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Research is to see what everybody else has seen,
And to think what nobody else has thought.
Albert Szent Gyorgi



Dane dyfrakcyjne wykorzystane w tej pracy zarejestowane zostaty przy ayciu

promieniowania synchrotronowego w érodku HZB BESSY Il w Berlinie

Badania bytly czsciowo finansowane:

- przez NCN w ramach konkursu OPUS 5 nr projektu 203/09/B/NZ1/01081

- zesrodkow 7 Programu Ramowego Unii Europejskiej na laa 2007-2013
w ramach projektu BioStruct-X (N 283570)



Podstawg pracy jest osiem struktur zdeponowanych w banku stktur biatkowych
PDB (ang. Protein Data Bank):

5ET5 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphataaetive R-state

5ET6 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphataseative T-state
in complex with AMP

5ET7 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphataseaative T-state

5ET8 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphataaetive R-state
in complex with F6P

5K56 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphatasetine R-state
in complex with F-1,6-BP

5K54 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphatas@&6dtant in active R-state

5K55 — Human muscle fructose-1,6-bisphosphatas@mbdtant in active R-state
in complex with F6P

5LOA — Human muscle fructose-1,6-bisphosphatas€B@ftant in active R-state
in complex with F-1,6-BP

Obrazy dyfrakcyjne zostaly zdeponowane w Repozytauim Otwartych Danych

Uniwersytetu Warszawskiego (RepOD):

1. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase
in inactive T-state. http://dx.doi.org/10.18150/2334

2. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase
in inactive T-state in complex with AMP. http://dwi.org/10.18150/8324764

3. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase
in active R-state. http://dx.doi.org/10.18150/64283

4. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase
in active R-state in complex with F6P. http://dx.da/10.18150/2073150

5. Raw X-ray diffraction data for human muscle frueds6-bisphosphatase
in active R-state in complex with F-1,6-BP. htighx/doi.org/10.18150/7369446

6. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase E69Q
mutant in active R-state. http://dx.doi.org/10.18/B279048

7. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase E69Q
mutant in active R-state in complex with F6P. ittpx.doi.org/10.18150/2931163

8. Raw X-ray diffraction data for human muscle fruetds6-bisphosphatase E69Q
mutant in active R-state in complex with F-1,6-BRp://dx.doi.org/10.18150/3968588



Czes¢ wynikow byta tematem nasgpujacych wystpien konferencyjnych, posteréw
I publikacji naukowych:

“Structural basis of fructose bisphosphatase fonéti komunikat ustny
17th Heart of Europe bio-Crystallography Meetingyl®, Niemcy (25-27.09.2014)

“Unique rearrangement observed in the crystalsuaidn muscle
fructose-1,6-bisphosphatase” - poster

5th Joint BER Il and BESSY Il User Meeting, - BeyINiemcy (4-6.12.2013)

“Evolution of regulatory properties of fructose-hgphosphatase” - poster
FEBS EMBO 2014 Conference, Parf{rancja (30.08-4.09.2014),

“A dramatic conformational change is involved itoateric regulation
of muscle FBPase” - poster

1st Congress of the Polish Biochemistry, Cell BigioBiophysics and
Bioinformatics, Warszawa, Polska (9-12.09.2014)

Barciszewski, J., Wisniewski, J., Kolodziejczyk, Baskolski, M., Rakus, D. Dzugaj,
A. (2016). T-to-R switch of muscle FBPase involeatreme changes of secondary
and quaternary structurActa Cryst.D72, 536-550.
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Wykaz skrétow

