych
I wirusowych. Niestety, jak do tej pory nie jest znany zaden zwiazek specyficznie
modulujacy aktywno$¢ AID (inhibitor czy tez aktywator). Szczegdétowe zbadanie
mechanizméw molekularnych lezacych u podtoza aktywnosci biologicznej tego biatka
otworzy zatem droge do opracowania zwiazkéw bedacych potencjalnym zrédlem

nowych lekow.

% Komorki hybrydoma to komorki powstate w wyniku fuzji komorek szpiczaka z klonem limfocytow B
produkujacym okreslona immunoglobuling.
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komdrka hybrydoma limfocytu B

Rysunek 1.6.1. Schemat ilustrujacy potencjalny mechanizm modulacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza przez HCV. A) Komoérka hybrydoma produkujaca przeciwciata
specyficzne wobec biatka E2 wirusa HCV. B) Oddziatywanie wirionu HCV lub jego biatka E2
z receptorem CD81 na powierzchni komorek linii hybrydoma stymuluje ekspresje AID. C) AID inicjuje
proces SHM, w efekcie ktorego komodrki hybrydoma produkuja przeciwciala o obnizonym
powinowactwie do patogenu. Brak oddziatywania przeciwcial z antygenem zaznaczono na rysunku

czerwonym znakiem ,,X”. Na podstawie [174, 175].
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2. CEL PRACY

Mimo ze od odkrycia AID uptynglo juz 16 lat, biatko to jest stosunkowo stabo
poznane i1 nadal nie znaleziono odpowiedzi na wiele pytan dotyczacych jego aktywnosci
biologicznej. Najwigcej kontrowersji budzi potencjalna aktywno$¢ tego biatka wobec
modyfikowanych cytydyn, a co za tym idzie jego funkcje poza ukladem
immunologicznym. Proponowany jest udziat AID w procesach aktywnej demetylacji
genomu zaréwno poprzez deaminacj¢ 5-metylocytydyny do tymidyny, jak i deaminacje
5-hydroksymetylocytydyny  do  5-hydroksymetylourydyny.  Szereg  doniesien
(pochodzacych gltownie z systemow in vivo) potwierdza aktywnosé¢ AID wobec
modyfikowanych substratow. Jednocze$nie, rownie licznie, pojawiaja si¢ dane, ktore
przecza takiej mozliwosci. Gtoéwnym celem badan podjgtych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej stata si¢ zatem charakterystyka mechanizmow molekularnych lezacych
upodtoza aktywnosci biologicznej ludzkiej AID (ang. human AID, hAID),
aw szczegolnosci jej aktywnosci enzymatycznej wobec cytydyny, 5-metylocytydyny
i 5-hydroksymetylourydyny in vitro.

Jedna z przyczyn uniemozliwiajacych udzielenie jednoznacznej odpowiedzi na
zasadnicze pytania dotyczace aktywnosci hAID byt brak wydajnego systemu do
produkcji tego biatka. Dlatego w pierwszym etapie badan postawiono sobie za cel
stworzenie systemu produkcji hAID o pelnej aktywnosci enzymatycznej. Uzyskane ta
droga biatka mialy postuzyé do szczegdotowej charakterystyki wlasciwosci
enzymatycznych hAID i jej mutantow w warunkach in vitro. Spodziewano sig, ze
analizy te pozwola zidentyfikowac czynniki strukturalne warunkujace aktywnos¢ hAID
wobec modyfikowanych i niemodyfikowanych substratow.

Osiagnigcie tak zarysowanego celu wymagato realizacji nastgpujacych zadan
szczegotowych:

1) stworzenia wydajnego systemu produkcji hAID o pelnej aktywnosci
enzymatycznej;

2) opracowania metod testowania aktywnosci deaminazowej hAID wobec
modyfikowanych i niemodyfikowanych substratéw w warunkach in vitro;

3) otrzymania mutantow hAID wykazujacych zroznicowana aktywnos¢ in vivo;

4) przeprowadzenia szczegotowej charakterystyki aktywnosci enzymatycznej
hAID typu dzikiego oraz wyselekcjonowanych mutantow  wobec

modyfikowanych i niemodyfikowanych substratow;
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5) identyfikacji uwarunkowan strukturalnych aktywnosci hAID wobec cytydyny
I 5-metylo/hydroksymetylocytydyny.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Wykaz materialéw stosowanych w pracy

3.1.1. Podstawowe odczynniki, ztoza, enzymy oraz zestawy gotowych odczynnikow

Tabela 3.1.1. Podstawowe odczynniki stosowane w pracy™.

Odczynnik

Producent

NucAway ™ Spin Columns

Ambion

agar, 40% akrylamid/bis-akrylamid (29:1), ampicylina, chlorek
sodu, chlorek wapnia (1 M roztwodr), chlorek potasu,
chloramfenikol, dodecylosiarczan sodu (SDS), glicerol, glicyna,
kwas etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA), kwasny fosforan sodu
(NaH,PO,), mocznik, ortofosforan dwusodowy (Na,HPO,),
pepton, siarczan magnezu, surowicza albumina wotowa (BSA),
TBE, TBST z Tween-em 20 (TBSTT), Tris, wyciag drozdzowy

Bioshop

5-bromo-4-chloro-3-indolo-D-galaktozyd (X-Gal), bufor do
ligacji (10x Ligation Buffer), bufor reakcyjny dla kinazy
polinukleotydowej T4 (10x PNK A), bufor Taq do reakcji PCR,
chlorek magnezu, izopropylotiogalaktozyd (IPTG), odczynnik
Bradford, trifosforany deoksyrybonukleotydow (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP 100 mM, dNTPs)

Fermentas

y[*P]dATP (3000 Ci/mmol)

ICN

B-merkaptoetanol

MERCK

filtry 10 kDa do =zaggszczania bialek, filtry 0,22 pm do
sterylizacji roztworow, tetrahydrourydyna (THU)

MERCK Millipore

bufor AP (20x)

Novagen

membrana PVDF 0,45 pm

Thermo Scientific

etanol, kwas octowy, metanol, wodorotlenek sodu

Polskie Odczynniki Chemiczne

Agaroza

PRONA

inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free Coctail

Roche Diagnostics

Serva Blue R-250

SERVA

Formamid

Applied Biosystems

1,10-fenantrolina, biekit bromofenolowy, bromek etydyny (10
mg/ml), chloroform, chlorowodorek guanidyny,
dimetyloformamid  (DMF), dimetylosulfotlenek (DMSO),
ditiotreitol (DTT, 1 M roztwor), fenol, imidazol, kanamycyna, L-
arabinoza, lizozym, nadsiarczan amonu (APS), n-Dodecyl B-D-
maltozyd (DDM), octan amonu, octan sodu, siarczan niklu,
spektynomycyna, tetrametyloetylenodiamina (TEMED), tris(2-
karboksyetylo)fosfina (TCEP), Triton X-100, Tween 20,
wodorofosforan potasu (K,HPOy,), zredukowany glutation

Sigma-Aldrich

! Jesli nie zostato okreslone inaczej, podane stezenie procentowe danej substancji oznacza jej stezenie
wagowo/objetosciowe (w/v). W przypadku, gdy nie jest sprecyzowany rodzaj rozpuszczalnika, nalezy

rozumied, ze jest nim H,0. v/v — stezenie objetosciowo/objetosciowe.

59



MATERIALY | METODY

Tabela 3.1.2. Zloza stosowane w pracy.

Zloze

Producent

ztoze glutationowe (Gluthatione Sepharose 4 Fast Flow)
ztoze heparynowe (Heparin Sepharose 6 Fast Flow)

ztoze Superdex75 16/60 HiLoad

GE Healthcare

ztoze niklowe (Ni-NTA Agarose) Qiagen
DEAE celuloza Sigma-Aldrich
Tabela 3.1.3. Enzymy stosowane w pracy.

Enzym Producent
ligaza DNA T4 (5 U/ul), kinaza polinukleotydowa T4 (10 U/ul), polimeraza | Fermentas
DNA Taq (5 U/ul), RNaza A (10 pg/ul), glikozylaza uracylo-DNA (UDG,
1U/ul), BamH I (10 U/ul), EcoRl (10 U/ul), Dpnl (10 U/ul), Fast
Digest®BamH I, Fast Digest®EcoRI, Fast Digest®ECORV
benzonase® nukleaza (25 U/ul) Novagen
ludzka jednofunkcyjna glikozylaza uracylo-DNA selektywna wobec ssDNA | New England
(hSMUGT, 5 U/pl) Biolabs
polimeraza DNA Pfu (3 U/ul) Promega
termostabilna glikozylaza tymidyno-DNA (TDG, 0,5 U/ul) Trevigene

Tabela 3.1.4. Zestawy gotowych odczynnikéw stosowane w pracy.
Zestaw gotowych odczynnikow Producent

zestaw do sekwencjonowania DNA: BigDye® Terminator V1.1 cycle

sequencing kit

Applied Biosystems

zestaw do oczyszczania plazmidow w $redniej skali (do 100 pg): Plasmid
Midi Kit

zestaw do kolorymetrycznej detekcji obecno$ci fosfatazy alkalicznej | Novagen
(w procedurze western blot): AP Detection Reagent Kit

zestaw do klonowania produktow PCR do plazmidu pGem®-T Easy: | Promega
pGem®-T Easy Vector System

zestaw do oczyszczania DNA: QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen

zestaw do badania globalnego poziomu metylacji genomowego DNA: 5-mC
DNA ELISA Kit

Zymo Research

zestaw do amplifikacji DNA zawierajacego uracyl: KAPA HiFi HotStart
Uracil+ ReadyMix

KAPA Biosystems

zestaw do cigcia proteolitycznego biatek: Enterokinase Cleavage Capture

Kit

Novagen
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3.1.2. Oligodeoksyrybonukleotydy

Oligonukleotydy DNA stosowane podczas klonowania genu AID i otrzymywania jej

mutantéw byly systetyzowane przez Genomed S.A. (Warszawa). Oligonukleotydy

DNA stosowane w badaniach aktywnosci AID byly syntetyzowane przez IBA GmbH

(Gottingen, Niemcy).

Tabela 3.1.5. Zestawienie oligodeoksyrybonukleotydéw wykorzystywanych w pracy.

Nazwa

| Sekwencja 5°-3°

Oligodeoksyrybonukleotydy stosowane podczas klonowania genu AID i otrzymywania jej

mutantéw

F_03_aid GACGACGACGACAAGATGGACAGCCTCTTGATGAAC
F_04_aid ATGGATCCCACCATCATCATCATCATGACGACGACGACAAGATGGA
R_03_aid ATGAATTCCTATCAAAGTCCCAAAGTACGA

Fwew_aid ATGTGGCCGACTTTCTGCGA

Rwew_aid TGAAGATCCTCAGACTGAGGT

mutN51A F | CTTTGGTTATCTTCGCGCTAAGAACGGCTGCC
mutN51A_R | GAAACCAATAGAAGCGCGATTCTTGCCGACGG
mutR50A_F | GACTTTGGTTATCTTGCCAATAAGAACGGCTG
mutR50A_R | CAGCCGTTCTTATTGGCAAGATAACCAAAGTC

mut A189 R | ATGAATTCCTATCAGTCATCAACCTCATACAGGGG

Oligodeoksyrybonukleotydy stosowane w badaniach aktywnos$ci AID

Oligo_C GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAGCTTAATAAGG
TGATGGAAGTTATGTTTGGTAGATTGATGG

Oligo_U GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAGUTTAATAAGG
TGATGGAAGTTATGTTTGGTAGATTGATGG

Oligo_5mC | GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAG
[5-metylo-dC]TTAATAAGGTGATGGAAGTTATGTTTGGTAGATTGATGG

Oligo_T GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAGTTTAATAAGG
TGATGGAAGTTATGTTTGGTAGATTGATGG

Oligo_5hmC | GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAG

[5-hydroksymetylo-dC]TTAATAAGGTGATGGAAGTTATGTTTGGT
AGATTGATGG
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Nazwa Sekwencja 5°-3°

Oligo_5hmU | GGATTGGTTGGTTATTTGTTTAAGGAAGGTGGATTAAAAG
[5-hydroksymetylo-dUJTTAATAAGGTGATGGAAGTTATGTTTGGTA
GATTGATGG

Oligo_C- CCATCAATCTACCAAACATAACTTCCATCACCTTATTAAGCTTTTAATCCA
komplement | CCTTCCTTAAACAAATAACCAACCAATCC

NNCN_1 GGATTGGTTGGTTATTTGTTAGCAGACGACCCCACGAGCTGACCTTCAC
ACCAGCCGACTTTCCCACTAGCGGACATTCGCACATATGTTTGGTAGAT
TGATGG

NNCN_2 GGATTGGTTGGTTATTTGTTATCAGTCGAACCCTCGACCTGTCCTGCTCT
CCATCCGCCTTACCGCCCATCGGTCATACGCTCATATGTTTGGTAGATT
GATGG

NNCN_3 GGATTGGTTGGTTATTTGTTAACAGGCGTCCACCCGAACTGCCATCCTC
GCAACCAGGCTGGCATGCACCCTAACGTCCGCCCATATGTTTGGTAGAT
TGATGG

NNCN_4 GGATTGGTTGGTTATTTGTTATCTGGCCTACTCCCCTTCTGCCGTGCCCG
CGACCGCGCTTGCGCGCCTACAGTCTTCCCCTCTTATGTTTGGTAGATTG
ATGG

PcrNNCN_F [ GGATTGGTTGGTTATTTGTT

pcrNNCN_R [ CCATCAATCTACCAAACATA

R_pGem TCAAGCTATGCATCCAACGCG

R2_pGem AGTTAGCTCACTCATTAGGCA

Kolorami oznaczono: (i) pomaranczowym — sekwencje kodujace miejsce rozpoznawane przez
enterokinaze; (ii) czerwonym — kodony STOP; (iii) zielonym — sekwencje rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne; (iv) niebieskim — sekwencje kodujaca znacznik histydynowy (HisTag); (v) fioletowym —
nukleotydy wprowadzajace zadang mutacje¢ do sekwencji aminokwasowej AID. W oligonukleotydach
DNA stosowanych w badaniach aktywnosci AID podkresleniem zaznaczono miejsca wigzania starterow:
PcrNNCN_F i pcrNNCN_R. Czcionka pogrubiona zaznaczono nukleotydy potencjalnie deaminowane

przez AID. Pogrubieniem i kursywa zaznaczono nukleotydy bgdace potencjalnym produktem deaminacji.

3.1.3. Plazmidy
= pOTB7 firmy GeneCopoeia™ z wklonowanym cDNA genu ludzkiej AID —
wektor replikacyjny umozliwiajacy klonowanie cDNA AID 1 jego
namnazanie w komorkach bakteryjnych, zawiera gen opornosci na

chloramfenikol;
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pGEM®-T Easy firmy PROMEGA — wektor replikacyjny do klonowania
fragmentow DNA 1 namnazania ich w komorkach bakteryjnych, zawiera
gen opornosci na ampicyling, umozliwia klonowanie produktow PCR bez
uzycia enzymow restrykcyjnych — z wykorzystaniem niesparowanych reszt
adenozynowych na koncach 3’ (ang. TA cloning), test a-komplementacji
umozliwia selekcjg¢ komorek zawierajacych wektor z insertem;

pGEX-6p-3 firmy GE Healthcare — wektor ekspresyjny, zawiera gen
oporno$ci na ampicyling, promotor tac, umozliwia otrzymanie biatka
fuzyjnego z bialkiem GST i miejscem rozpoznawanym przez proteazg
PreScission;

pGEX-4T-1 firmy GE Healthcare — wektor ekspresyjny, zawiera gen
oporno$ci na ampicyling, promotor tac, umozliwia otrzymanie biatka
fuzyjnego z biatkiem GST i miejscem rozpoznawanym przez trombing;
pCDFDuet-1 firmy NOVAGEN z wklonowana sekwencja kodujaca ludzka
AID — konstrukt otrzymany dzigki uprzejmosci dr Niny Papavasiliou z The
Rockefeller University (Nowy Jork, USA), wektor ekspresyjny, zawiera gen
oporno$ci na spektynomycyng, promotor T7, umozliwia otrzymanie biatka
fuzyjnego AID ze znacznikiem histydynowym (HisTag) i miejscem

rozpoznawanym przez proteazg 3C.

3.1.4. Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne stosowane do namnazania 1 selekcji klonow:

E. coli DH5a (producent: Gibco BRL)
E. coli One shot® TOP10 (producent: Life Technologies)

Szczepy bakteryjne stosowane do produkeji biatka:

E. coli BL21(DE3)pLysS (producent: Novagen)

E. coli Origami(DE3)pLysS (producent: Novagen)

E. coli BL21-AL™ One Shot®™ (producent: Invitrogen)
E. coli Rosetta(DE3)pLysS (producent: Novagen)
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Tabela 3.1.6. Zestawienie wybranych cech szczepéw bakteryjnych stosowanych w produkcji biatka.

. promotor genu gen
szczep E.coli s e polimerazy RNA kodujacy inne cechy
antybiotyk .
T7 lizozym
BL21(DE3)pLysS chloramfenikol | lac obecny brak proteaz lon i
ompT
Origami(DE3)pLysS chloramfenikol, | lac obecny mutacje w genach
kanamycyna, kodujacych
tetracyklina reduktaze
tioredoksynowa i
glutationowa
BL21-AL"™OneShot” | - araBAD brak -
Rosetta(DE3)pLysS chloramfenikol | lac obecny geny kodujace tRNA

dla szesciu kodonow
o niskiej czgstosci
wystgpowania w
E.coli

3.1.5. Przeciwciata

= kozie poliklonalne przeciwciata przeciwko ludzkiej AID (ang. anti-AlID

polyclonal antibody produced in goat) 0,5 mg/ml, stosowane rozcienczenie
1:5000, producent: Sigma-Aldrich

= krolicze poliklonalne przeciwciala przeciwko kozim IgG sprz¢zone z

fosfataza alkaliczna (ang. rabbit polyclonal Ab to goat IgG (AP)) 1 mg/ml,

stosowane rozcienczenie 1:5000, producent: ABCAM

3.1.6. Roztwory i bufory

Roztwory do izolacji plazmidow w malej skali

Roztwor ALM1

= 50 mM dekstroza
= 10mM EDTA

= 25mM Tris

Roztwor ALM2 (Swiezo przygotowany)
= 1% SDS
= 0,2 M NaOH

10x stezony bufor TBE do rozdzialu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w

zelach agarozowych

= 0,9M Tris
= 0,9 M kwas borowy
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= 25mMEDTA
Gotowa mieszaning sktadnikow firmy Bioshop rozpuszczano w 1 1 H,O, uzyskujac
bufor 10x stezony. Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach agarozowych stosowano
bufor 0,5x stezony. Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach poliakrylamidowych

stosowano bufor 1x stgzony.

10x stezony bufor do elektroforezy bialek w warunkach denaturujacych (10x R)
= 0,25 M Tris-HCI, pH =8.3
= 1,92 M glicyna
= 1% SDS

Bufor R stosowano w stgzeniu koncowym 1x.

Roztwory do wybarwiania bialek rozdzielonych metoda elektroforezy w zelu

poliakryloamidowym

Roztwor barwiacy

= 50%, v/v metanol

= 10%, v/v kwas octowy

= 0,125% Serva Blue R-250
Pierwszy roztwor odbarwiajacy

= 5%, v/v metanol

= 12,5%, v/v kwas octowy

Roztwory i bufory stosowane w technice western blot

Bufor do elektrotransferu

= 1x bufor R

= 20%, v/v metanol
Bufor TBSTT

= 25 mM Tris

= 137 mM NaCl

= 2,7mM KCI

*= 0,05% Tween-20
Gotowa mieszaning sktadnikow firmy Bioshop rozpuszczano w 1 1 H2O, uzyskujac

bufor 1x st¢zony.

65



MATERIALY | METODY

Roztwor blokujacy
= 1% roztwor BSA w buforze TBSTT
Roztwor przeciwcial (I- lub 11-rzgdowych)
= rozcienczenie 1:5000 w roztworze blokujacym (0,5 ul stezonego
przeciwciata / 2,5 ml roztworu blokujacego)
Roztwor do detekcji kolorymetrycznej
Przygotowywany zgodnie z zaleceniem producenta zestawu do kolorymetrycznej
detekcji obecnosci fosfatazy alkalicznej: AP Detection Reagent Kit (Novagen).
* 15 ml jednokrotnie stgzonego buforu AP
= 60 ul NBT
= 60 ul BCIP

Bufory do analizy rozpuszczalno$ci bialek
Bufor A:

= 50 mM NayHPOQO,4, pH =8

= 300 mM NaCl
Bufor B:

= 100 mM NayHPQOy4, pH =8

= 10 mM Tris-HCI

= 8 M mocznik

Bufory do oczyszczania bialka na kolumnie wypelnionej zlozem Ni-NTA

Bufor I:
= 50 mM Na;HPO,4, pH =8
= 50 mM NaCl

Bufor II:
= 50 mM Na;HPO4, pH =7
= 300 mM NaCl

Bufor III 2x st¢zony:
*= 100 mM Na;HPOy, pH =6
= 600 mM NaCl

= 20% glicerol (w/v)

Bufor III stosowano w st¢zeniu koncowym 1x.
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Bufory do regeneracji zloza Ni-NTA

Bufor 1 (wymywajacy pozostate na ztozu biatka):
= 1M NaCl
= 1x bufor I
Bufor 2 (wymywajacy jony Ni** ze ztoza):
= 20 mM Tris-HCI, pH=7,9
= 0,5M NaCl
= 100 mM EDTA
Bufor 3 (fadujacy ztoze jonami Ni%*):
= 50 mM NiSO,

Bufory do saczenia molekularnego

Bufor SE1:
= 50 mM Tris-HCI, pH =8
= 25 mM NaCl
= 3% glicerol
= 1mMDTT

Bufor SE2:
= 50 mM Tris-HCI, pH =8
= 200 mM NaCl

= 3% glicerol
= 0,01% DDM
= 2mM TCEP

Bufory do oczyszczania bialek na kolumnie wypelnionej zlozem glutationowym

Bufory przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta zloza glutationowego (GE
Healthcare). Sktad buforéw podano ponize;j.
Bufor PBS 10x stezony:

= 100 mM Na;HPO,4

= 18 mM KH;PO,

= 1,4 M NaCl

= 27 mM KCI

Bufor PBS stosowano w stgzeniu koncowym 1x.
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Bufor do elucji:
= 50 mM Tris-HCI, pH =8
= 10 mM glutation zredukowany
= 1mMDTT

= 3% glicerol

Bufory do elucji bialek z kolumny wypelnionej zlozem heparynowym (H1 — H5)

= 50 mM Tris-HCI, pH =8

= 3% glicerol

= 50 mM, 130 mM, 250 mM, 600 mM lub 2 M NaCl (odpowiednio

w buforach elucyjnych: H1, H2, H3, H4, H5)

Bufor reakcyjny dla enterokinazy
=  20mM Tris-HCIl, pH=7,4
= 50 mM NaCl
=  2mM CaCl,

Bufor do przechowywania bialka AID
= 50 mM Tris-HCI, pH =8
= 1mMDTT
=  50% glicerol

10x stezony bufor do badania aktywnos$ci hAID
= 500 mM Tris-HCI, pH =8
= 10mMDTT

Bufor reakcyjny dla biatka AID stosowano w ste¢zeniu koncowym 1x.

Inne:

roztwor chloramfenikolu w alkoholu etylowym (34 mg/ml)

roztwor X-Gal (0,5 mg/ml) w dimetyloformamidzie (DMF)

wodny roztwor ampicyliny (100 mg/ml)

wodny roztwor APS (10%)

wodny roztwor CH3COONH, (7,5 M)

wodny roztwor EDTA pH =8 (25 mM, 125 mM, 250 mM lub 0,5 M)
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wodny roztwor glicerolu (80%)

wodny roztwor imidazolu (1 M)

wodny roztwor IPTG (1 M lub 0,1 M)
wodny roztwor kanamycyny (30 mg/ml)
wodny roztwor L-arabinozy (20%)

wodny roztwor lizozymu (50 mg/ml)

wodny roztwor NaCl (4 M)

wodny roztwor Na,HPO,, pH = 6, 7, 7,5 lub 8 (0,5 M)*
wodny roztwor MgSO4 (1 M)

wodny roztwoér SDS (10%)

wodny roztwor spektynomycyny (50 mg/ml)
wodny roztwoér ZnCl, (1 mM, 100 mM)

3.1.7.Pozywki

Pozywka stala LB z ampicylina lub spektynomycyna

= 2 g peptonu

= 1,25 g wyciagu drozdzowego

= 1,25gNaCl

= 3,75gagaru

= dopehiano H,O do 250 ml i sterylizowano w autoklawie

= po schtodzeniu do temperatury 55°C do otrzymanego roztworu dodawano
500 pl roztworu ampicyliny o stgzeniu 0,1 g/ml (stgzenie koncowe 200
pg/ml) lub 250 pl roztworu spektynomycyny o stezeniu 50 mg/ml (stgZenie
koncowe 50 pg/ml) po czym na stole z laminarnym przeplywem powietrza

wylewano pozywke na sterylne szalki.

Pozywka plynna LB

= 10 g peptonu
= 5 g wyciagu drozdzowego
= 5gNaCl

= dopetniano H,O do 1 | i sterylizowano w autoklawie

12 otrzymywano poprzez zmieszanie wodnego roztworu Na,HPO, (0,5 M) i wodnego roztworu NaH,PO,
(0,5 M) w odpowiednich dla danej wartosci pH proporcjach
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Pozywka plynna LB z ampicvlina

= do 1 1 ptynnej pozywki LB (schtodzona po sterylizacji) dodawano 2 ml

roztworu ampicyliny o ste¢zeniu 0,1 g/ml (stezenie koncowe 200 pg/ml)

Pozywka plynna LB z ampicylina i chloramfenikolem

= do 1 I ptynnej pozywki LB (schiodzonej po sterylizacji) dodawano 2 ml
roztworu ampicyliny o stezeniu 0,1 g/ml (stezenie koncowe 200 pg/ml)
oraz 1 ml roztworu chloramfenikolu o stgzeniu 34 mg/ml (stgzenie

koncowe 34 ug/ml)

Pozywka plynna LB z ampicylina, chloramfenikolem i kanamycyna

= do 1 1 ptynnej pozywki LB (schtodzona po sterylizacji) dodawano 2 ml
roztworu ampicyliny o st¢zeniu 0,1 g/ml (stezenie koncowe 200 pg/ml),
1 ml roztworu chloramfenikolu o stgzeniu 34 mg/ml (stgzenie koncowe
34 ng/ml) oraz 1 ml roztworu kanamycyny o st¢zeniu 30 mg/ml (stgzenie

koncowe 30 ug/ml).

Pozywka plynna LB z ampicvlina, chloramfenikolem i cynkiem

= do 11 ptynnej pozywki LB (schtodzonej po sterylizacji) dodawano 2 ml
roztworu ampicyliny o st¢zeniu 0,1 g/ml (stezenie koncowe 200 pg/ml),
1 ml roztworu chloramfenikolu o stgzeniu 34 mg/ml (st¢zenie koncowe
34 ng/ml) oraz 0,6 ml roztworu chlorku cynku (ZnCly) o stezeniu 100 mM

(stezenie koncowe 0,06 mM).

Pozywka plynna LB ze spektynomycyna i chloramfenikolem

= do 1 1 ptynnej pozywki LB (schtodzona po sterylizacji) dodawano 1 ml
roztworu spektynomycyny o stgzeniu 50 mg/ml (st¢zenie koncowe
50 ug/ml) oraz 1 ml roztworu chloramfenikolu o st¢zeniu 34 mg/ml

(stezenie koncowe 34 pg/ml)

Plynna pozywka SOC
Gotowa pozywka dostarczona wraz z komoérkami kompetentnymi firmy Novagen.
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3.1.8. Zele

Zel asarozowy 1% do rozdzialu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w

warunkach natywnych

= 0,45 g agarozy

= 45 ml 0,5x stgzonego buforu TBE
Rozpuszczano przez podgrzanie w kuchence mikrofalowej, po czym schtadzano,
dodawano bromku etydyny do stezenia koncowego 0,5 pg/ml i wylewano do aparatu do

elektroforezy.

Zel poliakryloamidowy 15% do rozdzialu elektroforetycznego kwasow

nukleinowych w warunkach denaturujacvch
= 18,75 ml 40% akrylamid/N,N’-metylenobis-akrylamid
= 5 ml buforu 10x TBE

= 21 g mocznika

= dopetiano H,O do 50 ml
= 300 ul 10% APS
= 32 ul TEMED
Wylewano migdzy szyby 1 pozostawiano do polimeryzacji. Podano objgtosci

odczynnikow na zel o wymiarach 13/19,5 cm.

Zele poliakryloamidowe do rozdzialu elektroforetycznego bialtek

Zel rozdzielajacy 15%
= 4,5 ml 40% akrylamid/N,N’-metylenobis-akrylamid
= 4,4 ml1M buforu Tris-HCI, pH = 8,8
= 120 pl 10% SDS
= 120 ul 10% APS
* 6 ul TEMED
= 2,98 mlH,0
Zel rozdzielajacy 12%
= 3,6 ml 40% akrylamid/N,N’-metylenobis-akrylamid
= 4,4 ml1M buforu Tris-HCI, pH = 8,8
= 120 pul 10% SDS
= 120 ul 10% APS
= 6 pul TEMED
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= 3,88 mlH,O
Zel rozdzielajacy 12% lub 15% wylewano miedzy szyby i spryskiwano 1% SDS,
pozostawiano do polimeryzacji.

Zel zageszczajacy 5%

= 625 ul 40% akrylamid/N,N’-metylenobis-akrylamid

= 630 ul 1 M buforu Tris-HCI, pH = 6,8

= 50 ul 10% SDS

= 50 ul 10% APS

= 5 ul TEMED

= 3,6 mlH0
Wylewano migdzy szyby powyzej wczesniej spolimeryzowanego zelu rozdzielajacego,
pozostawiano do polimeryzacji.
Podano objetosci odczynnikéw na dwa zele o wymiarach zelu rozdzielajacego 7,5/6,5

cm.

3.1.9. Bufory obciazajace i wzorce mas

6x stezony bufor obciazajacy (6x BJ) do rozdzialu elektroforetycznego kwasow

nukleinowych w zelach agarozowych, w warunkach natywnych
= 10 mM Tris-HCI, pH =75
= 50 mM EDTA
= 10% Ficoll 400
= (0,25% bflekit bromofenolowy

= 0,25% cyjanian ksylenu

2x stezony bufor obciazajacy (2x BB) do rozdzialu elektroforetycznego kwasow

nukleinowych w zelach poliakryloamidowych, w warunkach denaturujacych

=  0,25% blekit bromofenolowy

= 7 M mocznik

4x stezony bufor (4x SB) do rozdzialu elektroforetycznego bialek w zelu

poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych
= 250 mM Tris-HCI, pH = 6,8
= 20% v/v B-merkaptoetanol
= 8% SDS
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= 0,15% blekit bromofenolowy
= 40% glicerol

wzorzec mas DNA do rozdzialu elektroforetycznego w zelach agarozowych

w warunkach natywnych
= DirectLoad™ Wide Range DNA Marker (producent: SIGMA)

wzorzec mas bialek do rozdzialu elektroforetycznego w zelach

poliakryloamidowych w warunkach denaturujacvch

= Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards (producent: INVITROGEN)

(wzorzec stosowany rowniez podczas procedury western blot)
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3.2. Wykaz metod stosowanych w pracy

3.2.1. Metody stosowane w pracy z kwasami nukleinowymi

3.2.1.1. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Amplifikacije DNA metoda PCR stosowano w celu powielenia fragmentow

DNA, wprowadzenia do nich miejsc restrykcyjnych lub tez innych sekwencji (np.

kodujacych znacznik histydynowy). Stosowano polimerazg Taq (producent: Fermentas)

lub tez polimeraze Pfu (producent: Promega) o wysokiej doktadnosci kopiowania. Sktad

oraz warunki typowych reakcji PCR odpowiednio dla obu polimeraz przedstawiono

w Tabelach 3.2.1. — 3.2.4. Reakcje prowadzono w termocyklerze firmy Biometra.