ADP
ALDO
AMP
APS
ARI
ATP
BAA
BLOSUM
BSA
BTP
CCD
CCP4

CoA
CSD

Da
DHAP
DTT
EDTA
ENO
F-1,6-BP
F-2,6-BP
F6P

FAD
FADH>
FBPaza
G1P
G6PDH
G6PI
GAP
GAPDH

1. WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

— difosforan 5’-adenozyny
— aldolaza fruktozobisfosforanowa
— fosforan 5’-adenozyny
— nadsiarczan amonu
— Art Robbins Instruments (nazwa firmy)
— trifosforan 5’-adenozyny
— N,N’-metylenobisakryloamid
— macierz substytucji (ang. Blocks SubsittatMatrix)
— albumina z surowicy wotowej
— 1,3-bis-Tris propan
— detektor potprzewodnikowy (ang. Charge codiplevice)
— Collaborative Computing Project Number 4
(pakiet programow do oblicaekrystalograficznych)
— koenzym A
— baza struktur Cambridge (ang. Cambridge &traicDatabase)
— dalton
— fosforan dihydroksyacetonu
— ditiotreitol
— kwas etylenodiaminotetraoctowy
— hydrataza fosfopirogronianowa
— fruktozo-1,6-bisfosforan
— fruktozo-2,6-bisfosforan
— fruktozo-6-fosforan
— dinukleotyd flawinoadeninowy
— zredukowany dinunkleotyd flawinoadeninowy
— fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu
— glukozo-1-fosforan
— dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
— izomeraza glukozo-6-fosforanowa
— aldehyd-3-fosfoglicerynowy

— dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego
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Wykaz skrétow

GDP — difosforan 5’-guanozyny

GLUT — biatko transportdge glukoz

GTP — trifosforan 5’-guanozyny

HEPES — kwag-hydroksy-4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynopropanfmswwy
HR — Hampton Research (nazwa firmy)

los — stzenie inhibitora wymagane dla 50% hamowania aktyenenzymu

(znane réwnig jako 1C50, o)

IPTG — izopropyloB-D-tiogalaktopiranozyd
LB — pazywka Luria-Bertani

LDH — dehydrogenaza mleczanowa
MAD — dostrajana dyfrakcja anomalna

(ang. Multi-wavelength Anomalous Diffraction)
MDL — Molecular Dimensions Ltd (nazwa firmy)
MIR — wielokrotne podstawienie izomorficzne

(ang. Multiple Isomorphus Replacement)

MPD — 2-metylo-2,4-pentanodiol

MR — podstawienie gateczkowe (ang. Molecular Replacement)

NAD* — utleniony dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADH — zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoademnuyo

NADP* — utleniony ester fosforanowy dinukleotydu nikaigmidoadeninowy
NADPH — zredukowany ester fosforanowy dinukleotydkotynoamidoadeninowy
NMR — magnetyczny rezonangljowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
PC — karboksylaza pirogronianowa

PDB — bank struktur biatkowych (ang. Protein DatanB)

PEG 6000 - glikol polietylenowy @edniej masie asteczkowej 6000 Da

PEP — fosfoenolopirogronian

PFK — fosfofruktokinaza

PFK2 — fosfofruktokinaza 2

PFKFB — kinaza 2 fruktozo-6-fosforanu/fosfataz&fozo-2,6-bisfosforanu
PGAM — mutaza fosfoglicerynianowa

PGK — kinaza fosfoglicerynowa

P — fosforan nieorganiczny (ortofosforan)

PK — kinaza pirogronianowa
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Wykaz skrétow

PR — nieorganiczny pirofosforan

rmsd —$rednie kwadratowe odchylenie (ang. root-mean squevetion)
rpm — obroty na mingt(ang. revolutions per minute)

SDS — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - elektroforeza w poliakrylamidowyu denaturujcym z wyciem SDS
SIR — pojedyncze podstawienie izomorficzne

(ang. Single Isomorphus Replacement)

SPS — syntaza fosforanowa sacharozy

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametylenodiamina

TIM — izomeraza triozofosforanowa

TLS — parametry opisage drgania bryly sztywnej
(ang. translation, libration, screw motion)

TPI —izomeraza glukozofosforanowa

Tris — 2-amino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol

U — jednostka aktywrigi enzymatycznej

UDP — difosforan urydyny

UTP — trifosforan urydyny
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Cel pracy

2. WPROWADZENIE | CEL PRACY

Przemiany chemiczne zachade w organizmachkywych sktadaj si¢ na potzny
metabolizm komodrkowy, ktérego gtownym celem jest twgrzenie energii
oraz sktadnikéw komérkowych takich jak kwasy nuktewve, biatka, niektore kwasy
tluszczowe oraz zwiki matocasteczkowe. Gtownynirddiem energii dla organizmu jest
glukoza dostarczana z pokarmem lub wytwarzana @ikiewych prekursorow. Glukoza
jest niezldna do prawidtowego dziatania wszystkich md@v wewretrznych i szlakow
metabolicznych, szczegdlnie dla centralnego ukfastwowego i erytrocytow. Utrzymanie
optymalnego jej poziomu we krwi (glukostaza) jeduckowe dla prawidiowego
funkcjonowaniazywych organizmow, a jej nadmiar lub niedobor jestypzyra wielu
chorob, ktére mogostatecznie doprowadzilo $mierci catego organizmu.