Tabela 3.2.1. Sklad mieszaniny reakcyjnej - PCR z wykorzystaniem polierazy Tag.

odczynnik (stezenie poczatkowe)

ilos¢ (stezenie

koncowe)
matryca DNA 1-100 ng
starter ho_mologlczny do konca 5 15 pmol
powielanego fragmentu
starter kon?plementarny do konca 3’ 15 pmol
powielanego fragmentu
bufor reakcyjny 10x (dostarczony wraz z 5 4l
polimeraza Taq przez firme¢ Fermentas) H
MgCl, (25 mM) 6 ul (3 mM)
mix dNTPs (2,5 mM kazdy) 4 ul (0,2 mM)
polimeraza DNA Taq (5 U/ul) 0,5 ul (2,5 U)
H,O do 50 pl
Tabela 3.2.2. Warunki PCR z wykorzystaniem polimerazy Tag.
numer etapu etap czas trwania temperatura liczba cykli
denaturacja 2 min 94°C -
denaturacja 1 min 94°C
hybrydyzacja 30s (Tw)* 30
elongacja 1 min 72°C
elongacja 7 min 72°C -

* zalezna od temperatury topnienia uzytych starteréw - Ty, obliczono wg wzoru
Tw=2(A+T)+4(G+C)-5 [°C]
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Tabela 3.2.3. Sklad mieszaniny reakcyjnej — PCR z wykorzystaniem polimerazy Pfu.

. e ilo$¢ (stezenie
odczynnik (stezenie poczatkowe) koricowe)
matryca DNA 1-100 ng
starter ho.rnologiczny do konca 5’ 15 pmol
powielanego fragmentu
starter kon?plementarny do konca 3 15 pmol
powielanego fragmentu
bufor reakcyjny 10x (dostarczony wraz z 50l
polimeraza Pfu przez firm¢ Promega) H
mix dNTPs (10 mM kazdy) 1 ul (0,2 mM)
polimeraza DNA Pfu (3 U/ul) 0,5 ul (1,5 0)
H.0 do 50 ul
Tabela 3.2.4. Warunki PCR z wykorzystaniem polimerazy Pfu.
numer etapu etap czas trwania temperatura liczba cykli
1 denaturacja 2 min 95°C -
denaturacja 1 min 95°C
2 hybrydyzacja 30s (Tm)* 30
elongacja 2,5 min 72°C
3 elongacja 7 min 72°C -

* zalezna od temperatury topnienia uzytych starteréw - Ty, obliczono wg wzoru
Tm=2(A+T)+4(G+C)-5 [°C]

Produkty reakcji PCR analizowano metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowym

(podrozdziat 3.2.1.3.).

3.2.1.2. Oczyszczanie DNA
Produkty reakcji PCR oraz dsDNA po innych reakcjach enzymatycznych
oczyszczano wykorzystujac gotowy zestaw odczynnikow QIAquick PCR Purification

Kit firmy QIAGEN, zgodnie z instrukcja producenta.

3.2.1.3. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelu agarozowym w
warunkach natywnych
Do badanych preparatow dodawano buforu obciazajacego 6x BJ do uzyskania
jednokrotnego st¢zenia koncowego. Tak przygotowane proby nakladano na 1% zel

agarozowy do rozdzialu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w warunkach
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natywnych (zel przygotowano zgodnie z instrukcja zawarta w podrozdziale 3.1.8.).
Rozdziat prowadzono w buforze 0,5x TBE, przy napigciu 125V i w obecnosci wzorca

mas (DirectLoad™ Wide Range DNA Marker, SIGMA).

3.2.1.4. Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w zelu poliakrylamidowym

w warunkach denaturujacych

Do badanych preparatéw dodawano buforu obciazajacego 2x BB do uzyskania
jednokrotnego st¢zenia koncowego. Proby denaturowano przez inkubacj¢ 5 min
w temperaturze 95°C i1 gwaltowne schlodzenie na lodzie. Tak przygotowane proby
naktadano na 15% zel poliakrylamidowy do rozdzialu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych w warunkach denaturujacych (zel przygotowano zgodnie z instrukcja
zawarta w podrozdziale 3.1.8.). Rozdzial prowadzono w buforze 1x TBE, przy
nat¢zeniu pradu 10 mA przez pierwsze 30 min elektroforezy (tzw. preelektroforeza),

a nastgpnie przy nat¢zeniu pradu 40 mA.

3.2.1.5. Wizualizacja i oznaczanie st¢zenia kwasow nukleinowych

Kwasy nukleinowe rozdzielane w zZelach agarozowych w warunkach
natywnych wizualizowano w $wietle UV wykorzystujac zjawisko interkalacji bromku
etydyny. Dokumentacj¢ zeli prowadzono z wykorzystaniem zestawu Gel Logic 200
firmy Kodak.

Znakowane radioizotopowo kwasy nukleinowe rozdzielane w Zelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych wizualizowano za pomoca
autoradiografii. Ekspozycje zeli prowadzono w temperaturze pokojowej stosujac ekrany
firmy Kodak, skanowane nast¢pnie przy pomocy skanera materiatobw znakowanych
radioizotopowo FLA-5100 Phosphorimager firmy Fujifilm. llosciowa i jakosciowa
analiz¢ rozdzielonych kwasow nukleinowych przeprowadzano przy pomocy programu
Multi Gauge V3.0.

Stezenie DNA w probkach oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie
pomiarow absorpcji $wiatta UV o dlugosci fali 260 nm w spektrofotometrze Nanodrop
2000 firmy Thermo Scientific.
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3.2.1.6. Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie DNA prowadzono z wykorzystaniem gotowego zestawu
odczynnikow BigDye® Terminator V1.1 cycle sequencing kit firmy Applied
Biosystems. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 3.2.5. Warunki
reakcji przedstawiono w Tabeli 3.2.6. Reakcje sekwencjonowania prowadzono

w termocyklerze firmy Biometra.

Tabela 3.2.5. Sklad mieszaniny reakcyjnej sekwencjonowania DNA.

odczynnik (stezenie poczatkowe) ilolic; r’f::iffz;ﬁe
matryca DNA 150 ng
starter 15 pmol
50% (v/v) DMSO 2 ul
Ready Reaction Premix* 1 ul
5x BigDye Sequencing Buffer* 3 ul
H,O do 20 ul

* dostarczone przez producenta zestawu odczynnikoéw BigDye®
Terminator V1.1 cycle sequencing kit

Tabela 3.2.6. Warunki reakcji sekwencjonowania.

numer etapu etap czas trwania temperatura liczba powtorzen
1 denaturacja 1 min 96°C 1
denaturacja 10s 96°C
2 hybrydyzacja 10s 50°C 35
elongacja 4 min 60°C

Oczyszczanie produktéw reakcji sekwencjonowania

* Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 5 pl 125 mM EDTA 1 60 pl 96%
etanolu.

= Wytrzasano i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowe;j.

= Wirowano 30 min z predkoscia 14000 rpm w temperaturze 4°C.

= Supernatant dekantowano, a osad przemywano 200 pl 70% etanolu.

= Wirowano 10 min z pr¢dkoscia 14000 rpm w temperaturze 4°C.

= Supernatant dekantowano, a osad suszono.
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= Osad rozpuszczano w 10 pl formamidu.

= Tak przygotowane probki dostarczano do Wydziatowej Pracowni Technik
Biologii Molekularnej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza, gdzie dokonywano rozdzialu elektroforetycznego produktow

reakcji i odczytu sekwencji.

3.2.1.7. Trawienie enzymami restrykcyjnymi produktow PCR oraz plazmidow

Cigcie restrykcyjne stosowano w celu przygotowania wektora i insertu do
ligacji (podrozdziat 3.2.1.8.) badz tez w celu analizy plazmidow izolowanych w mate;j
skali (podrozdziat 3.2.1.10.). Sktad mieszaniny reakcyjnej standardowego cigcia
enzymami restrykcyjnymi przedstawiono w Tabeli 3.2.7. Skiad mieszaniny reakcyjnej
ciecia enzymami restrykcyjnymi typu FastDigest® przedstawiono w Tabeli 3.2.8.
Mieszaning reakcyjna inkubowano 4 h lub 1 h (w przypadku enzymoéw typu
FastDigest”) w temperaturze 37°C. Produkty ciecia analizowano w 1% zelu

agarozowym (podrozdziat 3.2.1.3.).

Tabela 3.2.7. Sklad mieszaniny reakcyjnej standardowego cigcia enzymami restrykeyjnymi.

) Ilosé
odczynnik i
skala preparatywna skala analityczna
dsDNA 1-10 pg 01-1pg
bufor* 10x Sul 1 ul
enzym 25-50U 5-10U
H,0 do 50 pul do 10 pl

* dostarczony przez producenta wraz z enzymem

Tabela 3.2.8. Sklad mieszaniny reakcyjnej cigcia enzymami restrykcyjnymi typu FastDigest®.

_ Mos¢
odczynnik ]
skala preparatywna skala analityczna
dsDNA 1-10 ug 01-1pg
bufor* 10x FastDigest 2 ul 1 ul
enzym FastDigest 2 ul 1 ul
H,O do 20 pul do 10 pl

* dostarczony przez producenta wraz z enzymem
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3.2.1.8. Ligacja
Reakcje ligacji prowadzono z wykorzystaniem odczynnikow firmy Fermentas.

Sktad mieszniny reakcyjnej podano w Tabeli 3.2.9. Mieszaning reakcyjna inkubowano
16 h w temperaturze 16°C.

Tabela 3.2.9. Sklad mieszaniny reakcyjnej ligacji.

odczynnik Ilo$¢
wektor 50 - 100 ng
insert do stosunku molowego insert/wektor rownego 3/1
10x Ligation Buffer* 1 ul
ligaza DNA T4 (5 U/pl) 1l
H,0 do 10 pl

* dostarczony przez producenta wraz z enzymem

3.2.1.9. Ligacja z wektorem pGEM-T Easy

Reakcje ligacji z wektorem pGEM-T Easy prowadzono z wykorzystaniem
gotowego zestawu odczynnikow pGEM®-T Easy Vector System firmy Promega. Skiad
mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli 3.2.10. Mieszaning reakcyjng inkubowano 16 h

w temperaturze 4°C.

Tabela 3.2.10. Sklad mieszaniny reakcyjnej ligacji z wektorem pGEM-T Easy.

odczynnik Ilos¢
wektor 50 ng
insert do stosunku molowego insert/wektor rownego 3/1
2x Rapid Ligation Buffer* Sul
ligaza DNA T4 (3 U/ul) 1 ul
H.0 do 10 pl

* dostarczony przez producenta wraz z enzymem

3.2.1.10. Izolacja plazmidéw w matej skali (do 10 pg)
= Pojedyncze kolonie bakterii (zawierajace pozadany plazmid) wyhodowane
na stalej pozywce LB przenoszono do 2 ml ptynnej pozywki LB
zawierajacej odpowiedni antybiotyk™® i inkubowano 16 h w temperaturze

37°C, wytrzasajac z predkoscia 250 rpm.

3 Antybiotyki dobrane byty odpowiednio do genéw opornosci danego szczepu bakterii (Tabela 3.1.6.) i

genu opornosci zawartym w plazmidzie, ktorym dany szczep bakterii byt transformowany (podrozdziat
3.1.3).
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= 1,5 ml hodowli wirowano 1 min z predkoscia 14000 rpm w temperaturze
pokojowe;j.

= Supernatant dekantowano, a zawierajacy bakterie osad zawieszano w 100 pl
roztworu ALMI1, wytrzasajac 5 min w temperaturze pokojowe;j.

= Dodawano 200 ul $wiezo przygotowanego roztworu ALM2, delikatnie
mieszano i inkubowano 5 min na lodzie.

= Dodawano 150 ul 7,5 M roztworu octanu amonu, mieszano i inkubowano
20 min na lodzie.

= Wirowano 20 min z predkoscia 14000 rpm w temperaturze pokojowe;j.

= Supernatant przenoszono do nowej probowki, dodawano 1 ml 96% etanolu
i inkubowano 20 min na lodzie.

= Wirowano 15 min z predko$cia 14000 rpm w temperaturze 4°C.

= Supernatant dekantowano, a osad suszono.

= QOsad rozpuszczano w roztworze zawierajacym: 49,5 ul H,O i 0,5 pl
RNazyA o stgzeniu 10 pg/pl.

* Otrzymane plazmidy poddawano analizie restrykcyjnej (podrozdziat
3.2.1.7.) lub analizie z wykorzystaniem reakcji PCR (podrozdziat 3.2.1.1.).
Wybrane plazmidy oczyszczano na kolumienkach QIAquick firmy

QIAGEN, zgodnie z instrukcja producenta.

3.2.1.11. Izolacja plazmidow w $redniej skali (do 100 pug)
Izolacje plazmidow w $redniej skali prowadzono z wykorzystaniem gotowego

zestawu odczynnikow: Plasmid Midi Kit firmy Qiagen zgodnie z instrukcja producenta.

3.2.2.  Metody rozdziatu i analizy biatek
3.2.2.1. Rozdziat elektroforetyczny biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (zel PAA)
* Przygotowanie zelu
Zel PAA do rozdziahu elektroforetycznego biatek skladat sie z 5% zelu zaggszczajacego
112 lub 15% zelu rozdzielajacego (zele przygotowywano zgodnie z instrukcja zawarta
w podrozdziale 3.1.8). Zel wylewano miedzy szyby i umieszczano w aparacie Mini-

Protean firmy BioRad wypetionym jednokrotnie stgzonym buforem R.
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» Przygotowanie i rozdziat prob
Do badanych preparatow dodawano 4x stezonego buforu obcigzajacego SB do
uzyskania jednokrotnego st¢zenia koncowego. Proby denaturowano przez inkubacje
5min w temperaturze 95°C. Tak przygotowane proby rozdzielano w zelu PAA

®  Sharp Pre-Stained Protein  Standards,

W obecnosci  wzorca mas (Novex
INVITROGEN). Rozdziat prowadzono przy napigciu 80 V dla zelu zaggszczajacego
I 130 V dla zelu rozdzielajacego.

= Wizualizacja produktéw rozdziatu
Produkty rozdziatu uwidaczniano przez podgrzanie zelu w kuchence mikrofalowe;j
W roztworze barwiacym, a nastgpnie kilkugodzinne ptukanie zelu w temperaturze

pokojowej w roztworze odbarwiajacym. Zele dokumentowano uzywajac zestawu Gel

Logic 200 firmy Kodak.

3.2.2.2. Identyfikacja biatek metoda western blot

= Rozdziat elektroforetyczny badanego preparatu biatkowego w zelu PAA

w warunkach denaturujacych

Badany preparat biatkowy rozdzielano w zelu PAA (zgodnie z instrukcja zawarta
W podrozdziale 3.2.2.1.). Zelu po rozdziale nie poddawano barwieniu.

= Elektrotransfer rozdzielonych biatek na membrang PVDF
Z zelu po rozdziale odcinano czg$¢ zageszczajaca, pozostawiajac jedynie czgs¢
rozdzielajaca. Membrang PVDF (przycigta do rozmiaru zelu) zanurzano w metanolu na
2 min. Zel i 6 kawatkéw bibuty typu Whatman (przycietych do rozmiaru zelu) moczono
w buforze do elektrotransferu. W aparacie do elektrotransferu metoda potsucha firmy
BioRad uktadano kolejno: 3 bibuly typu Whatman, membrang PVDF, Zel 1 pozostate 3
bibuly. Elektrotransfer prowadzono przez 1 h przy natgzeniu pradu rownemu co do
wartos$ci polu powierzchni membrany oraz napigciu nieprzekraczajacemu 10V.

= Detekcja biatka na membranie
Membrang umieszczano w urzadzeniu SNAP i.d.™ firmy Millipore (polaczonym
z pompa prozniowa) lokujac ja w przeznaczonej do tego celu kasecie (zgodnie
Z instrukcja producenta). Blokowanie membrany prowadzono przepuszczajac przez
kasete z membrang (pod ci$nieniem) 15 ml roztworu blokujacego. Nastgpnie membrang
inkubowano 10 min z 2,5 ml roztworu przeciwciala I-rzegdowego, po czym plukano
trzykrotnie przepuszczajac 20 ml buforu TBSTT przez kaset¢ z mebranag. Membrang

inkubowano 10 min z 2,5 ml roztworu przeciwciata II-rzgdowego i trzykrotnie ptukano
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20 ml buforu TBSTT. Membrang wyciagano z kasety i urzadzenia SNAP i.d.™.
Inkubowano kilka minut w roztworze do detekcji kolorymetrycznej. Natychmiast po
pojawieniu si¢ barwnych prazkéw, membran¢ przektadano do nowego pojemnika,
ptukano H,O i pozostawiono do wyschnigcia. Membrany dokumentowano uzywajac

skanera komputerowego.

3.2.3. Otrzymywanie AID i jej mutantow w systemie prokariotycznym
3.2.3.1. Klonowanie genu AID do wektora ekspresyjnego

DNA kodujacy ludzkie biatko AID poddawano ligacji (podrozdziat 3.2.1.8.)
z wektorem ekspresyjnym pGEX-4T-1 lub pGEX-6p-3 otrzymujac w ten sposob
konstrukt ekspresyjny. Plazmid pCDFDuet-1 z wklonowanym DNA kodujacym ludzka
AID otrzymano dzigki uprzejmosci dr Niny Papavasiliou z The Rockefeller University
(Nowy Jork, USA). Wymienione konstrukty ekspresyjne stuzyly do produkcji biatka
AID w komorkach bakteryjnych.

3.2.3.2. Otrzymywanie zmutowanych wariantow AID

DNA kodujacy wariant AID skrocony o 10 aminokwasow z konca C — mutant
A189 otrzymywano metoda PCR. Jako matryce zastosowano plazmid zawierajacy DNA
kodujacy biatko AID typu dzikiego. W reakcji uzyto startery: F 04 aid oraz
mutA189 R (Tabela 3.5.). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 3.2.3.
Warunki reakcji PCR opisano w Tabeli 3.2.4. Powielony fragment genu AID
poddawano cigciu restrykcyjnemu 1 ligacji z wektorem ekspresyjnym (analogicznie jak
w przypadku DNA kodujacego AID typu dzikiego).

Wektory kodujace warianty AID zawierajace mutacje punktowe: R50A i NS1A
otrzymywano na drodze ukierunkowanej mutagenezy. Metoda ta polega na amplifikacji
catego plazmidu (bez potrzeby wycinania 1 ligowania modyfikowanych odcinkow) przy
uzyciu dwoéch wzajemnie komplementarnych starterow zawierajacych odpowiednie
mutacje — startery mutR50A F i mutR50A R dla mutanta R50A oraz startery
mutN51A FimutN51A_F dla mutanta N51A (Tabela 3.5.). Jako matrycg dla tej reakcji
wykorzystywano wektor kodujacy AID typu dzikiego. Do amplifikacji plazmidu
wykorzystywano polimerazg o wysokiej wierno$ci kopiowania — polimeraz¢ DNA Pfu.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji przedstawiono w Tabeli 3.2.11.

13.2.12.
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Tabela 3.2.11. Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w ukierunkowanej mutagenezie.

. L. ilo$¢ (stezenie
d k (st tk
odczynnik (stezenie poczatkowe) )
matryca DNA
e N 300 ng
(wektor kodujacy AID typu dzikiego)
jeden ze starterow: starter F lub starter R 40 pmol
bufor reakcyjny 10x (dostarczony wraz z 54l
polimeraza Pfu przez firm¢ Promega) W
mix dNTPs (10 mM kazdy) 1 pl (0,2 mM)
polimeraza DNA Pfu (3 U/pl) 0,5 ul (1,5 U)
H.O do 50 pl

* Przygotowywano dwie mieszaniny reakcyjne (Tabela 3.2.11.). Kazda z nich
zawierala jeden z pary starterow.
» Prowadzono reakcj¢ (Tabela 3.2.12.) przez 13 cykli w termocyklerze firmy
Biometra.
» Produkty reakcji laczono, mieszano a nast¢pnie rozdzielano do dwoch
nowych probowek. Do kazdej dodawano 3 U polimerazy DNA Pfu.
= Prowadzono reakcj¢ (Tabela 3.2.12.) przez kolejne 25 cykli.
= Produkty reakcji oczyszczano (podrozdziat 3.2.1.2.), a nastgpnie poddawano
trawieniu enzymem Dpnl inkubujac 4 h w temperaturze 37°C nastgpujaca
mieszaning reakcyjna:
v 5- 10 pg oczyszczonego DNA
v" 10 pl buforu 10x (dostarczonego wraz z enzymem Dpnl przez
producenta)
v 60 U enzymu Dpnl
v" dopetniano H,O do 100 pl
= Produkty reakcji trawienia ponownie oczyszczano, a uzyskanym DNA
transformowano komorki kompetentne E.coli szczepu One shot® TOP10
(podrozdziat 3.2.3.3.). Z wuzyskanych kolonii bakteryjnych izolowano
plazmidy w malej skali (podrozdziat 3.2.1.10.), poddawano je analizie
restrykcyjnej (podrozdziat 3.2.1.7.) 1 sekwencjonowano (podrozdziat

3.2.1.6.). Zidentyfikowano plazmidy zawierajace oczekiwana mutacje.
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Jeden z nich postuzyt do transformacji szczepu bakterii stosowanego do

produkcji biatka (podrozdziat 3.2.3.3.).

Tabela 3.2.12. Warunki reakcji ukierunkowanej mutagenezy.

numer etapu Etap czas trwania temperatura liczba cykli
1 Denaturacja 2 min 96°C
Denaturacja 50s 96°C 13 cvkli
2 hybrydyzacja 50s 60°C YL
- - nastgpnie 25 cykli
elongacja 12 min 68°C
3 elongacja 12 min 68°C

3.2.3.3.

3.2.3.4.

Transformacja komorek bakteryjnych metoda szoku cieplnego

Do zawiesiny komodrek kompetentnych E. coli dodawano 10 ng
oczyszczonego plazmidu lub 5 pl produktu ligacji.

Inkubowano 5 min na lodzie.

Zawiesing ogrzewano 45 s (szczep DH5a) lub 30 s (pozostate szczepy)
W temperaturze 42°C.

Inkubowano 5 min na lodzie.

Do transformowanych komoérek dodawano 1 ml plynnej pozywki LB
(szczep DH5a) lub 250 ul pozywki SOC (pozostate szczepy) i inkubowano
1 h w temperaturze 37°C.

W przypadku transformacji szczepu DH5a lub szczepu One shot® TOP10
plazmidem pGEM®-T Easy (umozliwiajacym selekcje komorek
zawierajacych wektor z insertem na podstawie testu a-komplementacji) do
0,1 — 0,3 ml otrzymanej zawiesiny dodawano 15 pl 0,1 M IPTG oraz 30 pl
X-Gal.

Otrzymang zawiesing bakterii rozprowadzano na szalkach ze stala pozywka
LB zawierajaca antybiotyk zgodny z genem opornosci kodowanym przez
plazmid, ktorym transformowane byly bakterie (podrozdziat 3.1.3.).

Szalki inkubowano 16 h w temperaturze 37°C.

Wytwarzanie biatka AID w komorkach bakteryjnych

Kazdy z przygotowanych konstruktow ekspresyjnych (plazmid zawierajacy

DNA kodujacy biatko AID) wprowadzano metoda szoku termicznego (podrozdziat

3.2.3.3.) do odpowiedniego szczepu bakterii do produkcji bialka. Zestawienie
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poszczegbdlnych uktadéw ekspresyjnych stosowanych do produkcji biatka AID

przedstawiono w Tabeli 3.2.13.

Tabela 3.2.13. Zastosowane uklady ekspresyjne oraz odpowiadajace im sklady pozywek do hodowli

bakterii.
szczep E. coli plazmid Pozywka
pGEX-4T-1 LB + chloramfenikol* + ampicylina
BL21(DE3)pLysS pGEX-6p-3 LB + chloramfenikol + ampicylina
pCDFDuet-1 LB + chloramfenikol + spektynomycyna
Origami(DE3)pLysS pGEX-4T-1 LB + chloramfenikol + kanamycyna + ampicylina
BL21-AL™OneShot" pGEX-4T-1 LB + ampicylina
Rosetta(DE3)pLysS pPGEX-4T-1 LB + chloramfenikol + ampicylina

* stosowano nast¢pujace stgzenia koncowe antybiotykdéw: chloramfenikol 34 pg/ml,

ampicylina 200 pug/ml, spektynomycyna 50 pg/ml, kanamycyna 30 pg/ml.

3.2.3.5. Produkcja AID 1 jej mutantow w komorkach bakteryjnych w skali analityczne;j

i przygotowanie stokow glicerolowych

Dos$wiadczenia w skali analitycznej prowadzono w celu ustalenia optymalnych

warunkow hodowli oraz przygotowania preparatow do analizy rozpuszczalnosci biatek.

Z pojedynczej kolonii bakterii wyhodowanych na szalce ze stata pozywka
LB (po transformacji plazmidem ekspresyjnym kodujacym AID,
podrozdziat 3.2.3.3.) pobierano zaszczepke 1 przenoszono do 2 ml ptynnej
pozywki LB zawierajacej odpowiedni antybiotyk (Tabela 3.2.13). Hodowlg
inkubowano 16 h w temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscia 250 rpm.
Pobierano 200 pl hodowli 1 zaszczepiano nig 20 ml Swiezej pozywki LB
zawierajace] odpowiedni antybiotyk (Tabela 3.2.13). Hodowle inkubowano
w temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscia 250 rpm do momentu
osiagnigcia gestosci optycznej ODggo = 0,6 — 0,8.

Pobierano 1 ml kultury bakteryjnej. Probe wirowano 1 min z predkoscia
12000 rpm w temperaturze pokojowej, roztwér dekantowano, osad
zawieszano w 100 pl buforu 1x SB i zamrazano w temperaturze -20°C. Po
rozmrozeniu probg wirowano 30 min z predkoscia 14000 rpm
W temperaturze 4°C.

Z niewielkiej ilosci hodowli sporzadzano stoki glicerolowe: pobierano 800

pl  kultury bakteryjnej, dodawano 100 pl 80% glicerolu, mieszano
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3.2.3.6.

| zamrazano w temperaturze -80°C. Tak przygotowane stoki glicerolowe
wykorzystywano podczas produkcji biatka w skali preparatywne;.

= W pozostatej czgsci hodowli bakteryjnej indukowano ekspresj¢ genu
kodujacego biatko AID przez dodanie do pozywki 1 M IPTG do uzyskania
stezenia koncowego 0,5 mM. W przypadku szczepu bakterii BL21-
AL™OneShot” ekspresje genu kodujacego biatko AID indukowano
poprzez dodanie do pozywki 1 M IPTG do uzyskania st¢zenia koncowego
1 mM oraz 20% L-arabinozy do uzyskania st¢zenia koncowego 0,2%.

= Inkubowano hodowle 3 h w temperaturze 37°C lub 16 h w temperaturze
18°C wytrzasajac z predkoscig 250 rpm. W przypadku 3 h hodowli, co
godzing pobierano 1 ml kultury bakteryjnej. W przypadku 16 h hodowli
pobierano 1 ml kultury bakteryjnej po 16 h.

» Proby wirowano 1 min z predkoscia 12000 rpm w temperaturze pokojowe;j,
roztwor dekantowano, osady zawieszano w 100 pl buforu Ix SB
| zamrazano w temperaturze -20°C. Po rozmrozeniu proby wirowano 30 min
z predkoscia 14000 rpm w temperaturze 4°C.

= Otrzymane po wirowaniu supernatany (prob pobranych przed i po indukcji
ekspresji genu AID) analizowano metoda elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).

= Po uptywie 3 lub 16 h pobierano dodatkowo dwie proby po 1 ml zawiesiny

w celu analizy rozpuszczalno$ci biatek (podrozdziat 3.2.3.6.).

Analiza rozpuszczalnosci biatek

= Pobierano 1 ml kultury bakteryjnej po uptywie 3 h lub 16 h od indukcji
ekspresji genu AID (hodowla bakterii prowadzona w celu produkcji AID
w skali analitycznej, podrozdzial 3.2.3.5.). Probke wirowano 1 min
z predkoscia 12000 rpm w temperaturze pokojowej, roztwor dekantowano,
a osad zamrazano w temperaturze -20°C.

= Po rozmrozeniu osad zawieszano w 100 pl buforu A. W przypadku szczepu
bakterii BL21-AL™OneShot® do buforu A dodawano lizozymu do
uzyskania st¢zenia koncowego 2 mg/ml.

= Zawiesing inkubowano 15 min na lodzie, a nastgpnie wirowano 15 min

z predkoscia 12000 rpm w temperaturze 4°C.
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3.2.3.7.

Supernatant, zawierajacy frakcj¢ biatek rozpuszczalnych, przenoszono do
nowej proboéwki, dodawano buforu 4x SB do uzyskania jednokrotnego
stezenia koncowego 1 analizowano metoda -elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).
Osad zawierajacy frakcje biatek nierozpuszczalnych zawieszano w 100 pl
buforu B i inkubowano 15 min w temperaturze 37°C.

Wirowano 15 min z predkos$cia 12000 rpm w temperaturze 4°C.
Supernatant, zawierajacy frakcje biatek nierozpuszczalnych, przenoszono
do nowej probowki, dodawano buforu 4x SB do uzyskania jednokrotnego
stgzenia koncowego 1 analizowano metoda elektroforezy w zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).

Produkcja AID i jej mutantow w komodrkach bakteryjnych w skali
preparatywnej

Ze stoku glicerolowego bakterii  transformowanych  plazmidem
ekspresyjnym kodujacym AID (lub tez AID z wprowadzona mutacja)
pobierano 300 ul  izaszczepiano 20 ml  pozywki LB
zawierajacej odpowiedni antybiotyk (Tabela 3.2.13).

Zawiesing bakterii inkubowano 16 h w temperaturze 37°C wytrzasajac
z predkoscia 250 rpm.

Uzyskana kultura zaszczepiano 1 1 $wiezej pozywki LB zawierajacej
odpowiedni antybiotyk (Tabela 3.2.13). Hodowlg¢ wytrzasano z predkoscia
250 rpm w temperaturze 37°C do momentu osiagnigcia gestosci optycznej
ODggo=0,6 - 0,8.

Indukowano ekspresj¢ genu kodujacego biatko AID przez dodanie do
pozywki 1 M IPTG do wuzyskania st¢zenia koncowego 0,5 mM.
W przypadku szczepu bakterii BL21-AL™OneShot® ekspresje genu
kodujacego bialtko AID indukowano poprzez dodanie do pozywki 1 M
IPTG do uzyskania stgzenia koncowego 1 mM oraz 20% L-arabinozy do
uzyskania stezenia koncowego 0,2%.

Hodowlg bakteryjna inkubowano 3 h w temperaturze 37°C lub 16 h
w temperaturze 18°C wytrzasajac z predkoscig 250 rpm.

Zawiesing bakteryjna wirowano 15 min z predkoscia 4000 rpm

W temperaturze 4°C.
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Supernatant dekantowano, a osad zamrazano w temperaturze -20°C.
Zamrozony osad bakteryjny uzywano do izolacji i oczyszczania zawartego

w nim biatka AID (podrozdziat 3.2.3.8.).

3.2.3.8. Oczyszczanie biatek otrzymanych w komorkach bakteryjnych

Oczyszczanie bialek na kolumnie wypehionej zlozem glutationowym

Osad komorek bakteryjnych (podrozdziat 3.2.3.7.), z 1 1 hodowli
bakteryjnej prowadzonej w skali preparatywnej, zawieszano w 50 ml buforu
1x PBS zawierajacego inhibitor proteaz, DTT w stgzeniu koncowym 1 mM,
oraz Triton X-100 w stezeniu koncowym 1%.

Zawiesing inkubowano 30 min na lodzie, sonikowano trzykrotnie przez 15 s
(procent amplitudy drgan fal dzwigkowych = 70), a nastgpnie wirowano 15
min z predkos$cia 12000 rpm w temperaturze 4°C.

Do zawartego w supernatancie ekstraktu biatek rozpuszczalnych dodawano
2 ml zloza glutationowego zrownowazonego buforem 1x PBS.

Inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej delikatnie wytrzasajac.
Zawiesing naktadano na kolumng chromatograficzna i zbierano frakcje
bialek niezwiazanych ze ztozem.

Przemywano ztoze 30 ml buforu 1x PBS zawierajacego DTT w stgzeniu
koncowym 1 mM, w celu odmycia reszty biatek niezwiazanych.

Eluowano frakcj¢ bialek zwiazanych ze ztozem przemywajac kolumneg
pigciokrotnie 2 ml buforu do elucji.

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w  Zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).

Oczyszczanie bialek na kolumnie wypelnionej zlozem heparynowym

Preparat biatkowy, powstaly poprzez potaczenie frakcji eluowanych
z kolumny wypetnionej ztozem glutationowym, taczono z 2 ml zloza
heparynowego zrownowazonego 50 mM Tris-HCI, pH = 8.

Inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej delikatnie wytrzasajac.
Zawiesing nakladano na kolumng chromatograficzna 1 zbierano frakcje
bialek niezwiazanych ze ztozem.

Kolumng przemywano gradientem NaCl w 50 mM Tris-HCI, pH = 8. Na

kolumng naktadano 5 ml porcje buforu zawierajacego NaCl
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w nastgpujacych stezeniach: 50, 130, 250, 600, 2000 mM. Zbierano frakcje
bialek zwiazanych ze ztozem.

Zebrane frakcje zageszczano do objetosci 300 pl (podrozdziat 3.2.3.9.)
i analizowano metoda elektroforezy w zZelach poliakrylamidowych

w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).

Oczyszczanie bialek na kolumnie wypelnionej ztozem niklowym

Chromatografi¢ powinowactwa do jonow Ni?* stosowano jako pierwsza badz

tez druga w kolejnosci metodg oczyszczania biatek. W tym drugim przypadku pomijano

pierwsze dwa etapy, a ekstrakt bialkowy przygotowywano poprzez wymiang w nim

buforu na bufor I (podrozdziat 3.2.3.9.).

Osad komorek bakteryjnych (podrozdziat 3.2.3.7.) z 1 1 hodowli
bakteryjnej prowadzonej w skali preparatywnej zawieszano w buforze |
zawierajacym inhibitor proteaz. Na 1 g osadu bakteryjnego stosowano 2 ml
buforu.

Zawiesing inkubowano 30 min na lodzie, sonikowano trzykrotnie przez 15 s
(procent amplitudy drgan fal dzwickowych = 70), dodawano 0,2 ml 4 M
NaCL na 1 g osadu, a nast¢pnie wirowano 15 min z predkoscia 12000 rpm
w temperaturze 4°C.

Do supernatantu zawierajacego ekstrakt biatek rozpuszczalnych dodawano
jedna objgtos¢ buforu II 1 1 ml ztoza niklowego, zrbwnowazonego buforem
Il.

Inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej delikatnie wytrzasajac.
Zawiesing nakladano na kolumneg chromatograficzna zbierajac frakcje
bialek niezwiazanych ze ztozem.

Kolumng przemywano 10 ml buforu II.

Kolumng przemywano gradientem imidazolu w jednokrotnie st¢zonym
buforze III. Na kolumng¢ nakladano 10 ml porcje buforu Ix III
zawierajacego imidazol w nastepujacych stezeniach: 10, 20, 30, 40, 50, 60,
100, 200 mM. Zbierano frakcje o objgtosci 2,5 ml zawierajace biatka
zwiazane ze ztozem. Przemywano kolumng 10 ml 1 M imidazolu.

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w  Zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).
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3.2.3.9. Wymiana buforu i zaggszczanie preparatow biatkowych

Preparaty bialkowe zaggszczano przy uzyciu filtrow Amicon Ultra firmy
Millipore (o objetosci 4 lub 15 ml i punkcie odcigcia 10 000 MWC) zgodnie
Z instrukcja producenta. Podczas wymiany buforu, preparat biatkowy cyklicznie
zaggszczano, a nastepnie uzupetniano objetos¢ nowym buforem. Czynno$ci powtarzano

do momentu przemycia preparatu 30 objgtosciami nowego buforu.

3.2.3.10. Saczenie molekularne

= Preparat biatkowy (wstgpnie oczyszczony na kolumnie wypetionej ztozem
glutationowym) poddawano wymianie buforu na bufor do saczenia
molekularnego SE1 lub SE2 i zaggszczaniu do objgtosci 4 ml.

= Tak przygotowany preparat naktadano na kolumng wypetniona 45 ml ztoza
Superdex75 16/60 HiLoad firmy GE Healthcare zréwnowazonego buforem
SE1 lub SE2.

= Kolumng przemywano buforem SE1 lub SE2 z predkoscia przeptywu
wynoszaca 0,375 ml/min, zbierajac frakcje o objetosci 2,5 ml do momentu
wyplukania wszystkich biatek z kolumny.

= Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy w  zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.).

3.2.3.11. Oznaczanie stg¢zenia biatka metoda Bradford

= Do 5 pl badanego preparatu biatkowego (o nieznanym stgzeniu) dodawano
250 pl odczynnika Bradford (Fermentas) i1 inkubowano 5 min
w temperaturze pokojowej. Dla kazdej proby wykonywano trzy powtorzenia
techniczne.

= Analogiczne mieszaniny sporzadzano dla roztworéw wzorcowych biatka
BSA o stezeniu koncowym: 0,25; 0,5; 1; 2 mg/ml oraz proby Slepe;,
niezawierajacej biatka (zawierajacej jedynie bufor, w ktorym znajdowalo sig
badane biatko).

= Dokonywano pomiaru absorpcji $wiatta o dlugosci fali 595 nm
z wykorzystaniem spektrofotometru BioPhotometer firmy Eppendorf.

* Na podstawie uzyskanych wynikéw dla préb wzorcowych wykreslano

krzywa wzorcowa. St¢zenie badanego preparatu biatkowego odczytywano
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z krzywej wzorcowej na podstawie Sredniej arytmetycznej z wartosci

absorpcji dla proby badane;.

3.2.4. Metody analizy aktywnosci enzymatycznej AlD
3.2.4.1. Radioizotopowe znakowanie DNA na koncu 5’

Oligodeoksyrybonukleotydy stosowane w badaniach aktywnosci AID (Tabela
3.5.) znakowano radioizotopowo na koncu 5° za pomoca YEPP ATP w reakcji
katalizowanej przez kinaze¢ polinukleotydowa T4 firmy Fermentas, zgodnie z instrukcja

producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji przedstawiono w Tabeli

3.2.14.

Tabela 3.2.14. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji znakowania DNA na koncu 5°.

odczynnik ilos¢
DNA 20 pmol
10x PNK buffer A* 2 ul
H,O do 18 ul

denaturowano przez inkubacj¢ 5 min w temperaturze 95°C i nagte
schtodzenie na lodzie. Nastgpnie dodawano:

kinaz¢ polinukleotydowa T4 (10 U/ul) | 1 ul

y[*’P] dATP (3000 Ci/mmol) 1l

mieszaning inkubowano 20 min w temperaturze 37°C

mieszaning inkubowano 10 min w temperaturze 75°C

* dostarczony przez firmg Fermentas wraz z kinaza polinukleotydowa T4

» Produkty reakcji znakowania oczyszczano wykorzystujac kolumienki
NucAway ™ Spin Columns firmy Ambion, zgodnie z instrukcja producenta.
* Pomiaru radioaktywnosci dokonywano z wykorzystaniem licznika

scyntylacyjnego i czytnika mikroptytek MicroBeta2™ firmy PerkinElmer.
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3.2.4.2. Badanie aktywnosci deaminazowej AID wobec pojedynczego motywu WRCY

W celu wykazania, ze produkowane biatko wykazuje aktywnos$¢ deaminazowa
wobec pojedynczego motywu WRCY stosowano metode opublikowana w 2003 roku
przez Sohail i wspotautorow [176]. Jako substratu do reakcji uzywano
80-nukleotydowej czasteczki ssDNA  (Oligo C, Tabela 3.5.) znakowanej
radioizotopowo na koncu 5’ (podrozdziat 3.2.4.1.). Czasteczka ta zawiera tylko jedna
reszte cytydynowa w pozycji 40 oligonukleotydu.

* 0,3 pmola znakowanej radioizotopowo czasteczki ssDNA inkubowano 30 minut
w temperaturze 37°C z testowanym preparatem biatkowym (w ilosci 4,5 pg
catkowitego biatka) w jednokrotnie stgzonym buforze reakcyjnym dla biatka
AID. Reakcje¢ prowadzono w objetosci 10 pl. W przypadku obecnos$ci aktywnej
deaminazy cytydyny na tym etapie dochodzi do deaminacji cytydyny do
urydyny.

= Do reakcji dodawano 2 U glikozylazy UDG (Fermentas) i inkubowano dalsze 30
minut w temperaturze 37°C. Enzym ten usuwa uracyl, pozostawiajac miejsce
apirymidynowe.

» Przeprowadzano liz¢ alkaliczna, poprzez dodawanie do reakcji NaOH do
stezenia koncowego 0,2 M. Mieszaning inkubowano 15 minut w temperaturze
80°C. W przypadku istnienie miejsca apirymidynowego dochodzi do alkalicznej
hydrolizy wiazania fosfodiestrowego sasiadujacego z tym miejscem.

» Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zZelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.1.4.).
W przypadku obecnosci aktywno$ci deaminazowej obserwuje si¢ produkt
0 dtugosci 40 nukleotydow.

= Rownoczesnie przeprowadzano dwie reakcje kontrolne: pozytywna reakcjg
kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale z wykorzystaniem czasteczki
substratowej posiadajacej U zamiast C w pozycji 40 oligonukleotydu (Oligo U,
Tabela 3.5) oraz negatywna reakcja kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale
Z wykorzystaniem standardowej czasteczki substratowej (Oligo C).

* Podczas badania aktywnos$ci AID testowano cztery r6zne mieszaniny reakcyjne.
Ich skfad, jak rowniez sktad mieszanin reakcyjnych dla reakcji kontrolnych

zawiera Tabela 3.2.15.
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Tabela 3.2.15. Sklad mieszanin
deaminazowej AID wobec pojedynczego motywu WRCY.

reakcyjnych

stosowanych podczas

badania aktywnoSci

sktad testowanych mieszanin reakcyjnych (1-4) i mieszanin
odczynnik reakcyjnych dla reakcji kontrolnych (K+, K-)
1. 2. 3 4, K+ K-
ZnCl, (1ImM) e e 80 uM 80 uM 80uM | 80uM
RNaza A (10 pg/ul) — lpg — 1 ug 1 pg 1 pg
Oligo_C 0,3 pmol | 0,3 pmol | 0,3 pmol | 0,3 pmol — 0,3 pmol
Oligo_U — — — — 0,3 pmol —
1x bufor reakcyjny dla
A’iD” yiny do10ul | do10ul | do10ul | do10ul | do10ul | do 10 pul
preparat biatkowy
4,5 ng* 4 4 4 4 4
zawierajacy AID S g S g S ug S ug S Hg S Hg

* catkowitego biatka

3.2.4.3. Badanie aktywno$ci deaminazowej
WR5mCY
W celu

AID wobec pojedynczego motywu

sprawdzenia czy produkowane biatko wykazuje aktywnos$¢
deaminazowa wobec pojedynczego motywu WRS5MCY stosowano zmodyfikowana
wersj¢ metody badania aktywnosci AID wobec motywu WRCY [177]. Jako substratu
do reakcji uzywano 80-nukleotydowej czasteczki ssDNA (Oligo 5SmC, Tabela 3.5.)
znakowanej radioizotopowo na koncu 5’ (podrozdziat 3.2.4.1.) zawierajacej tylko jedna
reszt¢ 5-metylocytydynowa w pozycji 40 oligonukleotydu.
= 0,3 pmola znakowanej radioizotopowo czasteczki ssDNA inkubowano 30 minut
w temperaturze 37°C z testowanym preparatem biatkowym (w ilosci 4,5 pg
catkowitego biatka) w jednokrotnie stgzonym buforze reakcyjnym dla biatka
AID. Reakcj¢ prowadzono w objgtosci 10 ul. W przypadku obecnosci
aktywno$ci deaminazowej na tym etapie dochodzi do deaminacji
5-metylocytydyny do tymidyny.
* Do reakcji dodawano KCl do stgzenia koncowego 50 mM oraz 30 pmola
oligodeksyrybonukleotydu czasteczki

komplementarnego  do  badanej

substratowej (Oligo_C-komplement, Tabela 3.5.). Mieszaning reakcyjna
inkubowano 5 min w temperaturze 95°C, a nastgpnie powoli (1°C / min)
schtadzano do temperatury 60°C. W sytuacji gdy dochodzi do deaminacji
uzyskaniwany jest dsDNA z pojedynczym niesparowaniem G:T w pozycji

40 oligonukleotydu.
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* Do reakcji dodawano 4,5 U glikozylazy TDG (Trevigene) i 2 pl 10x stgzonego
buforu (dostarczony przez producenta wraz z enzymem) do jednokrotnego
stezenia koncowego. Reakcje prowadzono w objgtosci 20 ul. Inkubowano 2 h
w temperaturze 60°C. W przypadku obecnosci pojedynczego niesparowania G: T
dochodzi do depirymidynacji T nietworzacego komplementarnej pary z G
(enzym TDG usuwa tyming, pozostawiajac miejsce apirymidynowe).

» Prowadzano liz¢ alkaliczna, poprzez dodanie do reakcji NaOH do stezenia
koncowego 0,2 M. Mieszaning inkubowano 15 minut w temperaturze 80°C.
W przypadku istnienie miejsca apirymidynowego dochodzi do alkalicznej
hydrolizy wiazania fosfodiestrowego w miejscu depirymidynacji.

= Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.1.4.).
W przypadku obecnosci aktywno$ci deaminazowej obserwuje si¢ produkt
0 dhugosci 40 nukleotydow.

= Rownoczesnie przeprowadzano dwie reakcje kontrolne: pozytywna reakcje
kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale z wykorzystaniem czasteczki
substratowej posiadajacej T zamiast SmC w pozycji 40 oligonukleotydu
(Oligo T, Tabela 3.5) oraz negatywna reakcja kontrolna, bez preparatu
bialkowego, ale z wykorzystaniem standardowej czasteczki substratowej

(Oligo_5mC).

3.2.4.4. Badanie aktywno$ci deaminazowej AID wobec pojedynczego motywu
WR5hmCY
W  celu sprawdzenia czy produkowane biatko wykazuje aktywnosc
deaminazowa wobec pojedynczego motywu WR5hmCY stosowano zblizona metode
do metody badania aktywnosci AID wobec motywu WRCY. Reakcja przebiegata
analogicznie z uwzglednieniem ponizszych rdéznic:
= Jako substratu do reakcji uzywano 80-nukleotydowej czasteczki ssDNA
(Oligo 5hmC, Tabela  3.5.) zawierajacej tylko  jedna  reszte
5-hydroksymetylocytydynowa w pozycji 40 oligonukleotydu.
* Glikozylazg UDG w drugim etapie reakcji zastapiono glikozylaza hSMUGI1
(New England Biolabs) (dodawano 5 U).
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= W pozytywnej reakcji kontrolnej wykorzystywano czasteczke substratowa
posiadajaca ShmU zamiast ShmC w pozycji 40 oligonukleotydu (Oligo_5hmU,
Tabela 3.5).

Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zelach poliakrylamidowych
w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.1.4.). W przypadku obecnosci
aktywno$ci deaminazowej spodziewano si¢ zaobserwowac produkt o dlugosci 40

nukleotydow.

3.2.4.5. Badanie aktywnosci deaminazowej AID na matrycach zawierajacych
wszystkie sekwencje typu NNCN

= Zsyntetyzowano na drodze chemicznej 4 oligodeoksynukleotydy zawierajace,
wystepujace kolejno po sobie wszystkie sekwencje typu NNCN, gdzie N
oznacza dowolny nukleotyd (oligonukleotydy NNCN_1, NNCN_2, NNCN_3
lub NNCN_4, Tabela 3.5.).

= 0,3 pmola oligodeoksyrybonukleotydu zawierajacego wiele nastepujacych po
sobie sekwencji NNCN (jeden z 4 oligonukleotydow NNCN 1, NNCN 2,
NNCN_3 lub NNCN 4, Tabela 3.5.), rozpuszczano w jednokrotnie st¢zonym
buforze reakcyjnym dla biatka AID i denaturowano poprzez inkubacj¢ 5 min
w temperaturze 95°C 1 nagle schtodzenie na lodzie.

» Zdenaturowane ssDNA inkubowano z testowanym preparatem biatkowym
(wilosci 4,5 pg catkowitego biatka) w jednokrotnie st¢zonym buforze
reakcyjnym dla biatka AID w temperaturze 37°C. Reakcje prowadzono
w objgtosci 10 pl przez 30 minut.

* ] pl mieszaniny reakcyjnej uzywano jako matrycy w reakcji PCR prowadzonej
z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow KAPA HiFi HotStart
Uracil+ ReadyMix firmy KAPA Biosystems. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz
warunki reakcji zawieraja Tabele 3.2.16. oraz 3.2.17.

» Produkty reakcji PCR oczyszczano (podrozdzial 3.2.1.2.), a nastepnie
poddawano reakcji dodawania niesparowanych reszt adenozynowych do
koncow 3°.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

v" polimeraza DNA Taq (5 U/ul) — 0,5 pl

v bufor reakcyjny 10x (dostarczony wraz z polimeraza Taq) — 1 pl
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Tabela 3.2.16. Sklad mieszaniny reakcyjnej

v dATP (2,5 mM) — 1 pl

v DNA-7,5ul

Mieszaning reakcyjna inkubowano 20 min w temperaturze 72°C.
Produkty reakcji oczyszczano (podrozdziat 3.2.1.2.), a nastgpnie poddawano
ligacji z wektorem pGEM-T Easy (podrozdziat 3.2.1.9.).
Produktem reakc;ji ligacji transformowano komorki kompetentne E. coli szczep
One shot® TOP10 (podrozdziat 3.2.3.3.). Selekcji komoérek zawierajacych
wektor z insertem dokonywano na podstawie testu a-komplementaciji.
Dwadziescia pojedynczych kolonii bakteryjnych poddawano procedurze izolacji
plazmidéw w matlej skali (podrozdziat 3.2.1.10.), a nastgpnie wyizolowane
plazmidy sekwencjonowano (podrozdziat 3.2.1.6.). Wyniki sekwencjonowania
poddawano analizie bioinformatycznej. Obecno$¢ tranzycji cytydyny do

tymidyny §wiadczyta o zaj$ciu reakcji deminacji.

- PCR z wykorzystaniem gotowego zestawu

odczynnikéw KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix firmy KAPA Biosystems.

odczynnik (stezenie poczatkowe) ilo$¢ (stezenie koncowe)
matryca DNA 1l
starter homologiczny do konca 5’ 15 pmol
powielanego fragmentu (pcrNNCN_F) P
starter komplementarny do konca 3’ 15 pmol
powielanego fragmentu (pcrNNCN_R) P
KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix 25 4l
2X H
H,O do 50 pl

Tabela 3.2.17. Warunki PCR z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow KAPA HiFi

HotStart Uracil+ ReadyMix firmy KAPA Biosystems.

numer etapu Etap czas trwania temperatura liczba cykli

1 Denaturacja 2 min 95°C -
Denaturacja 30s 98°C

2 Hybrydyzacja 30s 57°C 4
Elongacja 2 min 72°C
Denaturacja 30s 98°C

3 Hybrydyzacja 30s 57°C 26
Elongacja 1 min 72°C

4 Elongacja 1 min 72°C -
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3.2.4.6. Badanie wplywu AID na globalny poziom 5SmC w genomowym DNA

Zmiany w globalnym poziomie 5mC w genomowym DNA (gDNA) w

warunkach in vitro analizowano z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow

5-mC DNA ELISA Kit firmy Zymo Research zgodnie z instrukcja producenta. Jako

matrycg DNA w reakcji wykorzystywano metylowany gDNA pochodzacy z E. coli

(wchodzace w sktad w/w gotowego zestawu odczynnikéw) lub metylowany, ludzki

gDNA (dostepny komercyjnie, Zymo Research).

100 ng gDNA rozpuszczano w jednokrotnie st¢zonym buforze reakcyjnym dla
biatka AID. Préby denaturowano poprzez inkubacj¢ 5 min w temperaturze 95°C
1 nagle schlodzenie na lodzie.

Zdenaturowany gDNA inkubowano 8 lub 16 h z testowanym preparatem
biatkowym (w ilo$ci 4,5 pg catkowitego bialka) w temperaturze 37°C. Reakcjg
prowadzono w objetosci 10 pl.

Kolejne etapy reakcji obejmujace: denaturacje badanych prob, optaszczanie
ptytek wielodotkowych, inkubacje w buforze blokujacym, inkubacje
Z przeciwciatami 1 detekcje kolorymetryczna, przeprowadzano zgodnie
z instrukcja producenta.

Dokonywano pomiaru absorpcji  $wiatta o dlugosci fali 450 nm
z wykorzystaniem czytnika ptytek Victor™ X4 firmy Perkin Elmer.

Jako kontrole negatywne stosowano probki gDNA inkubowane z buforem
reakcyjnym niezawierajacym testowanego preparatu biatkowego. Zaro6wno
kontrole negatywne jak 1 proby S$lepe (niezawierajace gDNA) poddawano
identycznej procedurze jak proby badane.

Wykonywano trzy powtorzenia techniczne dla kazdej z prob. Z wartosci
absorpcji dla trzech powtorzen wyznaczano $rednig arytmetyczna i odchylenie
standardowe. Zmiany w globalnym poziomie metylacji gDNA prob badanych

oceniano wzgledem kontroli negatywnych.
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3.2.5. Modelowanie struktury trzeciorzedowej AID, dynamika molekularna w polu

sitowym Charmm36, dokowanie substratoéw do centrum aktywnego AID

Modelowanie struktury trzeciorzedowej AID

Model struktury trzeciorzgdowej AID oraz jej mutanta N51A uzyskano dzigki
uprzejmosci profesora Janusza Bujnickiego z Migdzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularnej 1 Komorkowej w Warszawie. Zostat on stworzony na drodze
modelowania homologicznego z wykorzystaniem dwoch struktur krystalicznych
domeny katalitycznej biatka APOBEC3G (PDB 3elu oraz 3v4k). Modele
wygenerowano przy uzyciu nastgpujacych narzedzi: (i) serwera SWISS-MODEL [178,
179]; (iii) metaservera GeneSilico [180] (do wygenerowania przyrownania sekwencji
bialek homologicznych (ang. alignment)); (ii) oprogramowania MODELLER [181]
uruchomionego za posrednictwem zestawu narzedzi bioinformatycznych GeneSilico

TOOLKIT.

Dynamika molekularna w polu sitowym Charmm36

Dynamika molekularna otrzymanych modeli biatek jak i modeli biatek
z zadokowanymi substratami zostala przeprowadzona w Zaktadzie Chemii i Biologii
Strukturalnej Kwaséw Nukleinowych ICHB PAN przez dr Joanng Sarzynska.
Wszystkie symulacje zostaly przeprowadzone przy uzyciu oprogramowania NAMD
w polu sitowym Charmm36 metoda dynamiki Langevin [182, 183]. Dynamike
molekularng analizowano przy zastosowaniu nastgpujacych parametrow: temperatura
298 K, zespot izotermiczno-izobaryczny (stata liczba czastek, stala temperatura
i ci$nienie, NPT), wspotczynnik tlumienia 2/ps. Oddziatywania elektrostatyczne
obliczano metoda Particle Mesh Ewald (PME). Uktady réwnowazono (25 ns),
a nastepnie prowadzono wtasciwe symulacje (50 lub 100 ns trajektorie) stosujac ten

sam zestaw parametrow.

Dokowanie substratow do centrum aktywnego AID i jej mutantOw

Dokowanie substratow do centrum aktywnego modelu AID typu dzikiego oraz
jej mutanta N51A zostalo przeprowadzone w Zaktadzie Biologii Molekularnej
I Systemowej ICHB PAN przez dr. Karola Kamela. Substraty dokowano recznie (ang.
manual docking) z uwzglednieniem mechanizmu reakcji deaminacji cytydyny (opis

mechanizmu w  podrodziale 1.1.3.). Podczas pozycjonowania cytydyny
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I 5-metylocytydyny uwzgledniono nastgpujace kryteria: (i) prawidtowe pozycjonowanie
wegla C4 w stosunku do jonu cynku i aktywowanej czasteczki wody (umozliwiajace
zaj$cie ataku hydrofilowego na ten atom); (ii) blisko$¢ grupy karboksylowej reszty E58
do fragmentu aminowego pierScienia cytydyny/5-metylocytydyny; (iii) w przypadku
AID typu dzikiego, blisko$¢ tancucha bocznego reszty N51 i1 grupy karbonylowej
cytydyny/5-metylocytydyny. Aby zapewni¢ obecnos¢ wlasciwych oddziatywan
(niezbednych do zajscia reakcji deaminacji) deprotonowano czasteczke wody w miejscu
aktywnym enzymu (powstawal jon hydroksylowy) oraz protonowano grupe
karboksylowa reszty E58 (umozliwiato to powstanie wiazania wodorowego migdzy
reszta E58 a atomem azotu w pierScieniu cytydyny/5-metylocytydyny). W trakcie
dokowania czteronukleotydowych motywow przyjeto kryterium pozycjonowania grup
fosforanowych i zasad azotowych w taki sposdb aby unikna¢ odpychania tadunkéw
elektrostatycznych o tym samym znaku. Po zadokowaniu substratu, struktury
optymalizowano w prézni metodami mechaniki molekularnej stosujac pole sitowe

Universal Force Field51 [184].
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4. WYNIKI
4.1. Otrzymywanie biatka hAID w systemie prokariotycznym

Przygotowanie konstruktéw do ekspresji genu hAID w komérkach bakteryjnych.
Obecnie zaden preparat o aktywnosci AID nie jest dostgpny handlowo. Dlatego
W pierwszym etapie badan postawiono sobie za cel stworzenie wydajnego systemu
produkcji hAID o pelnej aktywnosci enzymatycznej. Wybrano system bakteryjny, jako
najbardziej wydajny z dostepnych systemow ekspresyjnych.

W pierwszej kolejnosci nalezato otrzymaé konstrukt ekspresyjny do produkcji
hAID. W tym celu postuzono si¢ klonem cDNA hAID w wektorze pOTB7 (dostgpnym
komercyjnie w  firmie  Genecopoeia). Klon poddano sekwencjonowaniu
z wykorzystaniem zestawu odczynnikow BigDye Terminator v1.1 Sequencing Kit
(Applied Biosystems), zgodnie z instrukcja producenta (podrozdziat 3.2.1.6).
Otrzymana sekwencje poréwnano z sekwencjami hAID, zdeponowanymi
w internetowej bazie danych GenBank. W rezultacie potwierdzono zgodno$¢ sekwencji
klonu w wektorze pOTB7 (pOTB7-hAID) z sekwencja zdeponowana w bazie GenBank
pod numerem NM 020661. Stwierdzono, ze jest to gen typu dzikiego, nieobciazony
mutacjami charakterystycznymi dla zespotu chorobowego HIGM2 czy tez innymi
zmianami. Wektor pOTB7-hAID postuzyt nastgpnie jako czasteczka matrycowa
w reakcji PCR, przeprowadzonej w celu namnozenia sekwencji kodujacej hAID.

Na podstawie danych literaturowych mozna bylo sadzi¢, ze hAID jest biatkiem
trudnym do produkcji 1 oczyszczenia. Aby zapewni¢ tatwiejszy przebieg tych procesow,
do otrzymania hAID postanowiono wykorzysta¢ wektor ekspresyjny pGEX4T-1 (GE
Healthcare), zawierajacy sekwencje kodujaca S-transferazg¢ glutationowa (GST).
Spodziewano sig, ze zastosowanie tego znacznika powinno wyraznie zwigkszy¢
rozpuszczalno$¢ produkowanego bialtka 1 ulatwi¢ jego oczyszczanie metoda
chromatografii powinowactwa. Miejsce klonowania w plazmidzie pGEX4T-1 znajduje
si¢ ponizej sekwencji kodujacej GST 1 krétkiego tacznika, kodujacego sekwencije
aminokwasowa rozpoznawana przez trombing. Wprowadzenie insertu w tej samej
ramce odczytu umozliwia produkcj¢ biatka fuzyjnego, a nastgpnie oczyszczenie go na
ztozu zawierajacym glutation. Dodatkowo w obrebie insertu wprowadzono sekwencj¢
kodujaca znacznik heksahistydynowy (HisTag) oraz sekwencje kodujaca motyw
rozpoznawany przez enterokinaze (Rysunek 4.1.1.A). Wybrana strategia umozliwia

produkcje biatka zaopatrzonego w znacznik GST i1 HisTag, a co za tym idzie, rowniez
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zastosowanie dwoch niezaleznych metod oczyszczania: chromatografii powinowactwa
do glutationu i chromatografii powinowactwa do jonow niklu. Ponadto miejsca
rozpoznawane przez trombing 1 enterokinaz¢ powinny pozwoli¢ na odcigcie obu

znacznikow 1 otrzymanie natywnego biatka.

B.

His Tag

pGEX4T-1-hAID

pCDFDuet-1-hAID

pGEX6p-3-hAID

Rysunek 4.1.1 Konstrukty ekspresyjne przygotowane w celu produkcji hAID w systemie
bakteryjnym. A) Konstrukt ekspresyjny przygotowany z wykorzystaniem wektora pGEXA4T-1
zawierajacy: sekwencje kodujaca GST (kolor pomaranczowy), sekwencj¢ kodujaca miejsce
rozpoznawane przez trombing (kolor zotty), sekwencje¢ kodujaca HisTag (kolor niebieski), sekwencje
kodujaca motyw rozpoznawany przez enterokinaze (kolor r6zowy) oraz sekwencjg kodujaca hAID (kolor
zielony). B) Konstrukt ekspresyjny przygotowany z wykorzystaniem wektora pGEX6p-3. Konstrukt ten
rozni si¢ od konstruktu pGEX4T-1-hAID sekwencja kodujaca miejsce rozpoznawane przez proteazg —
w tym przypadku jest to proteaza PreScission (kolor fioletowy). C) Konstrukt ekspresyjny przygotowany
z wykorzystaniem wektora pCDFDuet-1 zawierajacy: sekwencje kodujaca HisTag (kolor niebieski),
sekwencje kodujaca motyw rozpoznawany przez proteaze 3C (kolor czerwony) oraz sekwencj¢ kodujaca
hAID (kolor zielony). Konstrukty A i B umozliwiaty produkcje biatka fuzyjnego o masie ok. 50 kDa.
Konstrukt C umozliwiat produkcje biatka fuzyjnego o masie ok. 25 kDa.