Za glukostaz odpowiada szereg wzajemnie garonych szlakow metabolicznych.
Najwazniejsze z nich to glikoliza, w ktorej glukoza roadlana jest do pirogronianu
oraz zachodge w wgtrobie i mksniach procesy glukoneogenezy i glikoneogenezy
polegajce na resyntezie glukozy. Procesy rozktadu i resgnto przeciwstawne szlaki,
w ktérych biop udziat w wkkszagci te same enzymy. Oba procesy podlggaj
jednakowemu systemowi kontroli, ale nie zachpdednoczénie w danej komorce.
Gdy jeden szlak jest nieaktywny, drugi w tym samgmasie charakteryzujeesiduza
aktywndcia.

Kluczowym enzymem glikoneogenezy i glukoneogene=st fosfataza fruktozo-
1,6-bisfosforanu (FBPaza, EC 3.1.3.11), ktéra dziptzeciwnie do fosfofruktokinazy
(gtbwnego enzymu glikolizy). FBPaza katalizuje holdre fruktozo-1,6-bisfosforanu
do fruktozo-6-fosforanu, a dgi temu jest odpowiedzialna za kontgakesyntezy glukozy.
Fruktozo-1,6-bisfosfataza petni rownidunkcje regulatorowe waglrze komorkowym
I mitochondriach.

FBPaza jest znana od ponad 80 lat, ale mimebagiej charakterystyki
biochemicznej i strukturalnej nasza wiedza o prggywaeh mechanizmach molekularnych
aktywacji i deaktywacji tego organospecyficznegozyenu jest w dalszym ggu
ograniczona. U kigowcow wystpuja dwa izoenzymy FBPazy, atrobowy i misniowy.
Oba charakteryzujsi¢ zblizona budows (u ssakéw podobistwo sekwencji wynosi 70%),
ale zr@nicowarny podatngcia na dziatanie tych samych substancji powadygh
inhibicje.
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Cel pracy

Materiat ddwiadczalny zgromadzony w banku danych strukturdinyeDB
dotyczy gtéwnie FBPazy strobowej (ponad 80 struktur krystalicznych). Rogzzeine
niedawno struktury enzymu esniowego (gtéwnie w stanie nieaktywnym) nie przyiyos
odpowiedzi na pytanie o przyczyny znicowanej aktywnéci obu izoenzymow
oraz wraliwosci na dziatanie inhibitorow. Wydawatoesize dopiero poznanie struktury
enzymu w stanie aktywnym pozwoli zrozuihienolekularne podstawy mechanizmu

aktywaciji/inaktywacji FBPazy.

Celem moich badabyto poznanie struktury ludzkiej giniowej FBPazy w stanie
wolnym oraz w kompleksach. Otrzymatem czysty prapaekombinowanej ludzkiej
migsniowe] FBPazy, z ktorego uzyskatlem krysztaly biatka stanie wolnym
oraz w kompleksach z inhibitorem, produktem i stdietn reakcji. Rozwzatem osiem
struktur krystalicznych FBPazy. Dobra jdkdrysztatdw oraz wysoka rozdzielégomap
gestaéci elektronowej pozwolita znaté ugrupowanie reszt leucynowych na keal@iach
podjednostek tetrameru FBPazy oraz przeanalizowh charakterystyczne wzajemne
oddziatywanie. Okazato gize tworz one swoist struktue, ktdra nazwatem ,zatrzaskiem
leucynowym”. Identyfikacja i wykazanie dziatanig tewej domeny strukturalnej biatka
jest kluczowym wynikiem rozprawy oraz waym wkladem do zrozumienia

mechanizmdw regulagych aktywnéc¢ oligomerycznych biatek i enzymow.
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Mechanizm regulacji poziomu glukozy w organizmie