W celu uzyskania insertu kodujacego hAID zaopatrzona w sekwencj¢ kodujaca
HisTag i sekwencje kodujaca motyw rozpoznawany przez enterokinazg,
przeprowadzono dwie reakcje PCR, z wykorzystaniem starterow: F_03_aid, F_04_aid,
R_03 aid i wektora pOTB7-hAID, jako matrycy. Sekwencje starterdéw przedstawiono
w Tabeli 3.1.5. Ze wzgledu na znaczna dlugos¢ dodatkowych sekwencji dotaczanych do
sekwencji  kodujacej hAID, amplifikacj¢ przeprowadzono w dwoch etapach.
W pierwszym postluzono sig¢ starterem F 03 aid, homologicznym do kofca 5’
namnazanego fragmentu genu, ktory wprowadzat sekwencje kodujaca motyw
rozpoznawany przez enterokinaze oraz starterem R 03 aid, komplementarnym do
konca 3’ namnazanego fragmentu genu. Starter R 03 aid wprowadzal miejsce

rozpoznawane przez endonukleaz¢ EcoRI 1 dwa kodony STOP. Produkt PCR
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rozcienczono stukrotnie i wykorzystano jako matryce w drugiej reakcji PCR. Postuzono
si¢ w niej starterem F 04 aid, ktéry wprowadzat sekwencje kodujaca HisTag oraz
miejsce rozpoznawane przez endonukleaze¢ BamHI. Jako drugiego startera uzyto
ponownie R_03_aid. Obie reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem polimerazy
DNA Pfu o wysokiej doktadnosci kopiowania (Promega) (podrozdziat 3.2.1.1.).
Produkty reakcji PCR analizowano metoda elektroforezy w zelu agarozowym
w warunkach natywnych (podrozdziat 3.2.1.3.). W kolejnym etapie produkty drugiej
reakcji PCR oraz plazmid pGEX-4T-1 cigto enzymami restrykcyjnymi BamHI i EcoRI
(podrozdziat 3.2.1.7.). Produkty cigcia analizowano metoda elektroforezy w zelu
agarozowym w warunkach natywnych. Tak przygotowany plazmid i insert poddano
ligacji z uzyciem ligazy DNA T4 (Fermentas) (podrozdziat 3.2.1.8.). Produktami ligacji
transformowano komorki kompetentne E.coli DHS5a (podrozdziat 3.2.3.3.).
Transformowane bakterie hodowano na szalkach ze stala pozywka LB (ang. Luria
Broth) zawierajaca ampicyling (st¢zenie koncowe 200 pg/ml). Uzyskane pojedyncze
kolonie wykorzystano do przygotowania ptynnych kultur w pozywce LB zawierajacej
ampicyling, z ktérych nastgpnie izolowano plazmidy metoda lizy alkalicznej
(podrozdziat 3.2.1.10.). Prawidtowos¢ procesu Kklonowania potwierdzono tnac
wyizolowane plazmidy enzymami BamHI i EcoRI oraz analizujac uzyskane produkty
metoda elektroforezy w zZelu agarozowym w warunkach natywnych. W wyniku cigcia
plazmidow zawierajacych insert wyzwalany byt dsDNA o dtugosci ok. 630 par zasad.
Plazmidy wyzwalajace fragmenty o oczekiwanej dtugosci sekwencjonowano. Na tej
podstawie dokonano wyboru prawidlowego konstruktu pGEX4T-1-hAID, kodujacego
hAID zaopatrzona w znacznik GST, HisTag oraz motywy rozpoznawane przez
proteazy.

Rownoczes$nie przygotowano dwa alternatywne konstrukty: (i) analogiczny
konstrukt jak opisany powyzej na bazie wektora pGEX6p-3 (GE Healthcare) (Rysunek
4.1.1.B); (ii) plazmid pCDFDuet-1 (Novagen) z wklonowang sekwencja kodujaca hAID
(konstrukt otrzymany dzigki uprzejmosci dr Niny Papavasiliou z The Rockefeller
University (Nowy Jork, USA)) (Rysunek 4.1.1.C). Miejsce klonowania w plazmidzie
pGEX6p-3 znajduje si¢ ponizej sekwencji kodujacej GST 1 krétkiego tacznika,
kodujacego sekwencj¢ aminokwasowa rozpoznawana przez proteaze PreScission.
Procedura klonowania do wektora pGEX6p-3 przebiegata identycznie jak w przypadku
wektora pGEX4T-1. Konstrukty pGEX6p-3-hAID oraz pGEX4T-1-hAID roznity si¢

zatem sekwencjami kodujacymi miejsca rozpoznawane przez odpowiednie proteazy.
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Otrzymany dzigki uprzejmosci dr Niny Papavasiliou konstrukt pCDFDuet-1-hAlID
umozliwial produkcj¢ biatka fuzyjnego hAID ze znacznikiem HisTag i miejscem
rozpoznawanym przez proteaze 3C. Sekwencja kodujaca miejsce rozpoznawane przez
proteaz¢ byta wprowadzona jako element insertu, natomiast sekwencja kodujaca
HisTag znajdowata si¢ w wektorze. Otrzymany konstrukt sekwencjonowano i na

podstawie uzyskanych wynikoéw potwierdzono jego poprawnosc.

Produkcja bialka hAID w komoérkach bakteryjnych. W celu przeprowadzenia
ekspresji genu kodujacego hAID w komdrkach bakteryjnych, otrzymany wektor
ekspresyjny pGEX4T-1-hAID wprowadzono do komoérek kompetentnych E. coli na
drodze transformacji metoda szoku cieplnego (podrozdziat 3.2.3.3.). Poniewaz
wydajnos¢ produkcji biatka moze zaleze¢ od zastosowanego szczepu E. coli, testowano
nastgpujace komorki: BL21(DE3)pLysS (Novagen), Origami(DE3)pLysS (Novagen),
BL21-AL™ One Shot® (Invitrogen), Rosetta(DE3)pLysS (Novagen). Krorka
charakterystyke testowanych szczepow przedstawiono w Tabeli 3.1.6. Sposrod
otrzymanych na szalce kolonii bakteryjnych transformowanych wektorem pGEX4T-1-
hAID, wybrano jedna i sporzadzono ptynna hodowle. Hodowla ta postuzyta nastgpnie
do zaszczepienia wigkszej ilosci pozywki i produkcji biatka (podrozdziat 3.2.3.5.).

Aby ustali¢ optymalne warunki hodowli oraz poréwnaé¢ wydajnos¢ produkcji
biatka hAID™ w testowanych szczepach bakterii, pierwsza seri¢ wstepnych
eksperymentow przeprowadzono w skali analitycznej (podrozdziat 3.2.3.5.).
Zaszczepione hodowle o objgtosci 20 ml pozywki LB zawierajace odpowiedni
antybiotyk (Tabela 3.2.13) inkubowano w temperaturze 37°C wytrzasajac z predkoscia
250 rpm. Hodowle bakterii prowadzono w tych samych warunkach do chwili
osiagnigcia przez nie gestosci optycznej ODgy = 0,6 — 0,8. Wowczas zachodza
najbardziej intensywne podzialy komorek (faza wzrostu logarytmicznego), jest to zatem
najkorzystniejszy moment by indukowac ekspresje heterologicznego genu. Tuz przed
indukcja, z niewielkiej ilo$ci hodowli sporzadzano stoki glicerolowe (podrozdzial
3.2.3.5.), ktére mozna byto przechowywa¢ przez dtuzszy czas w temperaturze -80°C.
Stoki te wykorzystywano w kolejnych eksperymentach, podczas produkcji biatka
w skali preparatywnej. W pozostaltej cze$ci hodowli bakteryjnej indukowano ekspresje

heterologicznego genu, wklonowanego ponizej promotora tac, dodajac do pozywki

¥ W dalszej czesci pracy okreslenie ,,hAID” w odniesieniu do biatka oznacza, w domysle,

rekombinowane biatko fuzyjne.
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izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG) do uzyskania st¢zenia koncowego
0,5 mM. Promotor tac (bgdacy hybryda promotorow lac i trp) jest wytaczany przez
represor laktozowy (biatko Lacl, sekwencja kodujaca to biatko znajduje sig
w wektorze). IPTG wiaze si¢ do represora laktozowego, powodujac jego inaktywacje.
Umozliwia to inicjacj¢ transkrypcji wklonowanego do plazmidu genu i produkcje¢ biatka
hAID. W przypadku szczepu bakterii  BL21-AL™OneShot®  produkcje
rekombinowanego biatka hAID indukowano poprzez dodanie do pozywki IPTG do
uzyskania st¢zenia koncowego 1 mM.

Poziom biatka hAID analizowano przed indukcja ekspresji oraz po indukcji
w trzech punktach czasowych — po 1, 2 i 3 h (hodowla prowadzona w temperaturze
37°C) lub alternatywnie w jednym punkcie czasowym — po 16 h (hodowla prowadzona
w temperaturze 18°C). Analizy dokonywano metoda elektroforezy w  zelu
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.2.1.). Poniewaz
W kazdym z testowanych szczepow bakteryjnych biatko hAID bylo produkowane na
stosunkowo niskim poziomie, jego identyfikacja byta utrudniona i wymagata
potwierdzenia metoda western blot (podrozdziat 3.2.2.2.). W metodzie tej jako
przeciwciala I-rzedowe wykorzystano komercyjnie dostgpne kozie poliklonalne
przeciwciala przeciwko hAID (Sigma). Detekcj¢ przeprowadzono metoda
kolorymetryczna — przeciwciala Il-rzedowe (krolicze poliklonalne przeciwciata
przeciwko kozim IgG (ABCAM)) byly sprzezone z fosfataza alkaliczna. W przypadku
ekstraktu biatkowego pobranego po 3 h lub 16 h analizowano rowniez rozpuszczalnos¢
biatek (podrozdziat 3.2.3.6.)

Wynik analizy ekstraktow biatkowych izolowanych z czterech testowanych
szczepow bakterii (BL21(DE3)pLysS, Origami(DE3)pLysS, BL21-AL™ One Shot®,
Rosetta(DE3)pLysS) transformowanych wektorem pGEX4T-1-hAID przedstawiono na
Rysunku 4.1.2.A-D.
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Rysunek 4.1.2. Analiza preparatow bialkowych izolowanych z czterech szczepéw bakteryjnych:
BL21(DE3)pLysS (A), BL21-AL™ One Shot® (B), Origami(DE3)pLysS (C), Rosetta(DE3)pLysS
(D), transformowanych wektorem pGEX-4T-1-hAID. Dla kazdego szczepu przeprowadzono analize
metoda elektroforezy w 12 lub 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych oraz metoda
western blot. Oczekiwana masa rekombinowanego biatka hAID wynosita 50 kDa. M — wzorzec mas; Pl —
ekstrakty biatkowe izolowane z bakterii przed indukcja ekspresji heterologicznego genu; 1h/2h/3h —
ekstrakty biatkowe izolowane z bakterii 1, 2 lub 3 h po indukcji ekspresji heterologicznego genu (bakterie
hodowane w temperaturze 37°C); 3R/3N — frakcje bialek rozpuszczalnych / nierozpuszczalnych
izolowane z bakterii 3 h po indukcji ekspresji heterologicznego genu; 16 h - ekstrakty biatkowe
izolowane z bakterii 16 h po indukcji ekspresji heterologicznego genu (bakterie hodowane
w temperaturze 18°C); 16R/16N - frakcje biatek rozpuszczalnych / nierozpuszczalnych izolowane

z bakterii 16 h po indukcji ekspresji heterologicznego genu.
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We wszystkich badanych ekstraktach stwierdzono obecno$¢ biatka hAID. Najbardziej
wydajna produkcje stwierdzono w szczepie bakterii BL21(DE3)pLysS. Jednocze$nie
znaczna ilo$¢ biatka hAID otrzymanego w tych bakteriach byta obecna we frakcji biatek
rozpuszczalnych. lzolacja i oczyszczanie hAID z frakcji biatek nierozpuszczalnych
wiazataby si¢ z koniecznoS$cia przeprowadzenia denaturacji i renaturacji biatka. Procesy
te bylyby jednak niepozadane ze wzgledu na ich potencjalny negatywny wpltyw na
strukture otrzymywanego biatka i jego aktywno$¢. Dlatego tez zdecydowano sig
izolowac¢ i oczyszcza¢ hAID z frakcji biatek rozpuszczalnych. Porownanie wydajnos$ci
produkcji rozpuszczalnego biatka w hodowli prowadzonej 3 h w 37°C oraz w hodowli
prowadzonej 16 h w 18°C wskazato, ze drugi z zastosowanych wariantow jest
efektywniejszy. Obnizona temperatura hodowli bakteryjnej ograniczata powstawanie
ciatek inkluzyjnych co jest szczegélnie istotne w przypadku biatek potencjalnie
szkodliwych dla komorki (takich jak hAID).

Do wybranego w wyniku powyzszych analiz szczepu BL21(DE3)pLysS
wprowadzono na drodze transformacji metoda szoku cieplnego (podrozdziat 3.2.3.3.)
rowniez alternatywne konstrukty ekspresyjne: (i) pGEX6p-3-hAID lub (ii) pCDFDuet-
1-hAID. Bakterie transformowane wektorem pGEX6p-3-hAID lub pCDFDuet-1-hAID
uzyto nastgpnie do produkcji hAID w skali analitycznej w sposéb analogiczny jak
opisany powyzej dla konstruktu pGEX4T-1-hAID. W przypadku wektora pCDFDuet-1-
hAID, gen heterologiczny jest wklonowywany ponizej promotora T7. Dodanie IPTG do
hodowli, indukuje ekspresje¢ genu polimerazy RNA bakteriofaga T7 (zintegrowanego
z genomem bakterii). Enzym ten rozpoznaje promotor T7, co umozliwia ekspresj¢
heterologicznego genu i produkcje biatka. Doswiadczenia w skali analitycznej
potwierdzity obecno$¢ biatka hAID w badanych ekstraktach biatkowych jak i jego
obecno$¢ we frakcjach biatek rozpuszczalnych. Réznice w profilach ekspresji hAID
pomigdzy poszczegdlnymi uktadami ekspresyjnymi byly niewielkie. Poniewaz
spodziewano si¢ znaczacych roznic na etapie oczyszczania biatka, do produkcji hAID

w skali preparatywnej zostaty uzyte wszystkie trzy konstrukty.

Izolacja i oczyszczanie hAID. Produkcje hAID w skali preparatywnej (podrozdziat
3.2.3.7.) prowadzono w komorkach BL21(DE3)pLysS zawierajacych jeden
z konstruktow ekspresyjnych: pGEX4T-1-hAID, pGEX6p-3-hAID lub pCDFDuet-1-
hAID. Z hodowli o objgtosci 1 | prowadzonej przez 16 h w temperaturze 18°C (od
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momentu indukcji ekspresji) izolowano biatka. W tym celu zawiesing bakterii
wirowano, a osad zawieszano w buforze odpowiednim dla danej metody oczyszczania
(podrozdziat 3.2.3.8.).

W celu uzyskania jak najwigkszej homogennos$ci preparatu biatkowego, podczas
procedury oczyszczania hAID zastosowano kilka podejs¢. Pierwsza metoda
oczyszczania hAID z bakterii transformowanych konstruktem pGEX4T-1-hAID byta
chromatografia powinowactwa do glutationu (podrozdziat 3.2.3.8.). W tym celu osad
komorek bakteryjnych zawieszono w 50 ml buforu 1x PBS zawierajacego koktajl
inhibitorow proteaz (Roche Diagnostics), ditiotreitol (DTT) w stezeniu koncowym
1 mM, oraz Triton X-100 w stezeniu koncowym 1%. Dodatek inhibitorow proteaz
zapobiega degradacji biatek, natomiast zastosowanie stabego detergentu, jakim jest
Triton X-100, wspomaga uwalnianie biatek z bton cytoplazmatycznych. Zdolnosci
redukcyjne DTT sa wykorzystywane w celu uniemozliwienia tworzenia
migdzyczasteczkowych mostkéw disiarczkowych pomigdzy resztami cystein W
biatkach. Tak powstala zawiesing bakterii inkubowano w temperaturze 4°C przez
30 minut, a nast¢pnie wirowano w celu oddzielenia frakcji biatek rozpuszczalnych od
nierozpuszczalnych. Biatko hAID obecne bylo w supernatancie, co potwierdzity analizy
w zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych oraz analizy metoda
western blot. Supernatant zawierajacy frakcj¢ bialek rozpuszczalnych wykorzystano
nastgpnie do wstgpnego oczyszczenia produkowanego biatka na ztozu glutationowym
Glutatione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare). Glutation jest specyficznym
ligandem dla GST, stad unieruchomiony na statym podtozu umozliwia oczyszczanie
bialek znakowanych GST. Podczas oczyszczania biatka zastosowano procedurg zgodna
z instrukcja producenta. Po odmyciu bialek nie wiazacych si¢ z glutationem frakcjg
bialek zwiazanych ze zlozem eluowano przemywajac kolumng buforem 50 mM
TrisHCI, pH = 8, zawierajacym zredukowany glutation o st¢zeniu koncowym 10 mM.
Nadmiar wolnego glutationu uwalnia zwiazane ze ztozem biatko fuzyjne. Zbierane
frakcje analizowano metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym oraz technika
western blot. Wyniki obu analiz przedstawia Rysunek 4.1.3. Zastosowana metoda
oczyszczania pozwolita usuna¢ wigkszos¢ biatek bakteryjnych. Uzyskany w jej wyniku
preparat nie byt jednak homogenny, a zawarto§¢ hAID w tym preparacie wynosita

maksymalnie 30%.
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Rysunek 4.1.3. Analiza frakcji otrzymanych w wyniku oczyszczania hAID na zlozu glutationowym.
A) Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych
nastepujacych frakeji: L — lizat bakteryjny inkubowany ze zlozem; NZ — frakcja biatek niezwiazanych ze
ztozem; P — frakcja biatek uzyskana po przemyciu ztoza buforem niezawierajacym glutationu, od E1 do
E6 — frakcje eluowane ze zloza buforem zawierajacym glutation; M — wzorzec mas; strzalka oznaczono
prazek odpowiadajacy biatku hAID. B) analiza wybranych frakcji metoda western blot (oznaczenia
analogiczne jak w punkcie A).

Wstepnie oczyszczone na kolumnie wypetnionej zlozem glutationowym biatko
hAID zawieralo w swej sekwencji aminokwasowej miejsce rozpoznawane przez
enterokinazg. Spodziewano sig, ze zastosowanie tego enzymu proteolitycznego pozwoli
na odcigcie znacznikow: GST oraz HisTag i otrzymanie natywnego biatka. Ponowne
zastosowanie chromatografii powinowactwa do glutationu wobec biatka pozbawionego
GST powinno skutkowa¢ zatem otrzymaniem preparatu o znacznie wigkszej
homogennosci. Aby zrealizowaé¢ powyzsza strategi¢ 0czyszczania, wymieniono bufor
w preparacie biatkowym wstepnie oczyszczonym na kolumnie glutationowej na bufor
reakcyjny dla rekombinowanej enterokinazy i poddano trawieniu proteotylicznemu
z zastosowaniem gotowego zestawu odczynnikow: Enterokinase Cleavage Capture Kit
(Novagen), zgodnie z instrukcja producenta. Reakcje cigcia prowadzono przez 16 h
w temperaturze pokojowej. Enterokinaz¢ usuwano nastgpnie z mieszaniny reakcyjnej
przy pomocy zloza (EKapture Agarose) i filtrow dostarczonych przez producenta
enzymu. Pomimo préb optymalizacji cigcia, w nastgpstwie tej reakcji dochodzito do
wytracenia biatek. Produkty reakcji wirowano, a osad i supernatant analizowano w zelu
poliakrylamidowym w  warunkach denaturujacych. Analizy wykazaty, ze

rekombinowane biatko bylo cigte z wydajnoscia bliska 100%, ale po odcigciu
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znacznikow zdecydowana wigkszo$¢ hAID wytracata si¢ (Rysunek 4.1.4.). Wraz
z hAID wytraceniu ulegaly rowniez biatka bakteryjne obecne w preparacie. Na tej
podstawie stwierdzono, ze obecno$¢ znacznika GST drastycznie zwigksza
rozpuszczalno$¢ produkowanego biatka 1 zapewnia jego stabilno$¢ w roztworze.

Zaniechano zatem dalszych prob jego usuwania.
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Rysunek 4.1.4. Analiza metoda elektroforezy w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych preparatéw bialkowych uzyskanych w wyniku cigcia proteolitycznego
enterokinaza. M — wzorzec mas; 1 — preparat biatlkowy przed cigciem proteolitycznym, 2 — preparat
biatlkowy po cieciu enterokinaza, frakcja obecna w supernatancie; 3 — preparat biatkowy po cieciu
enterokinaza, frakcja obecna w osadzie; zielonym okregiem zaznaczono biatko fuzyjne hAID przed

cieciem proteolitycznym; czerwonym okregiem zaznaczono hAID pozbawione GST (opis w tekscie).

Poniewaz preparat biatkowy uzyskany w wyniku oczyszczania na kolumnie
wypetnionej ztozem glutationowym nie byl homogenny, poszukiwano dalszych
sposoboOw jego oczyszczenia. Zastosowano zatem kolumng wypetniona zlozem
heparynowym: Heparin Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) (podrozdziat 3.2.3.8.).
Ztoze heparynowe daje mozliwo$¢ oczyszczenia biatek na zasadzie chromatografii
powinowactwa do heparyny. Powinowactwo to jest charakterystyczne dla wielu biatek
wiazacych DNA. Preparat biatkowy, powstaty poprzez potaczenie frakcji eluowanych
z kolumny wypelionej ztozem glutationowym, taczono z 2 ml ztoza heparynowego,
inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej, a nastgpnie zawiesing nakladano na
kolumne chromatograficzna. Podczas oczyszczania biatka zastosowano procedure
zgodna z instrukcja producenta. Frakcje bialek zwiazanych ze zlozem eluowano

przemywajac kolumng gradientem roztworu NaCl (stosowano stezenia: 50, 130, 250,
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600, 2000 mM) w 50 mM Tris-HCI, pH = 8. Zebrane frakcje zaggszczano (podrozdziat
3.2.3.9.) 1 analizowano metoda elektroforezy w zZelach poliakrylamidowych
w warunkach denaturujacych. Wynik analizy przedstawia Rysunek 4.1.5. Stwierdzono
obecno$¢ hAID w wigkszosci analizowanych frakcji. Oczyszczanie ta metoda nie

przyniosto poprawy homogennosci preparatu.

/}(:I

w M HO H1 H2 H3 H4 H5
50 130 250 600 2000 mM

Rysunek 4.1.5. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych frakcji otrzymanych w wyniku oczyszczania hAID na zlozu heparynowym. W —
preparat biatkowy poddany wiazaniu ze ztozem; M — wzorzec mas; HO — frakcja biatek niezwiazanych ze
ztozem; od H1 do H5 — frakcje biatek eluowanych ze ztoza gradientem roztworu NaCl (pod nazwa frakcji

podano stezenie NaCl); strzatka oznaczono prazek odpowiadajacy biatku hAID.

W kolejnym podejs$ciu preparat biatkowy wstgpnie oczyszczony na kolumnie
wypetnionej  zlozem  glutationowym, poddano oczyszczaniu =~ wykorzystujac
chromatografi¢ powinowactwa do jonow niklu (podrozdziat 3.2.3.8.). W preparacie
biatkowym, powstatym poprzez polaczenie frakcji eluowanych z kolumny wypetione;j
ztozem glutationowym, wymieniano bufor na bufor I. Nast¢pnie dodawano jedna
objetos¢ buforu II i inkubowano ze ztozem niklowym: Ni-NTA Agarose (Qiagen).
Zawiesing naktadano na kolumng chromatograficzna. Kolumng przemywano
gradientem imidazolu (stosowano stg¢zenia: 20, 50, 100, 200 mM) w jednokrotnie
stezonym buforze III. Zebrane frakcje o objetosci 2,5 ml zaggszczano do objetosci 250
ul 1 analizowano metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowych w warunkach
denaturujacych. W wyniku analizy (Rysunek 4.1.6.) stwierdzono obecnos¢ hAID we
frakcjach wymywanych imidazolem o st¢zeniu od 50 mM do IM. Frakcja 100 mM

(N3) w pordwnaniu z preparatem wyjsciowym zawierala znacznie gorszy stosunek
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ilosci biatka hAID do bialka bakteryjnego o masie 60 kDa oraz dwoch innych biatek
0 masie 20 - 30 kDa. Frakcja 200 mM (N4) réwniez nie byta homogenna ale jako$¢

preparatu ulegla nieznacznej poprawie.

imidazol
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Rysunek 4.1.6. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach

denaturujacych frakcji otrzymanych w wyniku oczyszczania hAID na zlozu niklowym. W — preparat
biatkowy poddany wiazaniu ze ztozem; M — wzorzec mas; NO — frakcja biatek niezwiazanych ze ztozem,;
od N1 do N5 — frakcje biatek eluowanych ze ztoza gradientem imidazolu (pod nazwa frakcji podano

stezenie imidazolu); strzatka oznaczono prazek odpowiadajacy biatku hAID.

W innym podejsciu, preparat bialkowy wstgpnie oczyszczony na kolumnie
wypetnionej zlozem glutationowym, poddano wymianie buforu a nastgpnie
oczyszczano metoda saczenia molekularnego na kolumnie Superdex75 16/60 HilLoad
firmy GE Healthcare. Saczenie molekularne przeprowadzono dwukrotnie w dwdch
alternatywnych roztworach: (i) 50 mM Tris-HCI, pH = 8, 25 mM NacCl, 3% glicerol,
1 mM DTT,; (ii) 50 mM Tris-HCI, pH = 8, 200 mM NaCl, 3% glicerol, 0,01% DDM,
2mM TCEP. Analiza frakcji zebranych po saczeniu molekularnym w pierwszym
roztworze (Rysunek 4.1.7.) potwierdzita obecnos¢ hAID w kilku poczatkowych
frakcjach. We frakcjach tych byto réwniez obecne kilka biatek bakteryjnych o masie od
20 do 60 kDa. Swiadczyto to o tym, ze bialka te oddziatujac ze soba oraz z hAID
tworzac roznej wielkosci multimetry lub tez agregaty. W drugim wariancie zastosowano
zatem znacznie wyzsze stgzenie soli (NaCl), silniejszy 1 stabilniejszy czynnik
redukujacy (TCEP) oraz niejonowy detergent (DDM). Zastosowanie drugiego buforu

skutkowalo niemalze identycznymi efektami oczyszczania.
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Rysunek 4.1.7. Analiza frakcji otrzymanych w wyniku oczyszczania hAID metoda saczenia
molekularnego. A) Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych frakcji od 1 do 8 oraz od 19 do 27. M — wzorzec mas; strzatka oznaczono prazek
odpowiadajacy biatku hAID. B) Wykres wygenerowany przez kolektor frakcji, przedstawiajacy wartosci
stezen catkowitego biatka w poszczegélnych frakcjach (pomiar spektrofotometryczny). Na jego

podstawie dokonano wyboru frakcji, ktére poddano analizie metoda elektroforezy.

Wstepne testy aktywnosci deaminazowej hAID. Opisane powyzej metody
oczyszczania miaty na celu uzyskanie preparatu o mozliwie duzej homogennosci przy
jednoczesnym zachowaniu wilasciwosci enzymatycznych produkowanego biatka. Po
kazdym z wymienionych wyzej etapdéw oczyszczania dokonywano zatem oceny
aktywnos$ci deaminazowej preparatu biatkowego zawierajacego hAID.

W celu wykazania, ze produkowane biatko wykazuje aktywno$¢ deaminazowa
wobec pojedynczej cytydyny znajdujacej si¢ w obrebie czteronukleotydowego motywu
WRCY?™ (bedacego preferowanym przez hAID motywem) stosowano metode

Bw=AT;R=AG;Y=CIT
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opublikowana w 2003 roku przez Sohail i wspotautorow [176] (Rysunek 4.1.8.)
(podrozdziat 3.2.4.2.). Jako substratu do reakcji uzywano 80-nukleotydowej czasteczki
sSDNA (Oligo_C - zawierajacej pojedyncza reszt¢ C w pozycji 40, Tabela 3.5.)
znakowanej radioizotopowo na koncu 5’ (podrozdziat 3.2.4.1.). Oligomer ten
inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C z testowanym preparatem biatkowym
(wilosci 4,5 pg catkowitego bialka). W przypadku obecnosci aktywnej deaminazy
cytydyny, dochodzi do deaminacji cytydyny do urydyny. W kolejnym etapie do reakcji
dodawano glikozylaz¢ UDG (Fermentas) i inkubowano dalsze 30 minut w temperaturze
37°C. Enzym ten usuwa uracyl z DNA, pozostawiajac miejsce apirymidynowe (AP).
Nastepnie przeprowadzano hydrolize alkaliczna wiazania fosfodiestrowego w miejscu
AP. Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zZelach
poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych (podrozdziat 3.2.1.4.). W przypadku
obecnosci W testowanym preparacie aktywnej deaminazy cytydyny, spodziewano sig¢
zaobserwowaé produkt o dhugosci 40 nukleotydow. RoOwnoczesnie przeprowadzono
reakcje kontrolne: (i) pozytywna reakcje kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale
Z wykorzystaniem czasteczki substratowej posiadajacej U zamiast C w pozycji 40
(Oligo U, Tabela 3.5); (i1) negatywna reakcja kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale

z wykorzystaniem standardowej czasteczki substratowej (Oligo_C).

2p0 80 nt c

1 AID
JZpC )

1 glikozylaza UDG
#pOr AP

liza alkaliczna
l 0,2M NaOH, 80°C
40 nt
O

1

analiza w denaturujacym zelu
poliakrylamidowym

Rysunek 4.1.8. Schemat ilustrujacy metod¢ badania aktywno$ci deaminazowej hAID wobec

pojedynczego motywu WRCY (opis w tekscie).
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Rysunek 4.1.9. Przykladowy wynik analizy metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym,
w warunkach denaturujacych produktéw powstajacych w trdojetapowym teScie aktywnoSci
deaminazowej preparatéow bialkowych. Aktywno$¢ badanego preparatu biatkowego testowano
w obecno$ci chlorku cynku lub/i RNazy A (Sciezki 1 — 4). ,,K-” — negatywna reakcja kontrolna (bez
preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca C w pozycji 40); ,,K+” — pozytywna reakcja
kontrolna (bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca U w pozycji 40). Widoczny jest

brak aktywnosci deaminazowej badanego preparatu.

Poczatkowo zaden z testowanych preparatow biatkowych nie wykazywal
aktywno$ci deaminazowej. W pierwszej kolejnosci probowano zatem optymalizowaé
warunki prowadzonych reakcji. Dane literaturowe sugeruja, ze zwiazany z AID
bakteryjny RNA moze hamowac jej aktywnos$¢ deaminazowa [32]. Dlatego podczas
badania aktywnos$ci preparatow testowano wplyw RNazy A na przebieg reakcji.
Wiadomo réwniez, ze biatkko AID ma w swej czasteczce skoordynowany jon cynku,
dlatego testowano przebieg reakcji w obecnosci chlorku cynku. Szczegétowy skiad
poszczegolnych mieszanin reakcyjnych zawiera Tabela 3.2.15. Przeprowadzone testy
aktywnos$ci wybranych preparatow biatkowych wykazaty brak aktywnosci
deaminazowej bez wzgledu na obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej RNazy A czy tez
jonéw cynku (Rysunek 4.1.9.). Ponownie skupiono si¢ zatem na optymalizacji
produkcji 1 izolacji rekombinowanego biatka. Migdzy innymi testowano aktywno$¢
preparatu uzyskanego w wyniku oczyszczania na zlozu glutationowym ekstraktu
bakterii transformowanych konstruktem pGEX6p-3-hAID czy tez preparatu uzyskanego

w wyniku oczyszczania na ztozu niklowym ekstraktu bakterii transformowanych
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konstruktem pCDFDuet-1-hAID. Zastosowanie tych alternatywnych konstruktow nie
przyniosto jednak oczekiwanego efektu. Po wielu nieudanych probach okazato sig, ze
niezbedna do otrzymania aktywnej formy biatka jest suplementacja pozywki LB,
w ktorej prowadzona jest hodowla, chlorkiem cynku w st¢zeniu koncowym 0,06 mM.
Atom cynku jest skoordynowany w centrum katalitycznym AID i jest niezbedny do jej
aktywnoS$ci. Zawarto$¢ tego pierwiastka w podstawowej pozywce LB nie byla
wystarczajaca, co skutkowalo obserwowanym brakiem aktywnos$ci testowanych
preparatow biatkowych. Profile ekspresji jak 1 jako$¢ preparatow biatkowych
otrzymywanych w wyniku oczyszczania lizatu bakterii transformowanych konstruktem
PGEX4T-1-hAID nie ro6znity w przypadku hodowli prowadzonej z dodatkiem chlorku
cynku jak i bez jego dodatku. Zastosowane stezenie ZnCl, bylo na tyle niskie, Ze nie
zaklocato procesOw metabolicznych bakterii, a produkowane preparaty biatkowe

r6znity si¢ jedynie obserwowang aktywnoscia deaminazowa.

K- K+ 1 2 3 4

80 nt e -

sont DR -

ZnCl, + + - - + +
RNazaA + + - + - +

Rysunek 4.1.10. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych produktow powstajacych w trojetapowym teScie aktywnosci deaminazowej
preparatu bialkowego uzyskanego w wyniku oczyszczania lizatu bakterii transformowanych
konstruktem pGEX4T-1-hAID, hodowanych w pozywce z dodatkiem chlorku cynku. Aktywno$¢
badanego preparatu biatkowego testowano w obecnosci ZnCl, lub/i RNazy A (Sciezki 1 — 4). ,K-" —
negatywna reakcja kontrolna (bez preparatu bialkowego, czasteczka substratowa zawierajaca C w pozycji
40); ,,K+” — pozytywna reakcja kontrolna (bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca
U w pozycji 40). Widoczna jest aktywnos¢ deaminazowa badanego preparatu, bez wzglgdu na obecno$é

w mieszaninie reakcyjnej ZnCl, czy RNazy A.
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Jak juz wspomniano, celem podjgtych dziatan bylo otrzymanie preparatu
maksymalnie homogennego, posiadajacego pelna aktywnos¢ enzymatyczna. Jak sig
jednak okazato, konieczne bylo wypracowanie rozwiazania kompromisowego.
W wyniku przeprowadzanych analiz aktywno$ci deaminazowej hAID na rdéznych
etapach oczyszczania stwierdzono, ze najwyzsza aktywnoscia cechuje si¢ preparat
pochodzacy z bakterii transformowanych konstruktem pGEXA4T-1-hAID, wstgpnie
oczyszczony na kolumnie wypelnionej zlozem glutationowym (Rysunek 4.1.10). Na
wynik reakcji nie miata jednak wplywu obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej RNazy czy
tez ZnCl, Zastosowanie dodatkowych metod oczyszczania skutkowato spadkiem lub
tez utrata aktywnos$ci enzymatycznej hAID (Rysunek 4.1.11. przedstawia badanie
aktywno$ci deaminazowej preparatu oczyszczonego na zlozu glutationowym,
a nastgpnie poddanego oczyszczaniu metoda saczenia molekularnego, frakcje S1-S9
zawieraly takie same ilosci hAID, analizg frakcji S1-S8 przedstawiono na Rysunku
4.1.7). Do dalszych badan zdecydowano si¢ zatem uzywac frakcji eluowanej z kolumny
wypehionej ztozem glutationowym (frakcja E1, Rysunek 4.1.3.), w ktorej uprzednio
wymieniano bufor na bufor do badania aktywnosci hAID.

K+ K- E1S0S1S2 S3 S4 S5S6 S7 S8 S9

- - e e e
~--

Rysunek 4.1.11. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych produktéw powstajacych w tréjetapowym tescie aktywnosci deaminazowej
preparatu oczyszczonego na zlozu glutationowym, a nastepnie poddanego oczyszczaniu metoda
saczenia molekularnego. , K+” — pozytywna reakcja kontrolna (bez preparatu bialkowego, czasteczka
substratowa zawierajaca U w pozycji 40); ,K-” — negatywna reakcja kontrolna (bez preparatu
biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca C w pozycji 40); E1 — trojetapowy test aktywnosci
deaminazowej preparatu biatkowego oczyszczonego tylko na ztozu glutationowym; SO — trojetapowy test
aktywnosci deaminazowe]j preparatu bialkowego przed saczeniem molekularnym; od S1 do S9 —

trojetapowe testy aktywnosci deaminazowej frakcji uzyskanych w wyniku saczenia molekularnego.
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4.2. Wstepna charakterystyka otrzymanego bialtka

Dane literaturowe wskazuja, ze pierwsze preparaty AID otrzymywane
W systemie prokariotycznym byly zanieczyszczone deaminazami bakteryjnymi
wykazujacymi aktywno$¢ wobec wolnej cytydyny. W konsekwencji pierwsze dane na
temat wilasciwosci biochemicznych AID nie byly spdjne — cze$¢ badaczy sadzita, ze
AID moze deaminowa¢ wolna cytydyng i by¢ inhibowana przez tetrahydrourydyne
(THU). THU jest analogiem stanu przejsciowego deaminacji wolnej cytydyny. Dzi$
wigkszos$¢ badaczy jest zgodna co do tego, ze zarowno AID jak 1 inne biatka rodziny
AID/APOBEC deaminuja cytydyng jedynie w lancuchach polinukleotydowych, a ich
inhibicja przez THU jest watpliwa [3].

W celu wykluczenia mozliwosci, iz obserwowana aktywnos$¢ jest aktywnoscia
enzymu bakteryjnego przeprowadzono szereg dodatkowych analiz. Aby potwierdzi¢, ze
uzyskane biatko to hAID, przeprowadzono analiz¢ metoda MALDI TOF. Jest to
technika spektrometrii mas powszechnie stosowana w badaniach proteomicznych do
identyfikacji biatek. Spektrometry MALDI TOF bazuja na technice jonizacji metoda
desorpcji laserowej z udzialem matrycy (ang. Matrix Assisted Laser Desorption
lonisation - MALDI) oraz wykorzystuja analizator czasu przelotu jonow (ang. Time Of
Flight, TOF). Analizg przeprowadzono dla frakcji otrzymanej w wyniku oczyszczania
na zlozu glutationowym ekstraktu biatkowego pochodzacego z  bakterii
BL21(DE3)pLysS transformowanych  wektorem pGEXA4T-1-hAID. Z  zZelu
poliakrylamidowego, w ktorym analizowano frakcje po oczyszczaniu na zlozu
glutationowym  wycinano  fragment  zawierajacy  prazek  odpowiadajacy
najprawdopodobniej hAID (biatko 0 masie 50 kDa) (Rysunek 4.2.1.). Z wycigtego
fragmentu zelu eluowano biatko i poddawano je analizie w Pracowni Metabolomiki
I Proteomiki Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Badania potwierdzity,
ze wycigty fragment zelu zawiera biatko hAID (wykryto peptydy pochodzace zaréwno
ze znacznika GST jak i z hAID). Dodatkowo poddano analizie 3 inne biatka (0 masie
ok. 60, 38 i 20 kDa; Rysunek 4.2.1.) wystgpujace w analizowanej frakcji w znacznej
ilosci. Wykazano, ze biatko 0 masie ok. 20 kDa jest fragmentem hAID, powstalym
najprawdopodobniej wskutek degradacji. Biatko 0 masie 60 kDa zidentyfikowano jako
bakteryjne biatko opiekuncze (chaperonowe). Biatka 0 masie ok. 38 kDa nie udalo si¢

zidentyfikowa¢. Przeprowadzone analizy zmniejszyly prawdopodobienstwo, ze
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obserwowana aktywno$¢ deaminazowa preparatu moze wynika¢ z obecnosSci

w preparacie deaminaz bakteryjnych.
M

Rysunek 4.2.1. Analiza metoda elektroforezy w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych frakeji otrzymanej w wyniku oczyszczania na zlozu glutationowym ekstraktu
bialtkowego pochodzacego z bakterii BL21(DE3)pLysS transformowanych wektorem pGEX4T-1-
hAID. Fragmenty wycinane z zelu, zawierajace uwidocznione w postaci prazkow biatka 0 masie ok. 50,
60, 38 i 20 kDa, zaznaczono kolorowymi prostokatami. Po elucji z fragmentéw zelu, biatka poddano
analizie MALDI TOF. M — wzorzec mas.

THU

K+ K- 0 0 2 5 10 20 50 0,1 0,51 10
MM mM

,—— e m -

VW sscscssaanan”

Rysunek 4.2.2. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych produktéw powstajacych w tréjetapowym teScie aktywnoSci deaminazowej
prowadzonym w obecno$ci THU w zakresie stezen od 2 pM do 10 mM. ,,K+” — pozytywna reakcja
kontrolna (bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca U w pozycji 40); ,,K-” —
negatywna reakcja kontrolna (bez preparatu bialkowego, czasteczka substratowa zawierajaca C w pozycji
40); ,,0” — trojetapowy test aktywnosci deaminazowej prowadzony bez THU; kolejne S$ciezki —
trojetapowe testy aktywnosci deaminazowej prowadzone w obecnosci réznych stgzen THU (zielonym
kolorem zaznaczono stgzenia, ktore wedlug danych literaturowych hamuja dziatanie bakteryjnej

deaminazy wolnej cytydyny).
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W kolejnym etapie przeprowadzono testy inhibicji obserwowanej aktywnoS$ci
deaminazowej przez THU i 1,10-fenantroling. Jak juz wspomniano THU jest analogiem
stanu przejsciowego reakcji enzymatycznych katalizowanych przez deaminazy wolnej
cytydyny. 1,10-fenantrolina jest natomiast silnym czynnikiem kompleksujacym metale
przejsciowe, co czyni ja silnym inhibitorem wszystkich deaminaz zaleznych od cynku.
Testy inhibicji przeprowadzano dla preparatu bialkowego otrzymanego w wyniku
oczyszczania na kolumnie wypehionej ztozem glutationowym w zakresie stezenh THU
od 2 uM do 10 mM (dane literaturowe wskazuja, ze bakteryjne deaminazy wolnej
cytydyny sa inhibowane przez THU w stezeniu 20-50 uM [185]) oraz w zakresie stgzen
1,10-fenantroliny od 1 mM do 50 mM. Wyniki analiz przedstawiono na Rysunkach
4.2.2.oraz 4.2.3.

1,10-fenantrolina

K+ K- NT NT 1 2 5 10 20 50 NT NT

1%EtOH mM mMm mMm mM mM mM  2%ETOH 5%ETOH

W . s

- AL -

Rysunek 4.2.3. Analiza metoda elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych produktow powstajacych w tréjetapowym teScie aktywnoSci deaminazowej
prowadzonym w obecnosci 1,10-fenantroliny w zakresie stezen 1 — 50 mM. | K+” — pozytywna
reakcja kontrolna (bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca U w pozycji 40); ,,K-”
— negatywna reakcja kontrolna (bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa zawierajaca C
w pozycji 40); ,NT 1%ETOH”, ,NT 2%ETOH”, ,NT 5%ETOH” - trojetapowy test aktywnosci
deaminazowej prowadzony bez 1,10-fenantroliny, w obecno$ci etanolu. Poniewaz 1,10-fenantrolina jest
rozpuszczalna w etanolu, wykonano reakcje kontrolne, w ktorych przetestowano wptyw etanolu na
aktywnos$¢ deaminazowa badanego preparatu. W reakcjach tych obecny byt etanol w stgzeniu koncowym
1%, 2% lub 5% (stezenie 5% odpowiada stezeniu alkoholu w reakcji zawierajacej 1,10-fenantroling
w stezeniu 50 mM). Pozostale $ciezki — trojetapowe testy aktywnosci deaminazowej prowadzone
w obecnosci 1,10-fenantroliny, w stezeniach od 1 do 50 mM. Widoczna jest catkowita inhibicja

aktywno$ci deaminazowej hAID przez 1,10-fenantroling juz w stezeniu 5 mM.
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Stwierdzono, ze obserwowana aktywno$¢ deaminazowa byla calkowicie
hamowana przez 1,10-fenantroling juz w st¢zeniu 5 mM. Wynik ten sugeruje, ze
obserwowana aktywnos$¢ byta aktywnos$cia deaminazy zaleznej od cynku. Stwierdzono
réwniez, ze obserwowana aktywno$¢ nie podlegata inhibicji przez THU. Swiadczy to
0 tym, ze obserwowana aktywno$¢ nie byta aktywnoscia bakteryjnej deaminazy wolnej
cytydyny.

Wybrany sposob badania aktywnosci hAID jest trzyetapowa reakcja na drodze
ktorej z 80-nukleotydowej czasteczki ssDNA generowany jest produkt o dtugosci 40
nukleotydow. Przyjeto uwazaé, ze obecno$¢ 40-nukleotydowego produktu $wiadczy
0 obecnosci aktywnosci deaminazowe;j. Jednak, w celu jednoznacznego potwierdzenia,
ze obserwowana aktywnos¢ jest aktywnoscia specyficznag wobec cytydyny, testowano
aktywno$¢ preparatu bialkowego wobec czasteczki substratowej niezawierajacej
cytydyny (wykorzystana czasteczka zawierata tymidyne w pozycji 40). Test ten
wykazal brak wplywu badanego preparatu na czasteczki DNA niezawierajace cytydyny
(Rysunek 4.2.4.), co $wiadczy o specyficzno$ci reakcji. Testowano rowniez produkty
reakcji po poszczegoélnych etapach, w celu sprawdzenia po ktérym etapie pojawia si¢
produkt koncowy o dtugosci 40 nukleotydow. W przypadku zanieczyszczenia badanego
preparatu nukleazami, mozna by si¢ spodziewaé obecnosci krotszych fragmentow DNA
juz po pierwszym etapie reakcji. Analiza wykazata obecnos¢ jedynie 80-nukleotydowej
czasteczki substratowej po pierwszym etapie reakcji. Dowodzi to, ze obserwowana
aktywno$¢ nie jest aktywnoscia nukleazowa. Pojawienie si¢ niewielkiej ilosci
40-nukleotydowego produktu reakcji po drugim etapie mozna ttumaczy¢ podatnoscia
miejsca apirymidynowego na rozerwanie nici DNA.

Opisane powyzej doswiadczenia wskazuja, ze aktywno$¢ deaminazowa
otrzymanego preparatu biatkowego jest aktywno$cia hAID, i1 zZe charakterystyka

biochemiczna tej aktywnosci jest spojna z najnowszymi danymi literaturowymi.
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A. B. C. D.
reakcje kontrolne (-) reakcje kontrolne (+) reakcje z hAID reakcje z hAID
¢k 4 @2 3 4 28 § 2 B 4 2 3
reakcji
czgsteczka czgsteczka czgsteczka czgsteczka
substratowa C substratowa U substratowa C substratowa T

- - -
- - -

#2p g Bat C
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Rysunek 4.2.4. Ocena specyficzno$ci dzialania otrzymanego preparatu hAID. Analiza metoda
elektroforezy w 15% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych produktow powstajacych
W trojetapowym tescie aktywno$ci deaminazowej. Produkty analizowano po kazdym z trzech etapow
testu badania aktywnosci. A) reakcja kontrolna (-) - bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa
zawierajaca C w pozycji 40. B) reakcja kontrolna (+) - bez preparatu biatkowego, czasteczka substratowa
zawierajaca U w pozycji 40. C) reakcja z otrzymanym preparatem hAID, czasteczka substratowa
zawierajaca C w pozycji 40. D) reakcja z preparatem hAID, czasteczka substratowa zawierajaca T

w pozycji 40 (nie zawiera ona w swej sekwencji cytydyny).
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4.3. Wybor i otrzymywanie mutantéow hAID

W celu zbadania mechanizmow molekularnych lezacych u podtoza aktywnos$ci
biologicznej AID, otrzymano trzy mutanty hAID. Sposrod wielu scharakteryzowanych
mutantow AID (Tabela 1.4.1) wybrano trzy: R50A, N51A, A189. Wprzypadku R50A
arginina w pozycji 50 zastapiona zostata przez alaning, a w przypadku N51A asparagina
w pozycji 51 zastapiona zostata rowniez przez alaning. W obu mutantach pojedyncza
substytucja aminokwasowa dotyczyta reszty ulokowanej w poblizu centrum
kataliycznego hAID. Mutant A189 byt wariantem biatka skroconym o dziewigc reszt
aminokwasowych z konca C. Wczeéniejsze badania wskazywaty, ze wybrane mutanty
wykazywaty in vitro zréznicowana aktywnos¢ deaminazowa wobec niemodyfikowanej
cytydyny: R50A obnizona, N51A catkowity jej brak a A189 wyzsza niz aktywnos¢ WT
hAID. Co ciekawe, zebrane dane literaturowe (Tabela 4.3.1) wskazuja, ze aktywno$¢é
in vitro tych mutantow nie koreluje z wydajno$cia co najmniej jednego z procesow
inicjowanych przez AID (SHM Ilub CSR) w warunkach in vivo. W komorkach
zawierajacych testowane mutacje W genie AID wydajnos¢ procesow CSR/SHM
wynosita: 25%/130% dla R50A, 2%/58% dla N51A oraz 75%/7% dla Al189.
Obserwowany brak korelacji pomigdzy aktywnoS$cia in vitro, a wydajnoscia procesu
SHM i CSR in vivo sugeruje, ze istnieja jeszcze nieznane czynniki determinujace
dziatanie AID. Co wazne, aktywno$¢ deaminazowa wybranych mutantéw AID wobec

modyfikowanych substratow jak dotad nie byta badana.

Tabela 4.3.1. Charakterystyka wybranych mutantow AID. Wplyw poszczegolnych mutacji na
wydajno$¢ proceséow CSR i SHM in vivo oraz aktywno$¢ deaminazowa AID wobec

niemodyfikowanej cytydyny in vitro.

intensywno$¢ procesu CSR lub SHM aktywnos¢
wariant AID dane z systemow in vivo in vitro rédlo
(% wzgledem typu dzikiego) (% wzgledem typu
SHM CSR dzikiego)
R50A 130% 25% 22% [35]
N51A 58% 2% 0% [35]
A189 7% 75% >100% [97], [99]
WT 100% 100% 100% _

W identyczny sposéb jak opisany powyzej dla WT hAID otrzymano trzy
preparaty biatkowe, zawierajace mutanty R50A, N51A i A189. Konstrukty kodujace

122



WYNIKI

warianty hAID zawierajace mutacj¢ punktowa R50A lub N51A otrzymywano na drodze
ukierunkowanej mutagenezy (podrozdziat 3.2.3.2). Ta metoda wprowadzono jedna
z powyzszych, niesynonimicznych mutacji do otrzymanego wczeéniej konstruktu
PGEX4T-1-hAID. Metoda ukierunkowanej mutagenezy polega na amplifikacji catego
plazmidu  przy uzyciu dwéch  wzajemnie  komplementarnych  starterow
wprowadzajacych odpowiednie mutacje. Byty to startery mutR50A_F i mutR50A_R dla
mutanta R50A (wprowadzajace kodon GCC kodujacy alaning zamiast CGC kodujacego
argining) oraz startery mutN51A F i mutN51A F dla mutanta N51A (wprowadzajace
kodon GCT kodujacy alaning zamiast AAT kodujacego asparaging) (Tabela 3.5.). Jako
matrycg dla tej reakcji wykorzystywano wektor kodujacy WT hAID (pGEX4T-1-
hAID). Do amplifikacji plazmidu wykorzystywano polimeraze¢ o wysokiej wiernosci
kopiowania — polimerazg DNA Pfu. Produkty reakcji oczyszczano, a nast¢pnie
poddawano trawieniu enzymem Dpnl. Enzym ten trawi metylowany DNA. Pozwala on
zatem na usuni¢cie z mieszaniny reakcyjnej matrycy uzytej w reakcji PCR (produkty
reakcji PCR pozostaja niestrawione). Produkty reakcji trawienia ponownie
oczyszczano, a uzyskanym DNA transformowano komorki kompetentne E.coli szczepu
One shot® TOP10 (podrozdziat 3.2.3.3.). Z uzyskanych kolonii bakteryjnych izolowano
plazmidy w malej skali (podrozdziat 3.2.1.10.), ktére nastgpnie sekwencjonowano
(podrozdziat 3.2.1.6.). Zidentyfikowano plazmidy zawierajace oczekiwang mutacjg.
Jeden z nich postuzyt do transformacji szczepu bakterii BL21(DE3)pLysS stosowanego
do produkcji biatka.

Konstrukt kodujacy wariant hAID skrocony o 10 kodondéw na koncu 3’
(mutant A189) otrzymywano metoda PCR. Jako matrycg ponownie zastosowano
plazmid pGEX4T-1-hAID. W reakcji uzyto startery: F 04 aid oraz mutA189 R (Tabela
3.5.). Powielony fragment genu hAID poddawano cigciu restrykcyjnemu 1 ligacji
z wektorem ekspresyjnym pGEXA4T-1. Procedura klonowania przebiegata identycznie
jak w przypadku DNA kodujacego WT hAID. Poprawno$¢ otrzymanego konstruktu
potwierdzono poprzez sekwencjonowanie. Uzyskanym konstruktem pGEX4T-1-A189
transformowano komorki kompetentne BL21(DE3)pLysS stosowane do produkcji
biatka.

Dalsze etapy przygotowania preparatow zawierajacych zmutowane warianty
biatka hAID przebiegaty identycznie jak w przypadku WT hAID. Preparaty biatkowe
pochodzace z bakterii transformowanych jednym z przygotowanych konstruktow

oczyszczano na kolumnie wypelnionej ztozem glutationowym. Eluowane z kolumny
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frakcje analizowano metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowych w warunkach
denaturujacych (Rysunek 4.3.1.). Frakcje te poddawano wymianie buforu na bufor do

badania aktywnosci hAID i wykorzystywano w dalszych badaniach.

M WT RS50A N51A A189

50 kDa

Rysunek 4.3.1. Analiza w 12% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych preparatow
biatkowych oczyszczonych na kolumnie wypelnionej zlozem glutationowym. Kazdy z preparatéow
zawieral jeden z testowanych wariantéw hAID: WT, R50A, N51A, A189. Bialka 0 masie ok. 50 kDa
odpowiadajg poszczegdlnym wariantom hAID. Zgodnie z oczekiwaniami, mutant A189 posiada

nieznacznie mniejsza masa 0d pozostatych wariantéw. M — wzorzec mas.
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4.4. Charakterystyka aktywnos$ci hAID i jej mutantow w systemie in vitro
4.4.1. Charakterystyka aktywnosci deaminazowej hAID i jej mutantow

wobec pojedynczych motywow: WRCY, WR5mCY, WR5hmCY*®

Podstawowym substratem dla hAID jest cytydyna (C). Zrédta literaturowe nie
wskazuja jednoznacznie czy enzym ten zachowuje si¢ analogicznie wobec jej
modyfikowanych pochodnych takich jak 5-metylocytydyna (5mC)
I 5-hydroksymetylocytydyna (5hmC). W celu lepszego poznania uwarunkowan
strukturalnych aktywnosci hAID, testowano jak zmienia si¢ zdolno$¢ wszystkich
czterech uzyskanych wariantow (WT, R50A, N51A oraz A189) do deaminacji C, 5mC
i 5hmC. W przeprowadzonych testach aktywnosci wykorzystano 80-nukleotydowe
czasteczki ssDNA (Tabela 3.5.) znakowane radioizotopowo na koncu 5’ (podrozdziat
3.2.4.1.). Czasteczki te zawieraly tylko jedna reszt¢ C, 5mC lub 5hmC w pozycji 40,
zlokalizowana w obrgbie czteronukleotydowego motywu AGCT, AG5SmCT Iub
AG5hmCT. Motyw ten jest, wedlug danych literaturowych, preferowany przez WT
hAID [32]. Aby wykry¢ specyficzne dla kazdego z tych substratow produkty
deaminacji, stosowano jedna z trzech opracowanych wczesniej metod [138, 176, 177].
Metode badania aktywnosci hAID wobec pojedynczej cytydyny znajdujacej sig
w obrgbie motywu AGCT opisano W podrozdziale 4.1 (,,Wstepne testy aktywnosci
deaminazowej hAID”). W celu sprawdzenia czy produkowane biatko wykazuje
aktywno$¢ deaminazowa wobec pojedynczego motywu AG5SMCT stosowano
zmodyfikowana wersj¢ tej metody. Czasteczke substratowa zawierajaca SmC
(Oligo_5mC, Tabela 3.5.) inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C z testowanym
preparatem biatkowym (w ilosci 4,5 pg catkowitego biatka). W przypadku obecnosci
aktywnosci deaminazowej na tym etapie dochodzi do deaminacji SmC do tymidyny (T).
W kolejnym etapie do reakcji dodawano KCl do stezenia koncowego 50 mM oraz 30
pmola oligonukleotydu komplementarnego do badanej czasteczki substratowej
(Oligo_C-komplement, Tabela 3.5.). Mieszaning reakcyjna inkubowano 5 min
w temperaturze 95°C co skutkowato denaturacja oligonukleotydow. Nastepnie powoli
(1°C / min) schtadzano mieszaning do temperatury 60°C. W sytuacji gdy na pierwszym
etapie doszto do deaminacji, uzyskiwany byt dSDNA z pojedynczym niesparowaniem
G:T w pozycji 40. Do reakcji dodawano nastepnie glikozylaze TDG (Trevigene)

I inkubowano dalsze 2 h w temperaturze 60°C. W przypadku obecnos$ci pojedynczego

YW=AT;R=A/G;Y=CIT
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niesparowania G:T dochodzi do depirymidynacji T nietworzacej komplementarnej pary
z G (enzym TDG usuwa tyming, pozostawiajac miejsce AP). Nastepnie
przeprowadzano hydrolize alkaliczna wiazania fosfodiestrowego w miejscu AP.
Produkty reakcji analizowano metoda elektroforezy w 15% zelach poliakrylamidowych
w warunkach denaturujacych (podrozdzial 3.2.1.4.). W przypadku obecnosci
aktywno$ci deaminazowej spodziewano si¢ zaobserwowac produkt o dlugosci 40
nukleotydow. Rownoczesnie przeprowadzono reakcje kontrolne: (i) pozytywna reakcje
kontrolna, bez preparatu bialtkowego, ale z wykorzystaniem czasteczki substratowej
posiadajacej T zamiast C w pozycji 40 (Oligo T, Tabela 3.5); (ii) negatywna reakcja
kontrolna, bez preparatu biatkowego, ale z wykorzystaniem standardowej czasteczki
substratowej (Oligo_5mC).

W celu sprawdzenia czy produkowane biatko wykazuje aktywnosc
deaminazowa wobec pojedynczego motywu AG5hmCT stosowano analogiczna metode
do metody badania aktywnosci wobec motywu AGCT z ta jednak roznica, iz w drugim
etapie reakcji glikozylazg UDG =zastapiono glikozylaza hSMUG1 (New England
Biolabs). Glikozylaza ta rozpoznaje i usuwa 5-hydroksymetylouracyl pozostawiajac
miejsce AP. W metodzie tej stosowano réwniez odpowiednio zmieniona czasteczke
substratowa (Oligo ShmC, Tabela 3.5.), a w pozytywne] reakcji kontrolnej
wykorzystywano czasteczke substratowa posiadajaca ShmU zamiast ShmC w pozycji
40 (Oligo_5hmU, Tabela 3.5). Porownanie wszystkich trzech metod badania
aktywnosci wobec pojedynczych motywow AGCT, AG5MCT lub AG5hmCT
przedstawia Rysunek 4.4.1.

W wyniku przeprowadzonych analiz potwierdzono, ze aktywno$¢ badanych
wariantow hAID wobec niemodyfikowane; cytydyny jest zgodna z danymi
literaturowymi. WT hAID wykazywala w testowanych warunkach wysoka aktywnos$¢
deaminazowa (przyjeta w obliczeniach jako 100%), jej mutant A189 wykazywat
aktywno§¢ wyzsza niz WT hAID (140% aktywnos$ci), mutant R5S0A wykazywat
zaledwie 20% aktywno$¢ w porownaniu z WT hAID, a mutant N51A nie wykazywat
aktywnosci deaminazowej (Rysunek 4.4.1.A — C). W kolejnym etapie badano
aktywnos$¢ deaminazowa testowanych wariantow hAID wobec modyfikowanej
cytydyny znajdujacej si¢ w obrgbie tego samego kontekstu sekwencyjnego. Jak
przedstawiono na Rysunku 4.4.1.D — E zaden z badanych wariantow hAID nie
wykazywat aktywnosci wobec 5hmC. Co ciekawe, wszystkie badane biatka

wykazywaty aktywno$§¢ wobec metylowanego substratu (Rysunek 4.4.1.F — H).
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Analogicznie jak uprzednio przyjgto, ze aktywnos¢ WT hAID wynosi 100%
1 w odniesieniu do niej wyznaczono aktywno$¢ mutantow. Stwierdzono, ze aktywno$¢
deaminazowa testowanych wariantow hAID wobec 5SmC nie korelowata jednak z ich
aktywno$cia wobec C (Rysunek 4.4.2.). Obliczony wspoétczynnik korelacji liniowej
wynosil 0,066"". Nadaktywny wobec C mutant A189 wykazywat wobec SmC jedynie
50% aktywnos$ci. Mutant R50A wykazywal obnizona aktywno$¢ wobec S5SmC.
Obserwowany spadek aktywno$ci byl jednak mniej wyrazny niz w przypadku C.
Nieoczekiwanie okazato sig¢, ze mutant N51A nieaktywny wobec C wykazywat

znaczaca aktywnos$¢ wobec SmC.

Y Warto$¢ wspotezynnika korelacji liniowej miesci si¢ w przedziale od -1 do 1. Wartoé¢ -1 odpowiada
maksymalnej korelacji ujemnej. Wartos¢ 1 odpowiada maksymalnej korelacji dodatniej. Warto$¢ 0
oznacza brak korelacji.
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Rysunek 4.4.1. Badanie aktywnos$ci deaminazowej WT hAID oraz jej mutantow R50A, N51A, A189
wobec C (A-C), 5hmC (D-E) oraz 5mC (F-H). W podpunktach A, D, F przedstawiono metody badania
aktywno$ci deaminazowej wobec poszczegélnych substratow. W podpunktach B, E, G przedstawiono
analizy w denaturujacych zelach poliakrylamidowych produktéw powstajacych w testach aktywnos$ci
deaminazowej wobec poszczegdlnych substratow przez badane warianty hAID: WT, R50A, N51A, A189.
W przypadku obecnosci aktywnosci deaminazowej, widoczny jest produkt o diugosci 40 nt. ,+7 —
pozytywna reakcja kontrolna; ,,-,, — negatywna reakcja kontrolna (opis w tekscie). W podpunktach C i H
przedstawiono wykresy aktywnos$ci badanych mutantéw hAID wobec C lub 5SmC. Aktywnosci wyrazono
w % wzgledem aktywnosci WT hAID. Aktywnos$¢ poszczegdlnych wariantow hAID szacowano na
podstawie stosunku intensywnos$ci prazka 40 nt do prazka 80 nt w obrebie kazdej ze Sciezek. Analizy tej
dokonano przy pomocy programu MultiGauge V3.0 na podstawie wynikow uzyskanych z trzech

niezaleznych do§wiadczen.
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Rysunek 4.4.2. Wykres przedstawiajacy brak Kkorelacji pomiedzy wzgledna aktywnoScia
deaminazowa badanych mutantow hAID wobec C i 5mC. Przyjeto, ze aktywnos¢ WT hAID wynosi
100%. Aktywno$¢ deaminazowa kazdego z mutantdw wyznaczona zostala w procentach wzgledem

aktywnos$ci WT hAID.