3. MECHANIZM REGULACJI POZIOMU GLUKOZY
W ORGANIZMIE

3.1. GLUKOSTAZA

Kazda zywa komoérka do swojego funkcjonowania potrzebujgtesfo doptywu
energii oraz substancji egwczych dostarczanych wraz z pokarmem, ktory jest
enzymatycznie hydrolizowany do kwasow tluszczowyclgukrow — prostych
i aminokwasow. W kolejnych etapach ene przeksztalcane w skiadniki komorkowe.
Podstawowym celem tych przemian jest state wytwaezanergii komorkowej w postaci
ATP i NADPH oraz synteza prekursorow makrggieczek. Zarébwno gbny jak
I zwierzta energi komorkows uzyskup w wyniku rozktadu substancji agwczych.
Rosliny (organizmy fototroficzne) same syntetyzuglukoz w procesie fotosyntezy,
natomiast zwierga (organizmy chemotroficzne) pobieygq z pokarmu.

Organizmy zwiergce g wrazliwe zardwno na zbyt wysoki, jak i zbyt niski pomio
glukozy. Ju krotkotrwaty niedobdr cukru powoduje zmiany wradkowym uktadzie
nerwowym, natomiast zbyt wysokie jeg@zgnie mae prowadzi do nieenzymatycznej
glikozylacji biatek. Zatem poziom glukozy we krwest bardzo wanym czynnikiem
decyduacym o prawidtowym funkcjonowaniu organizmu, a jagazymanie (glukostaza)
wymaga precyzyjnej kontroli metabolizmueglowodandéw. W utrzymaniu glukostazy
uczestniczy frodkowy, wspoétczulny i przywspotczulny uktad nerwgva take gruczoty
wydzielania wewatrznego, takie jak trzustka oraz kora i rilzeadnerczy, wydzielage
hormony: insulir, glukagon, kortyzol i adrenaknW procesie regulacji glukostazy wzi
odkrywany jest udziat nowych hormondw, jak np. yepti stosunkowo niedawno odkrytej
greliny. Leptyna i grelina to dwa przeciwstawnieiadizgiace hormony odpowiadage
za uczucie sytmi i gtodu. Uczestnicgw homeostazie glukozy i wptywapa wydzielanie
insuliny [Otto-Buczkowska i Chobot, 2012; Granatale 2010]. Take amylina, ktora jest
wytwarzana w trzustce, bierze udziat w utrzymaniukgstazy poprzez hamowanie
opr&nianiazotadka i watrobowej produkcji glukozy po positku [Kruger et,£006].

W wielu organizmach wykryto geny zegarojdétaterna et al., 1994; Eckel-Mahan
I Sassone-Corsi, 2013]. Centralny zegar biologicZpnkalizowany jest w przedniej ¢i
podwzgérza, w gdrze nadskrzzowaniowym (SCN suprachiasmatic nucleys
zawierajcym 10000-15000 neurondéw. Podwzgorzowe neurony sgrekgiczne
kontrolujp rébwnowag energetyczy organizmu poprzez sterowanie symteglukozy
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Mechanizm regulacji poziomu glukozy w organizmie

oraz jej wykorzystaniem [Tsuneki et al., 2012; Venret al., 2011]. Dziatanie zegara
polega na okresowej ekspresji genow zegarowychlupgych aktywacj wybranych
skladnikbw genomu, przez co ograniczony zostajeelperyy ré@nych proceséw
fizjologicznych i metabolicznych. Zegar biologicznywptywa na syntez glukozy
w watrobie i jej pobieranie przez xde tkanki [Frescas et al., 2005; Kalsbeek et atL0?
Zaburzenia w funkcjonowaniu zegara biologicznegp mzyczym wielu chordb

[Sahar i Sassone-Corsi, 2012].

GLUKOZA

&, &
oL/
Sl A\
gffla B\\2
O ) C m
o O N z
x X INR K
alls 5
GLIKOGEN PIROGRONIAN

LkongoceEls

Rysunek 1 Podstawowe przemiany glukozy w organizmie.

Poziom glukozy jest kontrolowany poprzez szereg jevmaie poiczonych
wieloetapowych proceséw (Rysunek 1). W procesiekotfly glukoza przechodzi
w pirogronian, ktory jest substratem do dalszyckeprian energetycznych. W przypadku
braku tatwo przyswajalnych eglowodanéw organizm uruchamia zapas glikogenu,yktor
w procesie glikogenolizy rozktadany jest do glukdzéosforanu. Proces ten wyplije
w okresie mgdzy positkami, a take w czasie zwekszonego zapotrzebowania na engrgi
zarébwno w czasie pracy ®dni, jak i mézgu. Gdy poziom glukozy jest zbyt wygok
uruchomiona zostaje glikogenogeneza, czyli syng#agenu. Podczas dlugotrwatego
wysitku lub gtodu, gdy zapas glikogenu ulega wypa@iu, do wytwarzania glukozy
wykorzystywane g prekursory niecukrowe (aminokwasy, glicerol, mbatz W procesach
glukoneogenezy oraz glikoneogenezy przeksztalcan®ne odpowiednio w glukez
oraz glukozo-6-fosforan, ktory jest substratem yltezy glikogen.

U ssakdw najwikszym konsumentem glukozy jako gtdwnegdia energii jest
mozg [Howarth et al., 2012]. U dorostych osobnikéwgzg stanowi 2% masy ciata,
ale zuywa 20% energii pochodeej z metabolizmu glukozy [Mergenthaler et al., 201
Szlaki metaboliczne glukozy dostarcz@jrekursoréw do biosyntezy neuroprzahi&ow,
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Mechanizm regulacji poziomu glukozy w organizmie

a jeden z kacowych produktéw glikolizy - mleczan, bierze udamttworzeniu pangci
diugotrwatej [Suzuki et al., 2011]. Kkde zaktocenie prawidtowego metabolizmu glukozy
jest podstaw patofizjologicznych zaburaepracy mozgu [Mergenthaler et al., 2013].
Tak wiec warunkiem prawidtowego funkcjonowania organizmomwyzszych jest

utrzymanie optymalnego poziomu glukozy we krwi.

3.1.1. Glukoza i glikogen

Glukoza (GH1206, cukier gronowy) naley do cukréw prostych, ktore zbudowane
sa z wegla, wodoru i tlenu, posiadagrup; aldehydow (aldozy) lub ketonow (ketozy)
oraz liczne grupy OH. Wygbujace w nich asymetryczne atomyegla determinuj
stereospecyficzrio w reakcjach biochemicznych. Cukry proste wgsia w dwoch
konfiguracjach, ktére wyprowadzag¢sbd aldehydu glicerynowego. Mibve 3 dwie
formy przestrzennego utenia podstawnikdw przy asymetrycznym atomiegha (*)
(Rysunek 2). X w projekcji Fishera u gory umieimy grug aldehydow, a na dole
-CH,OH, to gdy grupa -OH przy asymetrycznym atomiegha jest po prawej stronie
mamy forng D, a gdy po lewej forgL. W ten sposéb przypardkowano wszystkie cukry
do szeregu D lub L (bigc pod uwag grupe -OH przy najdalszym atomieggla od grupy
aldehydowe)).

A B
H O H O
H—c::*—OH Ho—c::*—H
CH,OH CH,OH

Rysunek 2 Utozenie podstawnikdw przy asymetrycznym atomigha (*) aldehydu glicerynowego.
A —forma D, B — forma L (Wzory zapisang s projekcji Fishera).

Poza kilkoma wyjtkami, cukry proste wyspujace w organizmaclrywych nalga do

szeregu D.

Ze wzgkdu na mat stabilng¢ termodynamiczp weglowodany nie wyspuja

w srodowisku wodnym w formie liniowej. Znajcage sk blisko siebie grupy aldehydowa

I hydroksylowa reaguj ze sobh tworzac hemiacetal i pidcieniona forme cukru, gdzie
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wegiel C1 staje sl weglem asymetrycznym. W wyniku zamknia piegcienia maliwa
do uzyskania jest jedna z dwoch form optycznie oygh. Ponadto wsrodowisku
wodnym piefcienie hemiacetalu maguleg& mutarotacji z anomera. do anomerus
I odwrotnie (Rysunek 3). Pragje pomedzy anomerami przebiega poprzez liniowy stan
przegciowy. Powyszy system nazewnictwa anomerow optycznie czynrstosowany

jest réwnie dla fruktozy i innych cukrow prostych.