4.4.2. Charakterystyka aktywnos$ci deaminazowej hAID i jej mutanta
N51A wobec matryc zawierajacych wszystkie sekwencje typu NNCN

Brak aktywnosci deaminazowej mutanta N51A wobec motywu WRCY mozna
przypisa¢: (i) niezdolno$ci tego mutanta do deaminacji niemetylowanej cytydyny lub
(i1) zmianie jego preferencji wobec motywu sekwencyjnego w ramach ktoérego cytydyna
ulega deaminacji. Aby stwierdzi¢, ktéra z powyzszych mozliwosci jest prawdziwa
postanowiono zbada¢ aktywno$¢ deaminazowa WT hAID i mutanta N51A wobec
wszystkich mozliwych motywoéw NNCN (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd: A, G, C
lub T) (podrozdziat 3.2.4.5.). W tym celu zsyntetyzowano na drodze chemicznej cztery
oligonukleotydy (kazdy o dlugosci 104 nukleotydow), zawierajace wszystkie mozliwe
kombinacje motywow NNCN (4* czyli 64 kombinacje), oskrzydlone 20-
nukleotydowymi odcinkami rozpoznawanymi przez startery (patrz oligonukleotydy
NNCN_1, NNCN_2, NNCN_3 lub NNCN_4, Tabela 3.5.). Kazdy z oligonukleotydow
zawieral 16 kombinacji motywu NNCN. 0,3 pmola oligonukleotydu rozpuszczono
W jednokrotnie st¢zonym buforze do badania aktywnos$ci hAID, poddano denaturaciji,
a nastgpnie inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C z testowanym preparatem
biatkowym (w ilosci 4,5 pg catkowitego biatka). W kolejnym etapie 1 pl mieszaniny
reakcyjnej uzywano jako matrycy w reakcji PCR prowadzonej z wykorzystaniem
gotowego zestawu odczynnikow KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix (KAPA

Biosystems). Zastosowany w trakcie amplifikacji enzym jest polimeraza o wysokiej
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wiernosci kopiowania, ktéra toleruje obecnos¢ uracylu w amplifikowanej czasteczce
DNA. Produkty PCR poddawano reakcji dodawania niesparowanych reszt
adenozynowych do koncéw 3’, a nastgpnie ligowano z wektorem pGEM-T Easy
(podrozdziat 3.2.1.9.). Produktem ligacji transformowano komorki kompetentne E. coli
szczep One shot® TOP10 (podrozdzial 3.2.3.3.). Dwadziescia niezaleznych losowo
wybranych kolonii bakteryjnych zawierajacych plazmid z insertem (ktérych selekcji
dokonano na podstawie testu a-komplementacji) wykorzystano do izolacji plazmidow
w matej skali (podrozdziat 3.2.1.10.), a nastepnie wyizolowane plazmidy
sekwencjonowano (podrozdziat 3.2.1.6.). Wyniki sekwencjonowania poddawano
analizie bioinformatycznej, w ktorej dokonano przyrownania sekwencji otrzymanych
klonow do sekwencji odpowiedniego wyjsciowego oligonukleotydu (NNCN 1 —
NNCN_4). Obecnos¢ tranzycji cytydyny do tymidyny $wiadczyla o zaj$ciu reakcji
deminacji. Wyniki analiz bioinformatycznych przedstawiono na Rysunku 4.4.2.1. oraz
w Zataczniku 1. Dla WT hAID obserwowano zarowno czasteczki ssDNA, w ktorych
wszystkie lub wigkszo$¢ cytydyn ulegta deaminacji jak i takie, ktore pozostaly prawie
niezmienione. Dla mutanta N51A obserwowano jedynie czasteczki ssDNA
0 niezmienionej sekwencji.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze WT hAID ma zdolno$¢
do deaminacji wszystkich reszt C w ramach pojedynczej czasteczki DNA (w obrgbie
réznych kontekstow sekwencyjnych) przed oddysocjowaniem i zadzialaniem na inna
czasteczkg DNA. Obserwacja ta potwierdza wczesniejsze doniesienia literaturowe
grupy badawczej profesora Goodmana, w ktorych postulowano, ze enzym ten dziata
procesywnie [83, 186, 187]. W przeciwienstwic do WT hAID, mutant N51A nie
wykazywat aktywno$ci deaminazowej wobec zadnego z 64-mozliwych motywow
NNCN. Obserwacja ta dowodzi, ze mutant N51A cechuje si¢ zupelnym brakiem
aktywnosci deaminazowe] wobec niemetylowane] cytydyny. Na tej podstawie mozna
wnioskowac¢, iz niewielka zmiana struktury hAID w bliskim sasiedztwie centrum
katalitycznego tego enzymu catkowicie znosi jego aktywno$¢ deaminazowa wobec
niemetylowanego substratu, zachowujac jednoczesnie jego aktywnos¢ wobec substratu
metylowanego.

Aktywnos¢ WT hAID wobec czterech testowanych nukleotydow réznita sig
znaczaco. Najwyzsza aktywno$¢ stwierdzono dla oligonukleotydéw NNCN 1
I NNCN_3, a najnizsza dla oligonukleotydu NNCN_4. Otrzymane wyniki sugeruja, ze

obserwowane roznice w aktywnosci wynikaja raczej ze struktury drugorze¢dowe;j
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czasteczki substratowej (i dostgpnosci poszczegdlnych cytydyn dla enzymu) niz
z kontekstu sekwencyjnego w jakim znajduje si¢ deaminowana cytydyna.
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Rysunek 4.4.2.1. Poréwnanie sekwencji dwudziestu klonéw oligonukleotydu NNCN_1 poddanego
dzialaniu WT hAID (A) lub jej mutanta N51A (B). Znakiem ,,~” zaznaczono delecje / insercje
wprowadzone przypuszczalnie przez zastosowang podczas klonowania polimerazg; ,,” oznaczono
pozycje tozsame z sekwencja wyjsciowa; w miejscu zmiany widoczne sa jednoliterowe symbole
odpowiednie dla danego nukleotydu. Na rysunku nie przedstawiono sekwencji oskrzydlajacych

rozpoznawanych przez startery stosowane w reakcji PCR (zmiany w ich obrgbie nie podlegaja detekcji).
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Testowane oligonukleotydy cechowaty si¢ podobnymi temperaturami topnienia.
Wynosity one: 93,6°C; 93,4°C; 95,7°C; 95,7°C odpowiednio dla oligonukleotydow od
NNCN_1 do NNCN_4. Podjeto probe bioinformatycznej analizy struktury
drugorzedowej badanych czasteczek ssDNA (zastosowano parametr temperaturowy —
37°C poniewaz w takiej temperaturze prowadzona byta reakcja deaminacji). Mnogos¢
wygenerowanych struktur dla tak diugich czasteczek ssDNA uniemozliwita jednak
znalezienie jakiejkolwiek korelacji pomiedzy struktura drugorzedowa czasteczki
substratowej, a aktywnoscia WT hAID. Konieczne jest zatem przeprowadzenie
dalszych badan eksperymentalnych, aby wytlumaczy¢ obserwowane zjawisko.

Wykracza to jednak poza przedmiot niniejszej pracy.

4.4.3. Badanie wplywu hAID i jej mutantéw na poziom SmC w

genomowym DNA in vitro

W kolejnym etapie postanowiono zbadaé wptyw otrzymanych wariantoéw hAID
na globalny poziom 5mC w genomowym DNA. Dos$wiadczenie to mialo na celu
okreslenie aktywnosci deaminazowej poszczegolnych bialek wobec SmC w kontekscie
catego genomu, czyli wobec dlugich odcinkéw ssDNA zawierajacych liczne 5SmC.
Zmiany w globalnym poziomie 5mC w genomowym DNA (gDNA) w warunkach
in vitro analizowano z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow SmC DNA
ELISA Kit (Zymo Research) zgodnie z instrukcja producenta (podrozdziat 3.2.4.6).
Metoda ta pozwala na wzgledna oceng zmian zawarto$ci SmC w badanej probce DNA
dzigki zastosowaniu monoklonalnych przeciwcial specyficznych wobec SmC. Detekcje
przeprowadzono metoda kolorymetryczng — przeciwciata II-rzedowe byly sprzgzone
z peroksydaza chrzanowa. Jako substrat w reakcji wykorzystywano metylowany gDNA
pochodzacy z E. coli (wchodzacy w sktad w/w gotowego zestawu odczynnikow) lub
metylowany, ludzki gDNA (dostgpny komercyjnie, Zymo Research). Zaréwno
bakteryjny jak i ludzki gDNA to czasteczki metylowane enzymatycznie in vitro,
powszechnie stosowane jako proby kontrolne w badaniach metylacji. 100 ng gDNA
denaturowano, a nastgpnie inkubowano w temperaturze 37°C z preparatem biatkowym
(w ilosci 4,5 pg catkowitego biatka) zawierajacym jeden z badanych wariantéw hAID.
Dla gDNA pochodzacego z E.coli stosowano inkubacj¢ przez 8 h. Dla ludzkiego gDNA
stosowano inkubacje przez 16 h (dluzsza inkubacja wynika z mniejszej gestosci wysp

CpG w stosunku do wielkos$ci genomu dla czlowieka w poroéwnaniu z organizmem
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bakteryjnym). Jako kontrole negatywne stosowano probki gDNA inkubowane
z buforem reakcyjnym niezawierajacym testowanego preparatu  bialkowego.
Réwnoczesnie identycznej procedurze poddawano proby Slepe (niezawierajace gDNA).
Wykonywano trzy niezalezne powtorzenia techniczne dla kazdej z prob. Kolejne etapy
reakcji obejmujace: denaturacje badanych prob, optaszczanie plytek wielodotkowych,
inkubacj¢ w buforze blokujacym, inkubacj¢ =z przeciwcialami 1 detekcje
kolorymetryczna, przeprowadzano zgodnie z instrukcja producenta. Pomiaru absorpcji
$wiatla o diugosci fali 450 nm dokonywano za pomoca czytnika ptytek Victor™ X4
firmy Perkin Elmer. Warto$ci absorpcji normalizowano wobec §lepych prob. Nastepnie
dla trzech powtérzen wyznaczano $rednia arytmetyczna i odchylenie standardowe.
Zmiany w globalnym poziomie 5mC w gDNA prob badanych wyrazono procentowo
wzgledem kontroli negatywnych. Na podstawie wynikéw analiz (Rysunek 4.4.3.1.)
stwierdzono, ze WT hAID i jej mutanty: R50A, N51A, A189 w warunkach in vitro
drastycznie redukuja globalny poziom 5mC w gDNA zaréwno ludzkim, jak
i pochodzacym z E. coli. Globalny poziom 5mC w gDNA pochodzacym z E. coli
inkubowanym z WT hAID, R50A lub N51A zostal zmniejszony o 70%. Globalny
poziom 5mC w ludzkim gDNA inkubowanym z tymi wariantami ulegl zmniejszeniu
0 80%. Redukcja ta byla jeszcze wyrazniejsza w przypadku mutanta A189 i wynosita
odpowiednio 80% dla gDNA z E. coli lub 90% w przypadku ludzkiego gDNA. Na tej
podstawie stwierdzono, ze hAID jest zdolna do redukowania globalnego poziomu 5mC
w gDNA in vitro bez udzialu zadnych kofaktoréw. Odkrycie to pokazuje rowniez, ze
hAID moze wydajnie deaminowa¢ SmC w dtugich czasteczkach ssDNA zawierajacych

liczne 5mC.
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Rysunek 4.4.3.1. Wplyw WT hAID oraz jej mutantéw (R50A, NS1A, A189) na globalny poziom
5mC w gDNA pochodzacym z E.coli (A) oraz w ludzkim gDNA (B). Przyjgto, ze poziom 5mC
w nietraktowanym hAID preparacie gDNA wynosi 100% (NT). Wzglgdem proby nietraktowanej hAID
wyznaczono procentowy poziom 5mC w preparatach traktowanych WT hAID lub jednym z jej

mutantow.

4.5. Bioinformatyczna analiza struktury hAID oraz jej kompleksow z
substratami

Brak korelacji migdzy aktywnos$cia badanych wariantow hAID wobec C i 5mC
sugerowal, ze istnieja rozne elementy strukturalne warunkujace rozpoznawanie i/lub
wigzanie C 1 5mC przez centrum katalityczne hAID. Zjawisko to byto szczegélnie
ewidentne w przypadku mutanta N51A, ktory nie wykazywal aktywnosci wobec C ale
byt aktywny wobec SmC.

Co ciekawe, dane literaturowe sugeruja, ze gldwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za nizsza efektywnosci deaminacji SmC w poréwnaniu z C przez WT
AID jest istnienie zawady przestrzennej w Kieszeni katalitycznej enzymu wobec
podstawnika przy weglu 5 pier§cienia cytozyny [123, 124, 138]. W kolejnym etapie
badan postanowiono zatem sprawdzi¢ ta hipotez¢ i1 zbada¢ roznice w oddziatywaniach

WT hAID oraz mutanta N51A z modyfikowanym i niemodyfikowanym substratem.

Otrzymanie modeli struktur 3D WT hAID oraz jej mutanta N51A. Poniewaz
struktura trzeciorzgdowa (3D) AID jak dotad nie zostata poznana, model tej struktury
wygenerowano in silico na drodze modelowania homologicznego. Metoda ta opiera si¢
na zatozeniu, ze biatka homologiczne (pochodzace od wspolnego przodka) zazwyczaj

zachowuja podobna struktur¢ pomimo obserwowanych réznic  sekwencji
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w aminokwasowej. Przyrownanie sekwencji badanego biatka o nieznanej strukturze
(celu) do sekwencji biatka spokrewnionego o znanej strukturze (matrycy) jest punktem
wyjécia do przeprowadzenia symulacji procesu ewolucji biatka — celu
z homologicznego biatka — matrycy. Metoda ta jest obecnie najbardziej skuteczna
strategia przewidywania struktur bialek. Biatkiem homologicznym - matryca
zastosowana w procedurze modelowania struktury hAID byla domena katalityczna
biatka APOBEC3G (doktadnie dwie struktury krystaliczne tej domeny zdeponowane
w bazie PDB pod numerami: 3elu i 3v4k). Modele struktury 3D WT hAID oraz
mutanta N51A otrzymano dzigki uprzejmosci profesora Janusza Bujnickiego
Z Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie
(podrozdziat 3.2.5).

Uzyskane modele réwnowazono i badano ich stabilno$¢ metoda dynamiki
molekularnej (MD). MD jest procesem wyznaczania trajektorii (ewolucji w czasie)
uktadu czasteczek na drodze catkowania rownan ruchu Newtona, przy zadanych
oddziatywaniach czasteczkowych oraz odpowiednich warunkach poczatkowych.
Umozliwia ona szczeg6lowa analiz¢ ruchow molekularnych 1 zmian konformacyjnych
W obrgbie badanego uktadu. Dynamika molekularna wygenerowanych modeli biatek
zostala przeprowadzona w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwaséw
Nukleinowych ICHB PAN przez dr Joanng Sarzynska. Wszystkie symulacje wykonano
przy uzyciu oprogramowania NAMD w polu sitowym Charmm36 metoda dynamiki
Langevin [182, 183]. Analiza 100 ns trajektorii MD obu modeli wykazata, ze uzyskano

ustabilizowane struktury bez znaczacych zmian konformacyjnych.

Testowanie hipotezy o istnieniu zawady przestrzennej w centrum katalitycznym
hAID wobec podstawnika przy weglu C5. W celu zbadania czy w centrach
katalitycznych WT hAID oraz mutanta N51A istnieje zawada przestrzenna wobec
podstawnika przy weglu C5 modyfikowanej cytydyny, dokonano szczegdtowego
pomiaru kieszeni katalitycznych WT hAID oraz mutanta N51A, z zastosowaniem
oprogramowania Chimera 1.10.1. Jednoczes$nie okreslono wielko$ci modyfikowanych
I niemodyfikowanych cytydyn. Wielko$¢ kieszeni katalitycznych zostata zdefiniowana
przez cztery odlegtosci (Rysunek 4.5.1.A) migdzy wybranymi atomami cigzkimi,
tworzacymi wewngtrzna powierzchnig kieszeni katalitycznych. Atomy te nalezaty do
nastepujacych par reszt aminokwasowych: (1) N51 (A51 w przypadku mutanta) i Y114;
(2) N51 (A51) i P86; (3) N51 (A51) i C87; (4) Y114 i H56. Pierwsze trzy wybrane
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odlegtosci uwzgledniaty resztg N51, ktorej substytucja alaning skutkowata zmiang
wlasciwos$ci enzymatycznych biatka. Czwarta odleglos¢ definiowata wysokos$¢ kieszeni
katalitycznej. Warto$¢ kazdej z wyznaczonych odleglosci wyrazono jako $rednia
arytmetyczna warto$ci zmierzonych dla wszystkich klatek z trajektorii MD (Rysunek
4.5.1.A). Na Rysunku 4.5.1.C przedstawiono roéwniez zmiany tych warto$ci w obrgbie
trajektorii. Na podstawie powyzszych analiz stwierdzono, ze pomimo zasadniczych
roznic we wilasciwosciach enzymatycznych WT hAID 1 jej mutanta N51A, wielko$ci
obu kieszeni katalitycznych byty niemal identyczne. Zakres zmian wielko$ci wybranych
wymiarow byl wigkszy w przypadku WT hAID. Centrum katalityczne NS1A cechowata
zatem nieco wigksza stabilnos¢.

Wymiary reszt nukleotydowych determinujace mozliwo$¢ wejscia danego
substratu do kieszeni katalitycznej wynosity odpowiednio: 7,8 A dla C; 8,8 A dla 5mC;
8,8 lub 9,8 A dla ShmC w zaleznosci od rotacji grupy hydroksylowej (uwzgledniajac
promienie van der Waalsa; Rysunek 4.5.1.C). Na podstawie powyzszych pomiaréw
stwierdzono, ze zarowno C jak 1 SmC s3a mniejsze niz minimalne warto$ci wymiaru N51
(A51) — P86, zarowno w przypadku kieszeni katalitycznej WT hAID jak i N5IA.
Wyniki te sugeruja zatem, ze nie ma zawady przestrzennej w centrum katalitycznym

WT hAID i jej mutanta N51A wobec podstawnika metylowego przy weglu CS.
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Rysunek 4.5.1. Poréwnanie wielkosci kieszeni katalitycznych WT hAID i mutanta N51A oraz reszt
nukleotydowych C, 5mC i 5hmC. A) Wielkoéci kieszeni katalitycznych badanych wariantow hAID
zostalty  zdefiniowane poprzez cztery odleglosci pomigdzy atomami nastgpujacych reszt
aminokwasowych: N51 (A51 w przypadku mutanta) i Y114 (odlegto$¢ zaznaczona czerwonym kolorem);
N51 (A51) i P86 (kolor zielony); (3) N51 (A51) i C87 (kolor niebieski); (4) Y114 i H56 (kolor czarny).
Przy kazdej odlegtoéci podano jej wartos¢ $rednia z trajektorii MD wyrazong w A. Jako punkty pomiaru
wybrano nastgpujace atomy poszczegélnych reszt aminokwasowych: ND2 atom reszty N51; CB atom
reszty AS51; CE2 atom reszty Y114; CB atom reszty P86 oraz SG atom reszty C87. B) Schemat kieszeni
katalitycznej hAID — widok z przodu i widok z boku. Odlegtos¢ pomigdzy N51 (A51) a P86 (odleglosé

determinujaca szeroko$¢ pier§cienia pirymidynowego, ktory moze wejs¢ do kieszeni katalitycznej)
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zaznaczono kolorem zielonym. Odleglos¢ determinujaca wysoks$¢ kieszeni katalitycznej (odlegtosé
pomiedzy Y114 a H56) zaznaczono kolorem czarnym. Gigbokos¢ kieszeni katalitycznej zaznaczono
kolorem pomaranczowym. C) Wykresy ilustrujace zmiany kazdej ze zdefiniowanych odleglosci
w obrebie trajektorii MD. Obok wykresow podano wartosci minimalne i maksymalne z trajektorii dla
kazdej odlegtosci. D) Wielkosci cytydyny (C), 5-metylocytydyny (5mC) i 5-hydroksymetylocytydyny
(5hmC) podane w A dla wymiaréw determinujacych mozliwo$¢ wejécia danego substratu do kieszeni
katalitycznej (zielone strzatki). Dystans pomigdzy weglem C1 a C4 pierscienia pirymidynowego
(pomaranczowa strzatka) jest wartoscia stata i odpowiada glgbokosci kieszeni katalitycznych. Reszty

nukleotydowe pokazano réwniez w rzucie bocznym.

Wymiary 5hmC wskazuja, ze ona tez powinna zmiesci¢ sig w Kieszeni
katalitycznej obu badanych enzymoéw (tylko w niewielkiej czesci trajektorii MD
wymiary tych kieszeni byly zbyt mate). Szukano zatem wyjasnienia dla obserwowanego
we wczesniejszych eksperymentach in vitro braku aktywnosci testowanych wariantow
hAID wobec 5hmC. Na podstawie szczegétowych analiz uzyskanych modeli biatek
i danych literaturowych zaproponowano kilka mozliwych przyczyn. Po pierwsze nalezy
bra¢ pod uwagg, ze silnie hydrofilowy charakter grupy hydroksylowej sprawia, iz ulega
ona hydratacji w roztworach wodnych. Grupa hydroksylowa przy weglu C5 moze
tworzy¢ wigzania wodorowe nawet z pigcioma czasteczkami wody, a pojedyncza
czasteczka wody zwigksza wymiar hydratowanej grupy o 2,8 do 3,2 A [188-191].
Rzeczywiste wymiary 5hmC sa zatem wystarczajaco duze, aby wykluczy¢ mozliwos¢
jej umiejscowienia w centrum aktywnym hAID. Dodatkowo, rotacja grupy
hydroksylowej sprawia, ze pierScien ShmC, w przeciwienstwie do pierscienia SmC 1 C,
nie jest plaski (Rysunek 4.5.1. C), co jest dodatkowym czynnikiem utrudniajacym
prawidlowe ulokowanie w kieszeni katalitycznej. Po drugie, dehydratacja niezbgdna do
zajScia deaminacji bylaby zjawiskiem energetycznie niekorzystnym, ze wzgledu na
konieczno$¢ rozerwania wigzanh wodorowych pomigdzy grupa hydroksylowa,
a czasteczkami wody. Po trzecie, jesli nawet nastapitaby dehydratacja, to wowczas
hydrofobowe reszty aminokwasowe tworzace ,podstawg” kieszeni katalitycznej
(Rysunek 4.5.2) wymusityby rotacj¢ grupy hydroksylowej w kierunku aktywowane;j
czasteczki wody znajdujacej si¢ w centrum katalitycznym enzymu. Co wazne,
postulowany mechanizm deaminacji (opis mechanizmu w podrozdziale 1.1.3.) [3]
zaktada bezposredni atak nukleofilowy tej czasteczki na wegiel C4 piersScienia
pirymidynowego. Blisko$¢ silnie hydrofilowej grupy hydroksylowej 1 aktywowane;j

czasteczki wody w miejscu aktywnym enzymu moglaby skutkowa¢ powstaniem
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wiazania wodorowego migdzy nimi (Rysunek 4.5.2.D). W konsekwencji, atak
nukleofilowy aktywowanej czasteczki wody bytby niemozliwy i reakcja deaminacji nie
moglaby zaj$¢. Na podstawie powyzszych rozwazan wysunigto wniosek, iz
obserwowana niezdolno$¢ badanych wariantéw hAID do deaminacji ShmC wynika
gléwnie z hydrofilowych wiasciwosci grupy hydroksylowej, a nie — jak wczesniej
postulowano — z zawady przestrzennej w centrum Kkatalitycznym hAID wobec
nieuwodnionej formy 5hmC.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze kieszenie katalityczne
WT hAID i mutanta N51A sa wystarczajaco duze, aby pomiesci¢ zardwno metylowana
jak 1 niemetylowana cytydyng. Aby wzmocni¢ ta tez¢ dodatkowymi dowodami,
zadokowano monobisfosforan cytydyny i monobisfosforan 5-metylocytydyny do
centrow katalitycznych WT hAID i mutanta N51A, a nast¢pnie przeprowadzono 50 ns
symulacji MD. Dokowanie substratow zostalo przeprowadzone metoda dokowania
recznego (ang. manual docking) we wspotpracy z dr. Karolem Kamelem z Zaktadu
Biologii Molekularnej 1 Systemowej ICHB PAN. Przy dokowaniu substratow
uwzgledniono postulowany mechanizm reakcji deaminacji cytydyny (opis mechanizmu
w podrozdziale 1.1.3.). Ponadto podczas pozycjonowania cytydyny i 5-metylocytydyny
uwzgledniono nastgpujace kryteria: (i) prawidlowe pozycjonowanie wegla C4
w stosunku do jonu cynku i aktywowanej czasteczki wody (umozliwiajace zajScie ataku
hydrofilowego na ten atom); (ii) blisko$¢ grupy karboksylowej reszty ES8 do fragmentu
aminowego pier§cienia cytydyny lub 5-metylocytydyny; (iii) w przypadku WT hAID,
bliskos¢ tancucha bocznego reszty N51 1 grupy karbonylowej cytydyny Ilub
5-metylocytydyny.

Analiza trajektorii. MD potwierdzila, Ze oba substraty mieszcza sig
w kieszeniach katalitycznych WT hAID 1 mutanta N51A. Oba substraty pozostaty
wewnatrz kieszeni katalitycznych w trakcie trwania symulacji, a w przypadku
monobisfosforanu cytydyny mozna bylo zaobserwowaé pusta przestrzen w okolicach
wegla C5. Wynik ten, ktérego ilustracja sa pliki video od 1 do 4 (patrz zalacznik CD do
niniejszej pracy), w sposob jednoznaczny potwierdzil, ze nie ma zawady przestrzenne;j
w kieszeni katalitycznej WT hAID ani jej mutanta N51A wobec metylowanego
substratu. Efekty steryczne nie byly zatem czynnikiem warunkujacym rdznice

w deaminacji C i 5mC przez te enzymy.
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Rysunek 4.5.2. Proponowany mechanizm lezacy u podstaw braku aktywnos$ci hAID wobec ShmC.
A) Kieszen katalityczna hAID tworzona w znacznej cze$ci przez hydrofobowe reszty aminokwasowe
(oznaczone kolorem pomaraficzowym). B) Mozliwa rotacja grupy hydroksylowej 5ShmC. C) Postulowany
mechanizm deaminacji niemodyfikowanego substratu. D) Proponowany mechanizm lezacy u podstaw
braku aktywnosci hAID wobec 5ShmC. Niebieska elipsa zaznaczono wiazanie wodorowe mogace tworzy¢
si¢ pomiedzy hydroksylem a grupa hydroksymetylowa. Powstanie tego wiazania uniemozliwia atak
nukleofilowy aktywowanej czasteczki wody na wegiel C4. Nie dojdzie zatem do powstania stanu
przejsciowego (opis w tekscie).

140



WYNIKI

Poszukiwanie elementéw strukturalnych warunkujacych aktywnos¢ WT hAID
| jej mutanta NS51A wobec metylowanych i niemetylowanych substratow. Biorac
pod uwage powyzsze obserwacje, postawiono hipotezg, ze zdolnos¢ WT hAID
i mutanta N51A do deaminacji C i SmC jest ksztaltowana przez zmiany w ukladzie
oddziatywan migdzy enzymem a substratem. Jesli hipoteza ta bylaby prawdziwa, to
mutacja N51A skutkowataby utrata oddziatywan odpowiedzialnych za deaminacj¢ C ale
zachowywalaby (lub tworzylaby nowe) oddzialywania odpowiedzialne za deaminacje
smC.

Aby zidentyfikowa¢ czynniki warunkujace rozpoznawanie obu substratow
wykonano dwie serie analiz. Pierwsza, skupita si¢ na okresleniu sieci oddziatywan
migdzy pierScieniami pirymidynowymi C i 5mC a atomami tworzacymi Kieszenie
katalityczne WT hAID i mutanta N51A. Druga seria analiz koncentrowata si¢ na
identyfikacji  oddziatywan pomiedzy WT hAID lub mutantem N51A
a czteronukleotydowym ssDNA (AGCT lub AG5mCT).

Przetestowano cztery kompleksy typu enzym:substrat: WT hAID:C; WT
hAID:5mC; N51A:C; N51A:5mC w trakcie symulacji MD modeli WT hAID i mutanta
N51A z zadokowanym monobisfosforanem cytydyny lub monobisfosforanem
5-metylocytydyny (opis powyzej). Na tej podstawie zidentyfikowano i poréwnano
wszystkie mozliwe kontakty atomowe migdzy pierscieniami C 1 5SmC, a atomami
tworzacymi kieszenie katalityczne WT hAID i mutanta N51A. Jak przedstawiono na
Rysunku 4.5.3. oraz w Zataczniku 2 kompleks WT hAID:C charakteryzowat sig
najwigksza liczba potencjalnych kontaktow — stwierdzono 24 mozliwe kontakty (20
typu oddziatywan van der Waalsa (vdW) oraz 4 o charakterze wiazan wodorowych).
Nieaktywny kompleks N51A:C charakteryzowal si¢ najmniejsza liczba potencjalnych
kontaktow — 17 (14 vdW i 3 wiazania wodorowe). Kompleksy WT hAID:5mC
I NSTA:5mC wykazywaty podobna (odpowiednio 19 i 20), posrednia liczbe
potencjalnych kontaktow (16 vdW 1 3 wiazania wodorowe dla kompleksu WT
hAID:5mC oraz 18 vdW i 2 wiazania wodorowe dla kompleksu N51A:5mC).
Obserwacje te sugeruja, ze gestos¢ kontaktow atomowych w obrgbie tych dwoch
kieszeni katalitycznych (o podobnych wymiarach) moze by¢ jednym z czynnikoéw
decydujacych o wiasciwym utozeniu pierscienia C lub SmC 1 ich stabilizacji w centrum
katalitycznym. Wspolne dla wszystki czterech testowanych kompleksow byty
oddziatywania pomigdzy: (i) pierScieniem cytozyny a reszta aminokwasowa T27

(tworzaca ,,podstawe” kieszeni katalitycznej); (il) pierScieniem cytozyny a reszta
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aminkwasowa H56 (koordynujaca atom cynku w ,,sklepieniu” kieszeni katalitycznej);
(i1) jedno lub dwa wiazania (o charakterze wiazan wodorowych) pomigdzy reszta
aminokwasowa V57 a regionem N3-C2 pier$cienia cytozyny. Stwierdzono, ze znaczaca
roznica pomigdzy testowanymi kompleksami jest brak, w wyniku mutacji N51A,
mozliwo$ci tworzenia wigzan wodorowych pomigdzy reszta aminokwasowa 51 a grupa
karbonylowa cytozyny, jak rowniez brak trzech dodatkowych kontaktow typu vdW
(zN1-C2 regionem pierScienia substratu). W kompleksach WT hAID:5mC
i NS1A:5mC obecno$¢ grupy metylowej skutkowata dodatkowymi kontaktami vdW
pomigdzy grupa metylowa, a resztami aminokwasowymi W84 i T27 . Co ciekawe,
analizy trajektorii MD wykazaly, ze reszta W84 tworzy, w testowanych kompleksach,
niestabilne oddzialywanie warstwowe z reszta aminokwasowa Y114. Co wigcej dane
literaturowe  sugeruja, ze Y114 jest zaangazowana W  rozpoznawanie
czteronukleotydowego motywu, w obrebie ktorego niemodyfikowana cytydyna ulega
deaminacji [192]. Zidentyfikowane, niewielkie rdéznice pomigdzy kompleksami
0 skrajnie réznych wlasciwosciach enzymatycznych wskazywaly, ze musza istnie¢
jeszcze inne czynniki wptywajace na rozpoznawanie 1 wiazanie C/5SmC przez testowane

warianty hAID.
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A. WT hAID:C B. WT hAID:5mC

V57

R A51

Rysunek 4.5.3. Kontakty atomowe stabilizujace pierscien C lub 5mC w obrgbie czterech
testowanych komplekéw enzym:substrat: (A) WT hAID:C; (B) WT hAID:5mC; (C) N51A:C; (D)
N51A:C. Na rysunku réznymi kolorami zaznaczono poszczegélne aminokwasy tworzace kieszen
katalityczna. W ich obrgbie zaznaczono atomy zaangazowane w oddziatywanie z substratem. Czarne,
przerywane linie oznaczaja potencjalne kontakty vdW. Niebieskie linie — potencjalne wiazania
wodorowe. Zielona linia zaznaczono hipotetyczne wiazanie wodorowe, ktorego istnienie determinuje
postulowany mechanizm deaminacji. Odleglo$ci pomigdzy poszczegdlnymi atomami kieszeni

katalitycznej a atomami substratu podano w A. Sa to wartosci $rednie dla trajektorii MD.