(%HzOH A NGPP

T
H—C
C

o

H
3l

I
o

H

O
—? OH

‘CH,OH

al

H—C
H

I

’

Rysunek 3 Formy glukozy. A - cykliczny anomer, B - przegciowa forma liniowa, C - cykliczny anomgr

Glukoza nalgy do aldoheksoz. W postaci wielocukrow stanowi giéwrodio
zmagazynowanej energii dla organizmu. Po hydrqglizisvalniany cukier prosty
transportowany przez krew do wszystkich komorektacigest wykorzystywany jako
substrat do produkcji energii. Nadmiar glukozy jedkladany w formie skrobi u ébn
lub w postaci glikogenu w atrobie i misniach u zwierzt. Wolna glukoza znajdaga s¢
we krwi, po wprowadzeniu do komorki przy pomocy ogeznych biatek
transportuicych (GLUT1-GLUTS5), zostaje enzymatycznie przekisztaa w glukozo-6-
fosforan. Biatka GLUT zbudowaneasz pojedynczego feucha polipeptydowego
ztozonego z ok. 500 reszt aminokwasowych. Charaktefysigljobecndécia 12 segmentéw
transbtonowych o strukturze helikalnej. GLUT1 i GL®) transportyj glukoz w spos6b
ciagty. GLUT2 reaguje na wysokie ¢genie glukozy, transportag glukoz z watroby
do krwi. GLUT 4 zaleny jest od insuliny, a GLUT5 preferencyjnie trandgpge fruktoz
[Wasserman et al., 2011; Czech i Corvera, 1999; 3Wdaayhum, 2003].

Glikogen jest rozgakionym polisacharydem zapasowym u zwigron masie
czasteczkowej przekraczgjej 100 milionéw Daltonéw. Mee zawierd kilka tysiecy reszt
glukozy pohczonych wizaniami a-glikozydowymi. Rozgaizienia ftacuchow
w glikogenie tworzoneasza pomog wiazan a-1,6- glikozydowych. Pojedynczydauch
sktada st z n (n=7-11) casteczek glukozy patzonych wizaniamia-1,4-glikozydowymi
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(Rysunek 4). Glikogen odktadacgijtéwnie w mesniach szkieletowych (ok. 1% ich masy)
oraz w watrobie (ok. 8% jej masy). W komorce przechowywasagtjw postaci ziaren
zawieszonych w cytozolu. W przypadku spadku poziaglukozy we krwi, glikogen
watrobowy jest w pierwszej kolejdoi wykorzystywany przez organizm do utrzymania
glukostazy. Z uwagi na brak w @dniach szkieletowych glukozo-6-fosfatazy, enzymu
niezlednego do uwalniania glukozy z komorki, dgsics¢ zgromadzonego w rgniach

glikogenu jest ograniczona.

CHon CH20H
H kaniec nleredukuﬁcy
OH O ) F a-1,6-glikozydowe
HO CHz CHZOH HO CH2
koniec nleredukumcy O O O
\ OH OH OH
OH O O OH
OH _Lt-1,4-g|ikozyduwe 'OH In OH

Rysunek 4 Ogolny schemat budowy glikogenu z zaznaczonyrazaniami O-glikozydowymi.

3.1.2. Glikoliza

Glikoliza jest cagiem reakcji, ktérych celem jest przeksztalceniaikgky
w pirogronian, wytworzenie niewielkich #8oi ATP oraz dostarczenie elementow
budulcowych do syntezy sktadnikow komorki. Poprzedykl kwasu cytrynowego (cykl
Krebsa) i facucha transportagego elektrony, w trakcie ktorych pozyskiwana jest
wigkszas¢ energii (Rysunek 5). Substratami w procesie gi#yosa cukry proste, gtownie
glukoza [Guo et al., 2012].
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Weglowodany Thuszcze Biatka
hydroliza lipoliza proteoliza
cukry proste kwasy aminokwasy
(glukoza) tluszczowe
utlenianie deaminacja
i utlenianie
glikogen < pirogronian » Acetylo-CoA
dekarboksylacja
oksydacyjna
dehydrogenaza
mleczanowa
mleczan cykl Krebsa

Rysunek 5 Miejsce glukozy i jej przemian w metabolizmie kkowym.

Glikoliza, nazywana rownie szlakiem Embdena-Meyerhofa-Parnasa, zostata paznan
I opisana dl&ucaryotaw latach trzydziestych XX wieku [Meyerhof, 194345b]. Jest to
ewolucyjnie stary szlak, rozpowszechnionyréd wszystkich organizmoéw. U eukariontéw

I wielu prokariotow przebiega w cytoplazmie, a uliro dodatkowo w plastydach.

U niektorych organizméw zachodzi w glikosomach [Gefoal., 2012; Michels et al.,
2006]. U bakterii E. coli, Rhizobium, Acetobactgr ktdre nie posiadaj niektorych
enzymow, funkcjonuje szlak Entnera-Doudoroffa [Cagw1992; Fliege et al., 1992],
ktérego produktem kacowym jest pirogronian oraz po jednepsteczce ATP i NADH.
Proces glikolizy obejmuje 10 reakcji zgrupowanychray fazy (Rysunek 6) i przebiega

w cytoplazmie, do ktérej glukoza przenoszona jdsin przez biatka transportage.
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A glukoza

— ATP

Heksokinaza 3
— ADP

glukozo-6-fosforan
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glukozofosforanowa
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fruktozo;6-fosforan

| — ATP

Fosfofruktokinaza "\
— ADP

B EE i e B KD B & w R Ee e e B B e fmktozo_],6_bisfosforan...........

Wl *e
B e N
S

Aldolaza 4
e Izomeraza e
~ triozofosforanowa ~
""""" aldehyd-3-fosfoglicerynowy *—, fosforan dihydroksyacetonu
C Y | — 2P +2NAD
Dehydrogenaza (
aldehydu 3-fosfoglicerynowego 2 NADH + 2 H'
2 x 1,3-bisfosfoglicerynian
t | — 24DP
Kinaza fosfoglicerynianowa \
2 ATP

2 x 3-fosfoglicerynian
Fosfogliceromutaza
2 x 2-fosfoglicerynian

Enolaza

v

2 x fosfoenolopirogronian
| — 2ADP

s o o . :
Kinaza prrogronianowa ~» 2 ATP

2 X pirogronian

Rysunek 6 Schemat glikolizy. A — faza pierwsza, B — fazagd, C — faza trzecia. Rysunek pokazuje
reakcje przemiany glukozy w pirogronian oraz enzykajalizujce kada z reakcji.
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Faza pierwsza (Rysunek 6A) obejmuje 3 reakcje. tRezgnie fosforanu przy
weglu C6 nasipuje w obecngci ATP, heksokinazy lub glukokinazy watvobie i jonow
Mg**. Utworzony glukozo-6-fosforan ulega izomeryzacp €tuktozo-6-fosforanu pod
wptywem izomerazy glukozofosforanowej [Mulichak etl., 1998]. Przy udziale
fosfofruktokinazy naspuje reakcja fosforylacji glukozy przy eglu C1l i powstaje
fruktozo-1,6-bisfosforan oraz ADP. Podczas tychkcgazuzywane g dwie casteczki
ATP na kada czasteczk glukozy.

W drugiej fazie (Rysunek 6B) fruktozo-1,6-bisfosfor (heksoza) jest
hydrolizowany przez aldolazdo fosforanu dihydroksyacetonu (DHAP) i aldehydu-3
-fosfoglicerynowego (GAP). Naginie DHAP zostaje przeksztatcony przez izomeraz
triozofosforanow (TIM) w GAP. Kolejne reakcje glikolizy przebiegaz udziatem dwoch
czasteczek trojwglowych (trioz).

W trzeciej fazie glikolizy (Rysunek 6C) aldehyd-@&sfoglicerynowy w obecrici
NAD"* jest utleniany i fosforylowany do 1,3-bisfosfoglignianu, a naspnie
przeksztatcany do 3-fosfoglicerynianu twaezrowniez ATP. Jest to pierwsza reakcja
syntezy ATP w procesie glikolizy. Pozyskana w tytapée energia jest wykorzystywana
do fosforylacji glukozy (fosforylacja substratowa).3-fosfoglicerynian ulega
przeksztalceniu w  2-fosfoglicerynian przez fosfogiomutaz. Dehydratacja
2-fosfoglicerynianu przez enolaprowadzi do utworzenia fosfoenolopirogronianu,ritd
przy udziale kinazy pirogronianowej tworzy stabilpijfogronian oraz ATP. Ostatecznie
w procesie glikolizy jedna @steczka glukozy zostaje przeksztaticona w dwigsterzki
pirogronianu z wytworzeniem czterechasteczek ATP i dwoch a@steczek NADH,
podczas gdy do przeprowadzenia tego procesutewostaj tylko dwie casteczki ATP.