W drugiej serii analiz, aby odtworzy¢ oddziatywania pomigdzy enzymem
assDNA, zadokowano do Kkieszeni katalitycznych WT hAID i mutanta N51A
czteronukleotydowe motywy AGCT i AG5mCT, po czym ponownie przeprowadzono

50 ns symulacji MD. Dokowanie czteronukleotydowych substratow zostato
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przeprowadzone metoda dokowania rgecznego przez dr. Karola Kamela z Zaktadu
Biologii Molekularnej 1 Systemowej ICHB PAN. Przy dokowaniu substratow
uwzgledniono identyczne kryteria jak w przypadku dokowania monobisfosforanow.
Analiza uzyskanych trajektorii potwierdzita, ze reszta aminokwasowa N51 ma potencjat
do tworzenia znacznie wigkszej liczby oddziatywan niz alanina w tej pozycji (zar6wno
oddziatywan wewnatrzbiatkowych jak i1 oddziatywan z substratem) (Zatacznik 3).
Poréwnano potencjalne oddziatywania reszty N51 z substratami oraz A51 z substratami.
Analiza ta wykazala, ze zasigg potencjalnych oddziatywan N51 obejmowal: region
N1-C2 pierscienia cytozyny lub 5-metylocytozyny, wszystkie atomy deoksyrybozy
cytydyny, grupe fosforanowa oraz cze¢s¢ deoksyrybozy tymidyny (T w obregbie motywu
AGCT lub AG5mCT). Zasigg potencjalnych oddziatywan reszty AS51 obejmowal
jedynie: region N1-C2 pierécienia cytozyny lub 5-metylocytozyny oraz C1°-O4’ region
deoksyrybozy cytydyny (Rysunek 4.5.4, Zalacznik 3). Na tej podstawie stwierdzono, ze
najbardziej znaczaca roznica pomigdzy aktywnym kompleksem WT hAID:AGCT
a nieaktywnym N51A:AGCT jest wiazanie szkieletu cukrowo-fosforanowego ssDNA
faczacego C lub 5SmC oraz T w obrgbie testowanych czternukleotydowych motywow.
Co wigcej resztg N5I rézni od AS51 mozliwos¢ tworzenia wiazan wodorowych
Z substratem (atomy HD21 i HD22 lancucha bocznego N51 moga tworzy¢ wigzania
wodorowe z nastgpujacymi atomami substratow: 02, O4’oraz O3’ cytydyny; O2P, 04’
oraz 05’ tymidyny; Zatacznik 3)*®. Przeprowadzone analizy oddzialywan sugeruja, ze
reszta N51 jest kluczowa w wigzaniu szkieletu cukrowo-fosforanowego taczacego C 1 T
w obrgbie czteronukelotydowego motywu AGCT. Co wazne, hAID nie deaminuje
wolnej cytydyny. Fakt ten potwierdza obserwacje, ze wiazanie tancucha cukrowo-
fosforanowego ssDNA jest kluczowe dla aktywnoS$ci enzymatycznej hAID.

Poniewaz mutant N51A wykazywal aktywno$¢ na metylowanym substracie
(pomimo braku oddziatywan specyficznych dla reszty N51), w kolejnym etapie
poréwnano mozliwe kontakty atomowe grupy metylowej metylowanego substratu oraz
wegla C5 niemetylowanej cytydyny. Jak pokazano na Rysunku 4.5.4 i w Zaltaczniku 4
metylacja substratu skutkuje powstaniem dodatkowych kontaktéw vdW pomigdzy
grupa metylowa a: reszta aminokwasowa T27, reszta aminokwasowa W84 oraz

deoksyryboza guaniny (G w obrgbie motywu AG5mCT).

¥ Oznaczenia poszczegodlnych atomoéw sa zgodne z oznaczeniami atomow wygenerowanych modeli
w programie Chimera 1.10.1, w ktérym wykonywane byty analizy.
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A. wt hAID:AGCT B. wt hAID:AG5mCT

Rysunek 4.5.4. Poréwnanie zasiegu oddzialywan reszty N51 oraz AS1, jak réwniez metylu oraz
wegla C5 w czterech kompleksach enzym:substrat: A) WT hAID:AGCT; B) WT hAID:AG5mCT;
C) N51A:AGCT; D) N51A:AG5mCT. Rézowym kolorem zaznaczono strefg oddzitywan reszty N51 lub
A51 (w przypadku mutanta). Kolorem zielonym zaznaczono strefe oddziatywan grupy metylowej lub
wegla C5 (w przypadku niemetylowanego substratu). Kolorem niebieskim zaznaczono obszar, gdzie obie
powyzsze strefy si¢ naktadaja. Reszta N51 oddzialuje z duzym fragmentem szkieletu cukrowo-
fosforanowego ssDNA. Brak jest takich oddziatywan dla reszty AS1. Widoczne jest rowniez specyficzne
tylko dla grupy metylowej oddziatywanie z reszta WS84 oraz fragmentem szkieletu cukrowo-
fosforanowego ssDNA taczacym G i C (w obrgbie motywu AG5mCT). Oddziatywania warstwowe
pomigdzy W84, Y114, a G sa stabilne tylko w przypadku niemetylowanych substratow (opis w tekscie).

Oddziatywanie grupy metylowej z jednej strony z biatkiem, z drugiej, z deoksyryboza
guanidyny najprawdopodobniej bylo czynnikiem kompensujacym brak oddzialywan
tworzonych przez resztg¢ N51 w kompleksie WT hAID:AGCT. Innymi stowy, zaréwno
grupa metylowa jak i reszta aminokwasowa N51 braly udzial w wiazaniu szkieletu
cukrowo-fosforanowego czasteczki substratowej, w ten sposob zapewniajac prawidtowe

wigzanie substratu do centrum katalitycznego hAID.
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Analiza przeprowadzonych symulacji MD wykazata rowniez, iz testowane
kompleksy réznity si¢ stabilno$cia oddziatywan warstwowych pomigdzy: W84, Y114
anukleotydem G wystepujacym w substracie. W przypadku kompleksow
z niemetylowanym substratem: WT:AGCT i N51:AGCT, reszty W84, Y114 oraz G
tworzyly trwate oddziatywanie warstwowe (pliki video 5 i 7, zatacznik CD do niniejszej
pracy). W przypadku kompleksow z substratem metylowanym: WT:AGSmCT
I N51:AG5mCT, obserwowano niestabilno$¢ tego uktadu, co w niektérych klatkach
trajektorii skutkowalo formowaniem si¢ alternatywnych oddzialywan warstwowych
pomiegdzy G, reszta aminokwasowa Y114 oraz A (pliki video 6 i 8, zatacznik CD do
niniejszej pracy). Na podstawie tej obserwacji mozna sadzi¢, iz obecno$¢ grupy
metylowej wpltywa na formowanie si¢ oddzialywan warstwowych pomigdzy resztami
aminokwasowymi W84 i Y114, a nukleotydami w pozycji -1 i -2 substratu. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zarowno aktywny kompleks WT:AGCT jak i nieaktywny
N51A:AGCT charakteryzowaly si¢ trwatym uktadem oddziatywan warstwowych (W84
— Y114 — G), co sugeruje, ze stabilno$¢ tego uktadu nie jest kluczowa dla aktywnosci
enzymatycznej i prawdopodobnie peini inng rolg. Wyrazny wplyw grupy metylowej na
stabilno§¢ wymienionych wyzej oddziatywan warstwowych jest jednak kolejnym
argumentem potwierdzajacym oddziatywanie tej grupy ze szkieletem cukrowo-

fosforanowym ssDNA.
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5. DYSKUSJA

Otrzymywanie hAID w systemie prokariotycznym i jej wstgpna charakterystyka.
Mimo ze AID pehni bardzo istotne funkcje i cieszy si¢ ogromnym zainteresowaniem
badaczy w wiodacych laboratoriach na $wiecie, enzym ten do niedawna nie byt
dostepny komercyjnie, a wiele pytan dotyczacych jego aktywno$ci enzymatycznej
pozostaje bez jednoznacznej odpowiedzi. Podstawowa przyczyna takiego stanu rzeczy
jak 1 wielu kontrowersji, ktore narosty wokot aktywnosci AID, byt brak wydajnego
systemu do produkcji tego bialka.

Aby scharakteryzowa¢ mechanizmy molekularne lezace u podstaw aktywnosci
biologicznej hAID, w pierwszym etapie badan postawiono sobie za cel stworzenie
wydajnego systemu umozliwiajacego produkcje tego biatka w formie aktywnej. Biorac
pod uwage wczesniejsze obserwacje $swiadczace, iz modyfikacje potranslacyjne hAID
in vivo nie wplywaja znaczaco na jej aktywno$¢ enzymatyczna, zdecydowano postuzy¢
si¢ systemem bakteryjnym, poniewaz jest on najwydajniejszy i najtanszy. Opracowanie
procedury produkcji hAID wiazalo si¢ z podjeciem wielu prob, w ktorych testowano
rozne konstrukty i szczepy ekspresyjne a takze warunki prowadzenia hodowli komorek
bakteryjnych. Do otrzymania aktywnej formy biatka niezbedna okazala si¢
suplementacja pozywki LB (w ktorej prowadzona byla hodowla) chlorkiem cynku
w stezeniu koncowym 0,06 mM. Skoordynowany w centrum katalitycznym hAID jon
cynku (Zn®") jest niezbedny do zachowania aktywno$ci enzymatycznej biatka. Co
cieckawe pozniejsze dodanie chlorku cynku do preparatu uzyskanego z hodowli
prowadzonej bez dodatku tej soli, nie prowadzito do uzyskania aktywnego biatka. Na
tej podstawie mozna przypuszczac, iz jon cynku jest bardzo silnie zwiazany z hAID,
oraz ze jego obecnos¢ jest konieczna podczas biosyntezy biatka. Nie mozna zatem
wykluczy¢ mozliwosci, ze Zn®* wiaze sie z hAID juz podczas translacji i pozwala
enzymowi przybra¢ aktywna konformacj¢. Stad w sytuacji braku Zn** powstaje
nieaktywna forma biatka. Innym waznym czynnikiem wplywajacym na wydajnos¢
produkcji aktywnego biatka byla temperatura. Od momentu indukcji ekspresji
heterologicznego genu hodowle prowadzono w temperaturze 18°C. Wydaje sig, ze
obnizenie temperatury ogranicza powstawanie cialek inkluzyjnych co jest szczegodlnie
istotne w przypadku biatek szkodliwych dla komoérki (potencjal mutagenny hAID

powoduje, ze nalezy ona do takich biatek). Zastosowana metoda oczyszczania
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pozwolita na uzyskanie preparatu o mozliwie duzej homogennosci przy jednoczesnym
zachowaniu wlasciwosci enzymatycznych produkowanego biatka.

System bakteryjny byt juz wczesniej stosowany do otrzymywania AID [1, 193,
194]. Na podstawie danych literaturowych mozna jednak sadzi¢, ze uzyskane w ten
sposob preparaty byly zanieczyszczone deaminaza bakteryjna [3]. Stad w szeregu
publikacjach pojawily si¢ sprzeczne informacje dotyczace wiasciwosci AID, m.in. jej
zdolnosci do deaminacji wolnego nukleozydu [1] czy ulegania inhibicji w obecnosci
THU [195]. W celu wykluczenia mozliwosci, iz obserwowana aktywno$¢ wynika
z obecnosci enzymu bakteryjnego przeprowadzono szereg analiz. Po pierwsze,
potwierdzono metodami MALDI TOF i western blot, ze jednym z podstawowych
sktadnikow uzyskanego preparatu jest biatko hAID. Po drugie wykazano, ze aktywnos¢
otrzymanego biatka jest inhibowana przez 1,10-fenantroling co dowiodto, ze jest ono
metaloproteina. Po trzecie wykazano, ze THU nie jest inhibitorem otrzymanego biatka
(bakteryjne deaminazy wolnej cytydyny sa inhibowane przez THU). Po czwarte,
przeprowadzono szereg testow kontrolnych na wszystkich etapach procedury badania
aktywnosci hAID. Stwierdzono na ich podstawie, ze obserwowana aktywnos¢ jest
specyficzna jedynie wobec czasteczek ssDNA zawierajacych C (nie stwierdzono
aktywno$ci wobec czasteczek ssDNA niezawierajacych C). Wykluczono réwniez
potencjalne zanieczyszczenie preparatu nukleazami. Po piate, uzyskano trzy mutanty
hAID wykazujace rozna aktywno$¢ wobec C, przy czym stwierdzona aktywno$¢ byta
zgodna z danymi literaturowymi. Podsumowujac, przeprowadzone testy dowiodty, ze
aktywno$¢ deaminazowa otrzymanego preparatu biatkowego jest aktywnoscia hAID,
i ze charakterystyka biochemiczna tej aktywnosci jest spojna z najnowszymi danymi
literaturowymi.

W wyniku wyzej opisanych do$wiadczen udato si¢ uzyska¢ preparat hAID nie
w pelni homogenny ale o zachowanej aktywnosci enzymatycznej. Opracowana metoda
otrzymywania hAID i uzyskany w wyniku jej zastosowania enzym staly sig
przedmiotem zgloszenia patentowego w Urzgdzie Patentowym RP (o numerze:
P402440, 2013), zgtoszenia migdzynarodowego (o numerze: PCT/PL2014/000003,
2014), zgloszenia europejskiego (o numerze: EP-14703938.2, 2014) oraz zgloszenia
w USA (o numerze: US 14/384,665, 2014). Co wigcej, zostala réwniez podpisana
umowa (ang. material transfer agreement, MTA) migedzy IChB PAN a laboratorium
profesora Fredericka Alta z Harvard Medical School (jeden ze $wiatowych liderow

badan AID), na mocy ktorej zarowno uzyskany konstrukt ekspresyjny, jak i opisana
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powyzej metoda produkcji hAID zostaty udostepnione temu laboratorium. Swiadczy to
0 tym, jak duzym wyzwaniem byto uzyskanie preparatu zawierajacego aktywna hAID
i jak duzym zainteresowaniem cieszy si¢ ten preparat. W dniu 15 pazdziernika 2014
roku zostata podpisana umowa licencyjna pomiedzy Instytutem Chemii Bioorganiczne;j
PAN a firma Genesius sp. z o0.0. dotyczaca komercjalizacji preparatu wykazujacego
aktywnos¢ hAID. W rezultacie, preparat zawierajacy aktywne biatko hAID znalazl si¢
w sprzedazy i aktualnie jest jedynym na $wiecie komercyjnym zrodlem tego biatka.
Dnia 08 stycznia 2015 roku wspdlne przedsiewzigcie firmy Genesius i IChB PAN jako
jedno z trzech w Wielkopolsce zostato nominowane do prestizowej Nagrody Marszatka
Wojewoddztwa Wielkopolskiego ,,i-Wielkopolska — Innowacyjni dla Wielkopolski”
w Kategorii ,,Innowacyjna Inwencja”. Uzyskany preparat wykorzystano w dalszych

badaniach prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej.

Aktywnos¢ hAID wobec modyfikowanych i niemodyfikowanych substratow.
Procesy biochemiczne lezace u podstawy aktywnej demetylacji genomu krggowcow nie
sa znane. Proponowane sg trzy mozliwe mechanizmy. Kazdy z nich to wieloetapowy
szlak, ktory polega na modyfikacji 5mC do innych zwiazkéw oraz angazuje
mechanizmy naprawy DNA [109, 127, 128]. Deaminazy z rodziny AID/APOBEC sa
waznymi elementami dwoch z postulowanych szlakoéw. W pierwszym deaminazy
AID/APOBEC miatyby bezposrednio deaminowa¢ 5mC do T, co generowatoby
powstanie niesparowania T-G, rozpoznawanego nastgpnie przez system naprawy BER.
W drugim, 5mC podlegataby modyfikacji do ShmC przy udziale biatka TET1*. Udziat
deaminaz AID/APOBEC polegatby wowczas na deaminacji ShmC do 5hmU. Produkt
deaminacji rowniez w tym przypadku bylby rozpoznawany przez maszyneri¢ BER
[108, 110]. Potencjalny udziat AID w tych procesach jest sugerowany od 2004 roku,
kiedy to po raz pierwszy pokazano zdolnos¢ AID do katalizowania reakcji deaminacji
5mC do T, jak roéwniez stwierdzono ekspresjc genu AID poza uktadem
immunologicznym [55]. Od tamtej pory pojawito si¢ szereg doniesien potwierdzajacych
udziat AID w procesach demetylacji, jak i wiele prac poddajacych go w watpliwosc.
Najwiece]j zastrzezen budzi obnizone powinowactwo centrum aktywnego AID wobec
5mC w poréwnaniu z niemodyfikowanym substratem. W niektorych badaniach

biochemicznych AID, wykazano ze biatko to posiada nawet 16-krotnie nizsza

¥ TET1 Katalizuje reakcje oksydacji 5mC do ShmC.
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aktywno$¢ in vitro wzgledem SmC niz wzgledem niemodyfikowanej cytydyny [123,
137]. W przypadku ShmC istnieja dane in Vvivo przemawiajace za udzialem AID
w deaminacji tego zwiazku [122], ale testy in vitro nie potwierdzaja takiej mozliwosci
[123, 124]. Czes¢ badaczy postuluje, ze AID mniej wydajnie deaminuje 5mC i nie
deaminuje 5hmC ze wzgledu na zawadg przestrzenna wobec podstawnika przy weglu 5
wystepujaca W centrum aktywnym tego enzymu [124, 138]. W rezultacie
uwarunkowania steryczne postrzegane sa jako znaczaca bariera dla udziatu deaminaz
AID/APOBEC w procesie aktywnej demetylacji.

W obliczu powyzszych watpliwos$ci, w badaniach podjetych w ramach niniejsze;j
rozprawy doktorskiej postawiono szczegdtowo scharakteryzowaé uwarunkowania
strukturalne aktywnosci hAID wobec C, 5mC oraz 5hmC. W pierwszym etapie badan
przetestowano aktywno$¢ deaminazowa WT hAID jak i trzech jej mutantdéw wobec
80-nukleotydowych czasteczek ssDNA zawierajacych tylko jedna reszte C, SmC lub
ShmC ulokowana w obrgbie motywu AGCT, AG5SmCT lub AG5hmCT. Sposréd wielu
scharakteryzowanych mutantoéw AID (Tabela 1.4.1) wybrano trzy: RS0A, N51A, A189.
Wprzypadku R50A i N51A pojedyncza substytucja aminokwasowa dotyczyta reszt
W poblizu centrum kataliycznego hAID. Mutant A189 byt wariantem biatka skréconym
o dziewigc reszt aminokwasowych z konca C. Wybrane mutanty, zgodnie z danymi
literaturowymi, wykazywaty rozna aktywnos¢ in vitro wobec C (resztkowa — mutant
R50A, brak aktywnosci — mutant N51A, wyzsza niz WT hAID — mutant A189). Co
cickawe, zgodnie z danymi literaturowymi aktywno$¢ in vitro tych mutantéw nie
korelowata z wydajnoscia co najmniej jednego z proceséw inicjowanych przez AID
(SHM lub CSR) w warunkach in vivo (Tabela 4.3.1). Ponadto, aktywno$¢ deaminazowa
powyzszych mutantéw hAID na modyfikowanych substratach nie byla wcze$niej
badana. W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy testach in vitro, zaden
z badanych wariantéw hAID nie wykazywat aktywnosci wobec ShmC. Wszystkie
testowane warianty hAID wykazywaly natomiast zrdznicowana aktywnos$¢ wobec C
I SmC. Co ciekawe aktywnos$ci testowanych mutantow wobec C i SmC nie korelowaty
ze soba (kazda z mutacji réznie wplywala na zdolno$¢ hAID do deaminacji C i 5SmC).
Oznacza to, ze poprzez mutagenez¢ mozna, w sposOb niezalezny, modyfikowaé
specyficznos¢ hAID wobec metylowanego i niemetylowanego substratu. Doskonatym
przyktadem ilustrujacym przedstawione powyzej obserwacje jest odmienna aktywnosc¢

deaminazowa stwierdzona dla dwoch wariantow hAID: enzymu typu dzikiego oraz
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mutanta N51A. Pierwszy jest aktywny wobec C i 5mC, drugi jest nieaktywny wobec C
I aktywny wobec 5mC.

W kolejnym etapie przeprowadzonych badan potwierdzono catkowity brak
aktywnos$ci mutanta N51A wobec niemetylowanych C wystepujacych w sSSDNA. Uzyte
w do$wiadczeniach czasteczki ssDNA zawieraly liczne C w obrgbig wszystkich
mozliwych motywow sekwencyjnych typu NNCN (gdzie N oznacza dowolny
nukleotyd). Mutant N51A nie wykazywat aktywnosci ani wobec preferowanych przez
WT hAID motywow sekwencyjnych (WRCY), ani zadnych innych. W przeciwienstwie
do mutanta, WT hAID wykazywata aktywno$¢ wobec C znajdujacej si¢ w obrgbie
réznych motywow sekwencyjnych. Dla WT hAID obserwowano zaré6wno czasteczki
ssDNA, w ktorych wszystkie lub wigkszo$¢ C bylo zdeaminowanych, jak 1 takie,
w ktorych Zzadna C nie byla zdeaminowana. Obserwacja ta potwierdza hipotez¢
postulowana przez grupg profesora Goodmana, ze aktywnos¢ AID ma charakter
procesywny.

Mutant N51A mysiej AID byt wczesniej badany przez grupg profesora Honjo
[35]. Badania tej grupy pokazaty, ze mutant ten nie deaminuje C w warunkach in vitro.
Co zaskakujace, komoérki posiadajace ta mutacje w genie AID wykazywaty 50%
wydajnos$¢ procesu CSR w poréwnaniu z WT AID. Na podstawie obserwacji, ze proces
CSR zachodzi w komorkach z mutacja NS1A badacze wysungli wniosek, iz aktywno$¢
deaminazowa AID nie reprezentuje fizjologicznej funkcji tego biatka. W badaniach tych
nie sprawdzono jednak mozliwosci, iz mutant N51A rozpoznaje modyfikowana
cytydyng. Wyniki zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej oraz wyniki grupy
profesora Honjo tacznie sugeruja, iz mutant N51A moze deaminowa¢ SmC w locus Ig
w trakcie procesu CSR. Konsekwentnie, deaminacja SmC moze potencjalnie zachodzi¢
rowniez w innych procesach biologicznych takich jak roéznicowanie przeciwcial, a nie
jak do tej pory sadzono, jedynie w procesach zwiazanych z aktywna demetylacja DNA.

AID dziata na ssDNA zatem jej zdolno$¢ do deaminacji w warunkach in vivo
jest uzalezniona od aktywnosci transkrypcyjnej rozpoznawanych regionéw genomu.
Metylacja DNA jest natomiast najczgsciej kojarzona z represja transkrypcji. Ta
sprzeczno$¢ moze by¢ uznana za argument przemawiajacy przeciwko udzialowi AID
w deaminacji 5mC in vivo. Najnowsze dane literaturowe pokazuja jednak, iz metylacja
DNA moze wystgpowaé rowniez wewnatrz aktywnych transkrypcyjnie genow.

Znaczenie i funkcja takiej wewnatrzgenowej metylacji DNA aktywnych transkrypcyjnie
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gendw pozostaje nieznana [140]. Jej istnienie wspiera jednaka hipotezg, iz AID moze
deaminowaé¢ SmC in vivo.

Opisane powyzej wnioski, dotyczace wlasciwosci enzymatycznych mutanta
N51A, znajduja poparcie w doniesieniach literaturowych dotyczacych wiasciwosci
I struktury biatek spokrewnionych z AID. Po pierwsze, reszta asparaginowa
(wymieniona w N51A na alaning) jest wysoce konserwatywna w obrgbie ortologow
AID [35]. Po drugie, substytucja alaning asparaginy N244 w biatku APOBEC3G (reszta
N244 w APOBEC3G jest odpowiednikiem reszty N51 w AID) znosi aktywnos$¢
deaminazowa tego bialka wobec C. Aktywnos$¢ mutanta N244A biatka APOBEC3G
wobec SmC niestety nie byta badana. Po trzecie, asparagina N51 w ortologach AID
moze by¢ zaangazowana w wiazanie substratu. Postugujac si¢ metodami
krystalograficznymi okreslono, ze odpowiadajaca reszcie N51 reszta aminokwasowa
w deaminazie adenozyny (dzialajacej na tRNA) oddzialuje z substratem poprzez
wiazania wodorowe. Na tej podstawie zaproponowano oddziatywanie reszty N51 z C
réwniez w przypadku AID [6, 30, 31].

W kolejnym etapie przeprowadzonych badan przeanalizowano aktywnosé¢
testowanych wariantow hAID wobec SmC w konteks$cie genomowym, wobec dtugich
odcinkow ssDNA zawierajacych liczne 5mC. Uzyskane wyniki pokazaty, ze zaréwno
WT hAID jak i jej mutanty: R50A, N51A, A189 w warunkach in vitro drastycznie
zmniejszaja globalny poziom 5mC (redukujac go o 70 do 90%). Na tej podstawie
wysunigto wniosek, ze hAID jest zdolna do obnizania globalnego poziomu metylacji
gDNA in vitro bez udziatu zadnych kofaktorow, oraz ze hAID moze deaminowa¢ SmC
w dhugich odcinkach ssDNA zawierajacych liczne 5mC. W warunkach in vitro wptyw
AID na globalny poziom metylacji nigdy wczesniej nie byt badany.

Pokazana w powyzszych badaniach zdolno§¢ mutanta N51A do rozrdzniania
pomigdzy metylowana 1 niemetylowana cytydyna w diugich odcinkach ssDNA moze
znalez¢ praktyczne implikacje np. jako alternatywa dla reakcji konwersji
wodorosiarczynem sodu w badaniach profilu metylacji DNA. W analizach metylacji
DNA na drodze sekwencjonowania DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu
(w tzw. sekwencjonowaniu wodorosiarczynowym), zwiazek ten stuzy do konwersji
niemodyfikowanej cytydyny do tymidyny (metylowana cytydyna pozostaje
niezmieniona). Biorac pod uwage: (i) selektywno$¢ dziatania mutanta N51A wobec
5SmC; (i1) potencjalnie procesywny charakter tej aktywnosci; (iii) stwierdzona, na

podstawie wynikéw niniejszych badan, zdolnos$¢ tego mutanta do az 80% redukcji
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poziomu globalnej metylacji gDNA in vitro; wydaje si¢ mozliwe jego praktyczne
zastosowanie w konwersji odwrotnej niz konwersja wodorosiarczynowa (a wigc
metylowanej cytydyny do tymidyny). Wyniki przeprowadzonych badan maja zatem
réwniez aspekt praktyczny.

Obserwowany brak korelacji migdzy aktywnoscia testowanych mutantow hAID
wobec C i 5mC wskazuje, iz musza istnie¢ znaczace roznice w molekularnych
mechanizmach rozpoznawania metylowanych i niemetylowanych substratow przez
hAID. Dane literaturowe sugeruja istnienie zawady przestrzennej w Kkieszeni
katalitycznej AID wobec podstawnika przy weglu 5 cytydyny majacej ulec deaminacji
[123, 124]. Na podstawie wynikow modelowania homologicznego i dynamiki
molekularnej wykazano w niniejszej pracy, iz zarbwno w kieszeni katalitycznej WT
hAID jak i jej mutanta N5S1A jest wystarczajaco duzo miejsca na zwigzanie C lub 5mC.
Nie stwierdzono zatem wystepowania zawady przestrzennej w centrum katalitycznym
wobec tych substratow. W dalszych analizach in silico kompleksow hAID:substrat
zidentyfikowano trzy elementy, ktore determinuja czy C lub 5mC moze ulec
deaminacji. Pierwszym elementem jest sie¢ oddziatywan pomigdzy kieszenia
katalityczna a pierscieniem pirymidynowym C lub 5SmC. Oddziatywania te stabilizuja
substrat w pozycji katalitycznej ale nie sa wystarczajace do tego aby zaszla reakcja
deaminacji (co tlumaczy dlaczego hAID nie deaminuje wolnych nukleozydow).
Drugim, zidentyfikowanym elementem jest sie¢ oddzialywan pomigdzy hAID
a szkieletem cukrowo-fosforanowym ssDNA. W przypadku substratow zawierajacych
C, sie¢ ta buduja oddzialywania pomigdzy reszta N51 a szkieletem cukrowo-
fosforanowym taczacym C 1 T w obrgbie motywu AGCT. Oddzialywania te sa
niezbgdne aby zaszla deaminacja C. Brak kontaktow atomowych tworzonych przez N51
skutkowal brakiem aktywno$ci enzymatycznej mutanta N51A wobec niemetylowanego
substratu. W przypadku substratow zawierajacych 5mC, grupa metylowa pelni rolg
lacznika oddzialujac, z jednej strony z hAID (T27, W84), a z drugiej strony ze
szkieletem cukrowo-fosforanwym ssDNA (reszta cukrowa G w obrebie motywu
AGCT). Oddzialywania tworzone przez grupg metylowa sa wystarczajace dla
prawidlowego wiazania metylowanego substratu, nawet przy braku oddziatywan
tworzonych przez reszt¢ N51. Thumaczy to wyniki eksperymentalne zawarte
W niniejszej pracy, w ktorych to metylacja substratu kompensowata brak oddziatywan

tworzonych przez resztg N51 1 przywracala aktywno$¢ mutanta NS1A.
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Trzecim zidentyfikowanym elementem sa oddzialywania warstwowe pomigdzy:
W84, Y114 a G poprzedzajacy C w obrgbie motywu AGCT. Zgodnie z najnowszymi
danymi literaturowymi oddzialywania warstwowe tworzone przez Y114 uczestnicza
W rozpoznawaniu kontekstu sekwencyjnego cytydyny ulegajacej deaminacji [192].
Analizy przeprowadzone w niniejszej pracy pokazaty, ze obecno$¢ grupy metylowej
destabilizuje ten uklad oddzialywan warstwowych. W rezultacie w kompleksach hAID
z metylowanym substratem uklad ten nie wystepuje lub jest zastgpowany przez
alterantywne oddziatlywania warstwowe pomigedzy A, Y114 1 G (A 1 G w obrgbie
motywu AGCT). Obserwacja ta sugeruje, ze preferowany przez hAID motyw
sekwencyjny, w obrgbie ktorego cytydyna ulega deaminacji moze by¢ rézny dla
metylowanych i niemetylowanych substratow. Aby to potwierdzi¢ konieczne jest
przeprowadzenie dodatkowych badan np. aktywno$¢ WT hAID i jej mutantow na
metylowanych, ré6znych czteronukleotydowych motywach.

Podsumowujac, kazdy =z trzech wyzej zidentyfikowanych elementéw
(sktadajacych sig¢ na sig¢ oddzialywan hAID:substrat) jest rozny w przypadku motywu
AGCT i AG5SmCT. Wskazuje to, Ze oba te substraty sa odmiennie rozpoznawane przez
hAID.

Na podstawie danych literaturowych mozna sadzi¢, iz hAID dziata procesywnie.
Zgodnie z mechanizmem zaproponowanym przez Chelico i wspotautorow [186], hAID
wiaze si¢ do ssDNA i $lizga wzdtuz czasteczki w obu kierunkach. Jedynie okazjonalnie
enzym zatrzymuje si¢ by zdeaminowa¢ C. Zaproponowany mechanizm nie thumaczy
jednak jakie czynniki musza by¢ speilnione aby deaminacja zaszta. Wyniki badan
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy sa zgodne z hipoteza Chelico
| wspotatorow, a dodatkowo sugeruja, iz wszystkie trzy wyzej wspomniane elementy
decyduja o sklonnosci enzymu do zatrzymania si¢ i deaminacji C lub 5mC. Na
podstawie wynikow niniejszych badan zaproponowano nastepujacy scenariusz zaleznej
od hAID deaminacji (Rysunek 5.1.1). Dochodzi do niej gdy hAID zatrzyma sig
(zakotwiczy) na C lub 5mC w trakcie $lizgania si¢ wzdluz ssDNA. Gléwnym
elementem odpowiedzialnym za kotwiczenie si¢ hAID do substratu jest sie¢

oddziatywan pomigdzy biatkiem a szkieletem cukrowo-fosforanowym ssDNA.

154



DYSKUSJA

AIDV
$lizganie / slizganie
ssDNA
B C.
wt hAID
cu:;":"2 |
5mC
l—b deaminacja |—> deaminacja
D. E.
N51A N51A
= NH2 { cnalNH2
Cc ‘Smc
|—> brak deaminacji |—> deaminacja

Rysunek 5.1.1. Mechanizm zaleznej od hAID deaminacji C lub 5SmC. A) hAID wiaze si¢ do ssDNA
i slizga wzdtuz czasteczki w obu kierunkach. B-E) Enzym zatrzymuje si¢ okazjonalnie i deaminuje C lub
5mC. Trzy elementy determinuja sktonno$¢ enzymu do deaminacji: (1) sie¢ oddziatywan pomigdzy
kieszenia katalityczng enzymu a pierscieniem pirymidynowym (r6zowe koto, odcien koloru odpowiada
sile oddziatywan — im ciemniejszy kolor tym silniejsze oddziatywania); (2) sie¢ oddzialywan pomigdzy
enzymem a szkieletem cukrowo-fosforanowym ssDNA (zielone koto); (3) oddzialywania warstwowe
pomigdzy resztami aromatycznymi w biatku a zasada azotowa (lub zasadami azotowymi) sasiadujaca z C
lub SmC (niebieskie linie, odcien koloru i liczba linii odpowiadaja stabilno$ci oddziatywan — im
ciemniejszy kolor i wigcej linii tym stabilniejsze oddziatywania). B) Zdolno$¢ WT hAID do kotwiczenia
si¢ 1 deaminacji C jest warunkowana przez: (1) stabilizacj¢ pierscienia pirymidynowego w centrum
katalitycznym; (2) oddziatywania reszty N51 ze szkieletem cukrowo-fosforanowym ssDNA,; (3) stabilny
uktad oddziatywan warstwowych (pomigdzy W84, Y114 i G). C) Zdolnos¢ WT hAID do kotwiczenia si¢
i deaminacji SmC jest warunkowana przez: (1) wystarczajaca stabilizacj¢ pierscienia pirymidynowego
w centrum katalitycznym; (2) podwdjne kotwiczenie szkieletu cukrowo-fosforanowego ssDNA (poprzez
oddziatywania specyficzne dla reszty N51 i grupy metylowej); (3) niestabilny uklad oddziatywan
warstwowych (pomiedzy W84, Y114 i G) lub alternatywny uktad oddzialywan warstwowych (pomigdzy
A, Y114 i G). D) Na brak zdolno$ci mutanta N51A do deaminacji C sktadaja sie: (1) niewystarczajaca
stabilizacja pierscienia pirymidynowego w centrum katalitycznym; (2) brak kotwiczenia szkieletu
cukrowo-fosforanowego ssDNA. W tym przypadku jedynie uktad oddziatywan warstwowych pomigdzy
W84, Y114 i G jest stabilny. E) Mutant N51A ma zdolno$¢ deaminacji 5SmC dzigki: (1) wystarczajacej
stabilizacji pierscienia pirymidynowego w centrum katalitycznym; (2) kotwiczeniu szkieletu cukrowo-
fosforanowego ssDNA (poprzez oddziatywania specyficzne dla grupy metylowej); (3) niestabilnemu
uktadowi oddzialywan warstwowych (pomiedzy W84, Y114 i G) lub alternatywnemu uktadowi
oddziatywan warstwowych (pomiedzy A, Y114 1 G).
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Brak tych oddziatywan w kompleksie N51A:AGCT skutkuje brakiem aktywnosci
enzymu wobec C. Dodatkowym elementem wzmacniajacym efekt kotwiczenia sa
oddzialywania warstwowe pomiedzy W84, Y114 a nukleotydem poprzedzajacym C.
Oddziatywania warstwowe pomigdzy aminokwasami aromatycznymi, a pierscieniami
nukleotydéw dodatkowo wplywaja na specyficzno$¢ dzialania hAID w obrgbie
motywow  sekwencyjnych. Trzecim elementem jest stabilizacja pierScienia
pirymidynowego C lub 5mC w kieszeni katalitycznej enzymu. W kompleksach WT
hAID:AGCT, WT hAID:AG5mCT, N51A:AG5mCT oddziatywania kieszeni
katalitycznej z pier§cieniem pirymidynowym sa wystarczajace dla zapewnienia pozycji
katalitycznej. W przypadku kmpleksu N51A:AGCT sie¢ tych oddziatywan jest ubozsza
co prawdopodobnie przyczynia si¢ do braku aktywnosci enzymatyczne;.

Na podstawie badan przeprowadzonych w niniejszej pracy mozna sadzié, iz
metylowany substrat jest podwojnie kotwiczony w centrum katalitycznym WT hAID
(szkielet cukrowo-fosforanowy ssDNA jest wiazany zarowno od strony grupy
metylowej jak i od strony reszty N51). Niemetylowany substrat jest natomiast wigzany
tylko jednostronnie (przez resztg N51). Podwdjne kotwiczenie ssDNA przez enzym,
hipotetycznie moze skutkowaé: (i) wzmocnieniem efektu zatrzymywania si¢
(kotwiczenia) enzymu podczas jego slizgania si¢ wzdluz ssDNA, a w rezultacie
wzrostem efektywno$ci deaminacji; (ii) spadkiem szybkosci oddysocjowywania
produktu reakcji, a zatem spadkiem szybkosci katalizy. Druga z mozliwo$ci wydaje si¢
dominowac¢ biorac pod uwage dane literaturowe wskazujace na 3-, 10- lub 16-krotny
spadek aktywnosci WT AID wobec 5SmC w porownaniu z jej aktywnoscia wobec C
w warunkach in vitro [32, 55, 123]. Podwojne kotwiczenie metylowanego substratu
moze by¢ zatem przyczyna obserwowanego spadku efektywnosci dziatania AID wobec
5mC w poréwnaniu z C. W niniejsze pracy nie porownano bezposrednio aktywnosci
WT hAID wobec C i SmC. Nie bylo to mozliwe ze wzgledu na to, ze metody detekcji
produktow deaminacji tych dwoch substratow byly inne. Opisywany w literaturze
spadek aktywnosci AID na 5mC, czg$¢ badaczy uznaje za argument przemawiajacy
przeciwko jej zaangazowaniu w procesy demetylacji. Jednakze, taki spadek aktywnoS$ci
ostatecznie nie wyklucza mozliwosci deaminowania przez AID 5mC in vivo. Trzeba
bowiem pamigtaé, iz AID deaminuje preferowany motyw WRCY (ang. hot spot) od 4
do 8 razy bardziej efektywnie niz motywy niepreferowane (ang. cold spot) przy czym
deaminacja niepreferowanych motywow jest rowniez wykrywana w warunkach in vivo

w trakcie procesu SHM [187]. W tym kontekscie rézna wydajno$¢ deaminacji
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metylowanych i niemetylowanych substratdow przestaje by¢ czynnikiem, ktory
wyklucza mozliwos¢ zaleznej od AID deaminacji 5mC in vivo w trakcie réznych (moze
jeszcze niepoznanych) proceséw biologicznych.

W przeprowadzonych badaniach zaden z testowanych wariantow hAID nie
wykazywal wykrywalnej aktywnos$ci deaminazowej wobec ShmC. Ten wynik jest
zgodny z rezultatami badan in vitro innych grup badawczych [123, 124].
Zaproponowane W niniejszej pracy wyjasnienie braku aktywnosci hAID wobec 5hmC
jest jednak zasadniczo rdézne od postulowanego wcze$niej. Zaktada ono bowiem, ze
glownym czynnikiem uniemozliwiajacym deaminacj¢ ShmC jest silnie hydrofilowy
charakter grupy hydroksylowej. Powoduje on: (i) hydratacj¢ tej grupy w roztworach
wodnych, przez co pierscien ShmC staje sig zbyt duzy aby wejs¢ do kieszeni
katalitycznej hAID (dodatkowa przeszkoda jest fakt, iz ta kieszen jest tworzona w duzej
czgsci przez aminokwasy o charakterze hydrofobowym); (ii) zaburzenie mechanizmu
deaminacji w przypadku gdyby dehydratowana ShmC znalazltaby si¢ w kieszeni
katalitycznej (grupa hydroksylowa ma potencjat do stworzenia wiazania wodorowego
z aktywowana czasteczka wody znajdujaca si¢ w centrum aktywnym hAID).

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sktaniaja do ponownego rozwazenia
dotychczasowych pogladow, w mysl ktorych 5mC jest postrzegana jako gorszy substrat
dla hAID. Opisane rezultaty pozwalaja sadzi¢, ze hAID wykazuje r6zna specyficzno$é
wobec metylowanych i niemetylowanych substratow. Taka podwojna specyficzno$e
wobec metylowanego i niemetylowanego DNA zostata w ostatnim czasie pokazana dla
niektorych czynnikow transkrypcyjnych [196] i by¢ moze, w niedalekiej przysztosci,
okaze si¢ zjawiskiem dos¢ powszechnym w przypadku biatek wiazacych DNA.
Ponadto, uzyskane wyniki juz dzi$ uzasadniaja twierdzenie, ze udziat AID w procesie
aktywnej demetylacji, jak i innych procesach biologicznych zwiazanych z deaminacja
5mC jest mozliwy ze wzgledu na wlasciwosci enzymatyczne tego biatka. Jednoczes$nie
wyniki te wspieraja hipotezg, iz udziat AID w procesach demetylacji DNA na drodze

deaminacji ShmC jest mato prawdopodobny.
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6. WNIOSKI
Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy prowadza do nastgpujacych

wnioskow:

1.

10.

11.

12.

Uzyskanie aktywnego preparatu hAID jest mozliwe w systemie prokariotycznym
pod warunkiem prowadzenia hodowli w pozywce suplementowanej chlorkiem
cynku oraz w temperaturze 18°C (od momentu indukcji ekspresji heterologicznego
genu).

Aktywnos$¢ enzymatyczna otrzymanego Dbiatka jest hamowana przez
1,10-fenantroling, jest specyficzna jedynie wobec czasteczek ssDNA zawierajacych
C lub 5mC, oraz nie jest hamowana przez THU.

hAID i jej mutanty nie wykazuja aktywnosci wobec ShmC in vitro.

hAID i jej mutanty wykazuja in vitro r6zna aktywnos$¢ wobec C i SmC, przy czym
aktywnosci wobec tych dwodch substratow nie koreluja ze soba, co $wiadczy
0 istnieniu ré6znych uwarunkowan strukturalnych deaminacji metylowanych
I niemetylowanych substratow.

WT hAID dziata w sposob procesywny.

Zarowno WT hAID jak i jej mutanty maja zdolno$¢ do obnizenia globalnego
poziomu SmC w obrgbie gDNA oraz deaminacji SmC w dlugich odcinkach ssDNA
zawierajacych liczne SmC.

Mutant N51A, nieaktywny wobec C, wykazuje aktywno$¢ wobec SmC. Mutant ten
moze znalez¢ praktyczne zastosowanie np. w badaniach metylacji DNA.

W centrum katalitycznym hAID nie wystepuje zawada przestrzenna wobec 5mC.
Brak aktywnosci hAID wobec 5hmC moze by¢ tlumaczony wilasciwosciami
chemicznymi grupy hydroksylowej i wptywem tych wilasciwosci na przebieg
reakcji deaminacji.

Metylowane 1 niemetylowane substraty sa réznie wiazane przez kieszen
katalityczna hAID.

Metylacja substratu kompensuje brak oddziatywan specyficznych dla reszty N51
dzigki czemu mutant N51A wykazuje aktywnos¢ wobec 5SmC przy braku
aktywnosci wobec C.

Grupa metylowa wptywa na uktad oddzialywan warstwowych tworzonych przez
reszt¢ Y114. Wedlug danych literaturowych uklad ten jest odpowiedzialny za
rozpoznawanie kontekstu sekwencyjnego C ulegajacej deaminacji. Sugeruje to, ze

hAID moze wykazywa¢ rozna specyficznos¢ wobec  metylowanych
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I niemetylowanych motywow sekwencyjnych. Zagadnienie to powinno zostaé
szczegotowo zbadane w przysztosci.

Podawana w literaturze nizsza aktywno$¢ hAID wobec 5SmC w poréwnaniu z C
moze by¢ tlumaczona podwdjnym kotwiczeniem modyfikowanego substratu
w kieszeni katalitycznej tego enzymu.

Udziat hAID w procesach aktywnej demetylacji genomu, jak i innych procesach
zwigzanych z deaminacja 5SmC, jest mozliwy ze wzgledu na wlasciwosci
enzymatyczne tego biatka.

Udziat hAID w procesach aktywnej demetylacji genomu poprzez deaminacj¢ ShmC

jest mato prawdopodobny.
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7. STRESZCZENIE

Deaminazy AID/APOBEC sa rodzina biatek majacych unikatowa zdolnos¢
wprowadzania mutacji zarowno do ‘tancuchow DNA jak i RNA. Obecnie
najintensywniej badanym przedstawicielem tej rodziny jest deaminaza cytydyny
indukowana aktywacja limfocytow B (ang. activation-induced cytidine deaminase,
AID). Enzym ten, w aktywowanych antygenem limfocytach B, deaminujac cytydyne
(C) do urydyny, indukuje roznicowanie przeciwcial. Najnowsze dane literaturowe
wskazuja, ze AID moze rowniez peti¢ funkcje poza uktadem immunologicznym.
Proponowany jest udzial AID w procesach aktywnej demetylacji genomu albo poprzez
deaminacj¢  S5-metylocytydyny  (5mC) do tymidyny albo  deaminacje
5-hydroksymetylocytydyny (5hmC) do 5-hydroksymetylourydyny. W tym kontekscie
AID moze mie¢ bezposredni wplyw na proces reprogramowania epigenetycznego,
regulacje ekspresji gendéw 1 zjawisko pluripotencji komorek. Szereg doniesien
potwierdza aktywno$¢ AID wobec modyfikowanych substratow. Jednocze$nie, rownie
licznie, pojawiaja si¢ dane, ktore przecza takiej mozliwosci. Glownym celem badan
podjetych w ramach niniejszej pracy doktorskiej stala si¢ zatem charakterystyka
mechanizméw molekularnych lezacych u podtoza aktywnos$ci biologicznej ludzkiej
AID (hAID), a w szczegdlnos$ci jej aktywnosci enzymatycznej wobec C, 5mC i 5hmC
in vitro.

W pierwszym etapie badan stworzono system produkcji hAID o pelnej
aktywnosci enzymatycznej. Uzyskano w ten sposob zarowno hAID typu dzikiego jak
itrzy jej mutanty. Nastgpnie szczegdétowo scharakteryzowano aktywnosci
enzymatyczne tych biatek wobec modyfikowanych i niemodyfikowanych substratow.
Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wykazaty, ze istnieja znaczace rdznice
w molekularnych mechanizmach rozpoznawania C 1 SmC przez hAID. Zjawisko to byto
szczegolnie wyrazne w przypadku mutanta NS1A, ktory nie wykazywal aktywnosci
wobec C ale byt aktywny wobec 5mC. Jednocze$nie wykazano brak aktywnos$ci
badanych wariantéw hAID wobec ShmC. Przeprowadzone, w kolejnym etapie badan,
analizy in silico struktury hAID oraz jej kompleksow z substratami pozwolity
zidentyfikowa¢ uwarunkowania strukturalne aktywnosci hAID wobec C, SmC 1 ShmC.
Uzyskane wyniki dowodza, ze udzial hAID w procesie aktywnej demetylacji, jak

I innych procesach biologicznych zwiazanych z deaminacja 5SmC jest mozliwy
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ze wzgledu na wlasciwos$ci enzymatyczne tego biatka. Jednoczes$nie wyniki te przecza

hipotezie o udziale hAID w procesach demetylacji DNA na drodze deaminacji 5hmC.
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8. ABSTRACT

The AID/APOBEC deaminase family consists of enzymes that have unique
ability to induce mutations in DNA and RNA chains. The activation-induced cytidine
deaminase (AID) is currently the most extensively studied member of this family. In B
cells activated by an antigen, AID initiates antibody diversification by deamination of
cytidine (C) to uridine. The recently published data have suggested that AID might also
play a role beyond the immune system. It has been proposed that AID initiates active
genome demethylation by deamination of either 5-methycytidine (5mC) to thymidine or
5-hydroxymethycytidine (5hmC) to 5-hydroxymethyluridine. Consequently, AID might
have a profound impact on epigenetic gene activation, regulation of gene expression and
pluripotency. There are several lines of evidence that AID is active on modified
substrates. Nevertheless, an almost equal number of contradictive observations exists.
Therefore, the major aim of these studies was the characterization of molecular
mechanisms underlying biological activity of human AID (hAID), especially its
enzymatic activity on C, 5mC and 5hmC in vitro.

In the first stage of the studies, a method of production of a fully active hAID
enzyme was developed. This procedure was applied for the production of wild type
hAID and its three mutants. Subsequently, the enzymatic activities of these proteins on
modified and non-modified substrates were assessed. The obtained results revealed that
the structural determinants of C and 5mC recognition by hAID are different. It was
particularly evident for the N51A mutant found to be inactive on C and active on 5mC.
In addition, it was found that all examined hAID variants failed to deaminate 5ShmC.
The conducted in silico analysis of hAID structure and its complexes with the substrates
allowed for the identification of the structural determinants of hAID activity on C, 5mC
and 5hmC. The data presented here clearly showed that hAID has the properties that are
expected for the enzyme that triggers active DNA demethylation by 5mC deamination.
Moreover, 5mC may be targeted by hAID in other biological processes. At the same
time, the obtained results provided another line of evidence that DNA demethylation by
hAID-catalyzed 5hmC deamination is highly unlikely.
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ZALACZNIKI

11. ZALACZNIKI

Zalacznik 1.

Poréwnanie sekwencji dwudziestu klonéw oligonukleotydu NNCN 2 (A, B), NNCN 3
(C, D) lub NNCN 4 (E, F) poddanego dziataniu WT hAID (A, C, E) lub jej mutanta
N51A (B, D, F). Znakiem ,~” =zaznaczono delecje / insercje wprowadzone
przypuszczalnie przez zastosowana podczas klonowania polimeraze; ,,””” oznaczono
pozycje tozsame z sekwencja wyjSciowa; w miejscu zmiany widoczne sa jednoliterowe
symbole odpowiednie dla danego nukleotydu. Na rysunku nie przedstawiono sekwencji
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Zalacznik 2.

Zestawienie oddzialywan pomigdzy atomami pierscienia pirymidynowego C lub 5mC

a atomami reszt aminokwasowych tworzacych kieszen katalitycznag WT hAID lub

mutanta N51A.
reszta atom w atomy substratu w obrebie wygenerowanych
aminokwasowa |obrebie kompleks6w enzym:substrat (dtugos¢
danej reszty potencjalnego oddziatywania [A]")
WT hAID:C |WThAID:5mC |N51A:C N51A:5mC
H56 CA* N3 (3,50) 02 (3,52) - -
C2 (3,90)
02 (3,54)
CB N3 (3,54) - N3 (3,52) |-
CG N3 (3,57) 02 (3,96) 02 (3,73) |N4(3,89)
C2 (3,78) C2(3,83) C2(3,72) |C4(3,77)
02 (3,84) N3 (3,56) [N3(3,47)
C2(3,87)
CD N3 (3,80) C2 (3,49) C2(3,50) |C4(3,88)
C2(3,52) 02 (3,40) 02 (3,26) |N3(3,48)
02 (3,32) C2 (3,50)
02 (3,61)
N1 (3,93)
N - 02 (3,94) - -
V57 HN N3 (2,72) 02 (3,86) N3 (2,68) [N3(1,91)
02 (3,84) 02 (3,71)
T27 oG C6 (3,45) C6 (3,71) C5(3,29) |C5(3,58)
C5 (3,26) C5 (3,32) C4 (3,68) |C5M (3,69)
C4 (3,62) C4 (3,59)
C5M (3,49)
CB C5 (3,92) C4 (3,89) C4(3,83) |C5(3,97)
C4 (3,78)
CG C4 (3,83) N4 (3,69) C4(3,83) |C5(3,46)
N4 (3,61) N4 (3,60) [C5M (3,66)
N51 CB C2(3,91) C2(3,93) - -
ND C2 (3,49) C2 (3,40) - -
N1 (3,85) N1 (3,75)
2HD 02 (2,20) 02 (2,17) - -
A51 CB - - C2(3,77) |C2(3,40)
02 (3,33) |02 (3,05)
N1 (3,74)
w4 CB - C5M (3,95) - -
CD1 - - - C5M (3,62)
Y114 OH - - C5(3,92) |-

# Podano wartosci $rednie z trajektorii MD. * Nomenklatura atomow jest zgodna z nomenklaturg

stosowana w programie Chimera 1.10.1, w ktorym wykonywane byly analizy.
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Zalacznik 3.

Atomy znajdujace si¢ w odlegtosci van der Waalsa od atomow tancucha bocznego

reszty aminokwasowej N51 lub A51.

kompleks
enzym:substrat

WT hAID:AGCT

reszta N51 lub A51, | reszta aminokwasowaw | odlegto$é [A]”

atom tej reszty biatku lub czes¢
substratu, atom

N51, CB* V57, CG1 4,0
T27,CB 4,2
T27, CA 4,4
T27,C 4,3
T27,0 3.4
T27, N 4,0
E26, HA 4.4
L52, N 3,2
R50, C 3,8
R50, O 4,3
deoksycytydyna, O2 3,1
deoksycytydyna, C2 4,0
deoksycytydyna, N1 4,3
deoksycytydyna, C1' 3,9
deoksycytydyna, O4' 3,9

N51, CG T27, HB 4,0
T27, CA 4,5
T27, N 3,6
T27,0 3,7
E26, C 4,2
E26, CA 4,0
E26, HG2 4,2
R50, C 4,4
L52, N 3,9
deoksycytydyna, O2 4.4
deoksycytydyna, C1' 4,2
deoksycytydyna, O4' 3,8
deoksycytydyna, C4' 4.5

N51, OD1 T27, HB 4,3
T27, CA 4,2
T27,C 4,1
T27,0 3,3
T27, N 3,1
E26, C 3,8
E26, CA 3,5
E26, CB 3,7
E26, CG 4,1
E26, OE2 45
R50, C 4,3
R50, HB2 3,8
R50, HE 4.4
deoksycytydyna, O4' 4,5

N51, ND2 T27, HN 4,0
E26, CA 4,3
E26, HG2 4,3
R25, O 4,5
L52, N 4,0
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kompleks reszta N51 lub A51, | reszta aminokwasowaw | odlegto$é [A]”
enzym:substrat atom tej reszty biatku lub czes¢
substratu, atom
deoksycytydyna, C1' 4,1
deoksycytydyna, O4' 3,8
deoksycytydyna, C4' 4,0
WT hAID:AGCT N51, ND2 deoksycytydyna' Cc3 4.4
deoksycytydyna, O3' 3,7
deoksytymidyna, O5' 4,0
deoksytymidyna, C5' 3,7
deoksytymidyna, O4' 4.4
N51, HD21 T27, HN 4,1
E26, CA 3,8
E26, N 4,5
E26, CG 4,5
R25, C 4,4
deoksycytydyna, O4' 4,2
deoksycytydyna, C4' 4,1
deoksycytydyna, O3' 4,0
deoksytymidyna, O5' 3,8
deoksytymidyna, C5' 3,2
deoksytymidyna, C4' 3,9
deoksytymidyna, O4' 3,7
N51, HD22 E26, HA 4,1
L52, 0 4,3
L52, N 3,7
deoksycytydyna, C1' 3,7
deoksycytydyna, C2' 4,2
deoksycytydyna, C3' 4,0
deoksycytydyna, C4' 3,9
deoksycytydyna, O4' 3,7
deoksycytydyna, O3' 3,1
deoksytymidyna, P 4,1
deoksytymidyna, O5' 3,6
deoksytymidyna, C5' 3,7
WT hAID:AG5mCT | N51, CB V57, CG1 4.0
T27,CB 4.4
T27, HG1 4,5
T27,0 3,9
T27, HN 3,8
R50, C 3,7
R50, O 4,3
L52, N 3,3
C55, 0 4,3
deoksycytydyna, O2 3,2
deoksycytydyna, C2 3,9
deoksycytydyna, N1 42
deoksycytydyna, C1' 4,0
deoksycytydyna, O4' 3,9
N51, CG T27,CB 4,4
T27, N 3,8
T27, HG1 4,2
T27,0 4,0
T27, CA 4,5
E26, HA 3,7
R50, HB2 4,3
R50, C 4,2
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kompleks reszta N51 lub A51, | reszta aminokwasowaw | odlegto$é [A]”
enzym:substrat atom tej reszty biatku lub czes¢
substratu, atom
L52, N 4,0
deoksycytydyna, O2 4,2
deoksycytydyna, C1' 4,0
deoksycytydyna, O4' 3,5
WT hAID:AG5mCT | N51, CG deoksycytydyna, C4' 42
N51, OD1 T27,CB 3,8
T27, OG1 4,3
T27, N 2,8
T27,C 3,8
T27,0 3,2
T27, CA 3,6
E26, C 3,7
E26, CA 3,7
E26, CB 4,3
R50, HH21 4,5
R50, CB 4,5
R50, HA 4,3
R50, C 4,1
deoksycytydyna, O4' 3,7
deoksycytydyna, C4' 4,3
N51, ND2 T27, HN 3,9
E26, HA 3,9
L52, N 4,0
deoksycytydyna, C1' 4,1
deoksycytydyna, O4' 3,7
deoksycytydyna, C4' 4,0
deoksycytydyna, O3' 4,0
deoksytymidyna, C5' 4,2
N51, HD21 T27, HN 3,8
E26, CA 4,3
R25, O 4,3
deoksycytydyna, C1' 4,3
deoksycytydyna, O4' 3,7
deoksycytydyna, C4' 3,6
deoksycytydyna, C3' 4,3
deoksycytydyna, O3' 3,8
deoksytymidyna, P 4,5
deoksytymidyna, O2P 4.4
deoksytymidyna, O5' 4,5
deoksytymidyna, C5' 3,5
deoksytymidyna, C4' 4,3
N51, HD22 L52, O 4,1
L52, C 4,2
L52, CA 4,1
L52, N 3,4
deoksycytydyna, O2 4.4
deoksycytydyna, C1' 4,1
deoksycytydyna, O4' 4,0
deoksycytydyna, C4' 4,4
deoksycytydyna, O3' 3,8
deoksytymidyna, P 4,5
deoksytymidyna, O2P 4,0
deoksytymidyna, C5' 4.4
N51A:AGCT A51, CB V57, CG1l 3,8
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kompleks reszta N51 lub A51, | reszta aminokwasowaw | odlegto$é [A]”
enzym:substrat atom tej reszty biatku lub czes¢
substratu, atom
T27,CB 4,2
T27,0 3,8
T27, HN 3,7
L60, HD11 4.4
R50, C 3,7
N51A:AGCT A51, CB K52, N 3.3
N53, HN 3,7
deoksycytydyna, O2 3,0
deoksycytydyna, C2 3,8
deoksycytydyna, N1 4.4
deoksycytydyna, C1' 4,3
deoksycytydyna, O4' 4,1
N51A:AG5mCT A51, CB V57, CG1 3,6
T27,CB 4,2
T27, CA 4,4
T27, N 3,9
T27,0 3,7
L60, HD12 4,0
R50, C 3,7
R50, O 4,3
K52, N 3,4
C55,0 4,2
E26, HA 4,2
E26, HG1 4,2
deoksycytydyna, O2 3,2
deoksycytydyna, C2 3,9
deoksycytydyna, N1 4.4
deoksycytydyna, C1' 4,2
deoksycytydyna, O4' 3,8

# Podano wartosci $rednie z trajektorii MD. * Nomenklatura atomow jest zgodna z nomenklatura

stosowana w programie Chimera 1.10.1, w ktorym wykonywane byly analizy.
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Zalacznik 4.

Atomy znajdujace si¢ w odlegtosci van der Waalsa od grupy metylowej (w przypadku
5mC) lub wegla C5 (w przypadku C).

kompleks reszta aminokwasowa w odlegtos¢ od odlegtos¢ od
enzym:substrat biatku lub czes¢ grupy metylowej | wegla C5 [A]
substratu, atom [A]
WT hAID:AGCT H56, CD2* 4,1
H56, CG 4,3
T27, CG2 _ 4,1
T27, OG1 3,7
T27,CB 4,2
deoksycytydyna, C1' 3,8
deoksycytydyna, C2' 4,3
deoksycytydyna, O4' 4,3
atomy pierscienia cytozyny <4,5
WT hAID:AG5MCT T27, CG2 4,2
T27, 0G1 4,2
w84, CB 4,0
W84, CG 4,4 —
w84, CD1 4,3
S83, HD1 4,1
deoksyguanozyna, O3' 3,9
deoksyguanozyna, C2' 4,2
deoksyguanozyna, C1' 4,3
atomy pierscienia cytozyny | <4,5
N51A:AGCT H56, ND1 4,4
H56, CG 4,5
T27, CG2 4,0
T27, 0G1 — 3,7
T27,CB 4,2
deoksycytydyna, C1' 3,7
deoksycytydyna, C2' 42
deoksycytydyna, O4' 42
atomy pierscienia cytozyny <45
N51A:AG5MCT T27, CG2 4,1
T27, 0G1 3,9
w84, CB 4,1
deoksyguanozyna, O3' 4.4 —
deoksyguanozyna, C2' 4,1
deoksyguanozyna, C1' 4,0
deoksyguanozyna, N3 4,3
atomy pierscienia cytozyny | <4,5

# Podano wartosci $rednie z trajektorii MD. * Nomenklatura atoméw jest zgodna z nomenklaturg

stosowang w programie Chimera 1.10.1, w ktorym wykonywane byly analizy.
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Zalacznik CD.
Pliki video od 1 do 4

Symulacje MD wygenerowanych modeli WT hAID (video 1 i 2) i mutanta N51A (video
3 i 4) z zadokowanym monobisfosforanem cytydyny (video 1 i 3) lub
monobisfosforanem 5-metylocytydyny (video 2 i 4). Enzymy sa reprezentowane przez
szara powierzchni¢ z widoczna struktura drugorzedowa. Monobisfosforany zadokowane
do kieszeni katalitycznych sa przedstawione w kolorze pomaranczowym. Rézowy
punkt reprezentuje kation cynkowy. Pokazano tancuchy boczne wybranych reszt
aminokwasowych (C87, C90, H56, E58, P86, Y114, W84, N51/A51) tworzacych
kieszen katalityczna enzymoéw. W centrum katalitycznym widoczna jest réwniez

czasteczka wody. Pliki video wygenerowano przy uzyciu programu Chimera 1.10.1.

Pliki video od 5 do 8

Symulacje MD wygenerowanych modeli WT hAID (video 5 i 6) i mutanta N51A (video
7 i 8) z zadokowanym tetranukleotydem AGCT (video 5 i 7) lub AG5mCT (video 6
i 8). Widoczna jest struktura drugorzedowa biatek (kolor niebieski). Pokazano tancuchy
boczne wybranych reszt aminokwasowych (C87, C90, H56, E58, Y114, W84, V57,
N51/A51) tworzacych kieszen katalityczna enzymow. Reszt¢ aminokwasowa N51 lub
AS1 przedstawiono w kolorze biatym, Y114 w kolorze bigkitnym, W84 w kolorze
ciemnorézowym. Substrat zadokowany do kieszeni katalitycznej enzymu
przedstawiono w nastgpujacy sposob: A — kolor zielony, G — kolor pomaranczowy, C
lub 5mC — kolor zo6tty, T — kolor jasnorézowy. Szary punkt reprezentuje kation
cynkowy. W centrum katalitycznym widoczna jest rowniez czasteczka wody. Pliki

video wygenerowano przy uzyciu programu Chimera 1.10.1.
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