Z tego wynika, ze sumaryczny bilans energetyczny glikolizy jest atad
[Murray et al., 2015]
Przebieg glikolizy kontroluj trzy odebne reakcje katalizowane nieodwracalnie

przez trzy kinazy (Rysunek 7).
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_— ATP
Heksokinaza |
> ADP

Glukozo-6-fosforan

|

Fruktozo-6-fosforan
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Fosfofruktokinaza .

2 x Fosfoenolopirogronian|

. . . ~— 2ADP
Kinaza pirogronianowa |
2 ATP

2 x Pirogronian

Rysunek 7.Uproszczony schemat procesu glikolizy, czerwonyhodam zaznaczono
enzymy katalizujce reakcje nieodwracalne.

Heksokinaza[EC 2.7.1.1] katalizuje pierwsgz reakcg glikolizy, fosforylacg
glukozy. Aktywna¢ heksokinazy jest ograniczona przez glukozo-6-f@sfoulegajcy
kumulacji przynieaktywnej fosfofruktokinazie. Defekty dziataniegb enzymu prowadz
do cukrzycy [Gidh-Jain et al., 1993; Henquin et, a013]. Wysokie stenie
glukozo-6-fosforanu wskazujee zapotrzebowanie komoérki na glukgest minimalne.

FosfofruktokinazgEC 2.7.1.11] fosforyluje fruktozo-6-fosforan dauktozo-1,6-
bisfosforanu [Mansour i Ahlfors, 1968]. Wysokiezdnie ATP zmniejsza powinowactwo
enzymu do fruktozo-6-fosforanu, ktéremu przeciwtzidMP. Aktywna¢ enzymu zalgy
wiec od stosunku ATP/AMP. Inhibitorem enzymu jest rd@#ncytrynian. Hamowanie
fosfofruktokinazy przez ATP i cytrynian wyjaia, przynajmniej ogciowo, zjawisko
Pasteura czyli obménie wydajnéci glikolizy w warunkach tlenowych, w ktérych
nastpuje intensyfikacja cyklu kwasow trojkarboksylowycloksydatywnej fosforylacji,
w wyniku czego wzrastatezenie cytrynianu i ATP. Obwnenie pH hamuje aktywré
fosfofruktokinazy i zapobiega nadmiernej syntezsa&u mlekowego. Natomiast fruktozo-
2,6-bisfosforan silnie aktywuje enzym.

Kinaza pirogronianowa [EC 2.7.1.40] Kkatalizuje asita reakcg glikolizy.
Pirogronian powstaje w wyniku przeniesienia grupy osféranowej
z fosfoenolopirogronianu na ADP. U ssakow wpslja cztery izoenzymy kinazy

pirogronianowej (M1, M2, R, L) tniace sé struktun pierwszorzdowa, wiasciwosciami
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kinetycznymi i ekspregjtkankowo-specyficzn[Tani et al., 1988; van Wijk et al., 2009].
Aktywnos¢ izoenzyméw PK zalgy od obecnéci jonéw Mg i K* [Larsen et al., 1997;
Laughlin i Reed 1997]. Formy M2, R i La ssnzymami regulowanymi allosterycznie.
Efektorem zwtkszapcym ich aktywné¢ jest fruktozo-1,6-bifosforan (F-1,6-BP). Ich
aktywna¢ zmniejsza s pod wptywem ATP i alaniny. 1zoenzym M1 nie podleggulaciji
allosterycznej. W wtrobie szczegoélne znaczenie ma izoenzym L, ktosddpwnai¢ jest
regulowana dwojako: w wyniku przydzenia wspomnianych efektoréw (F-1,6-BP, ATP
I alanina), a take poprzez fosforylagjw odpowiedzi na glukagon [Jurica et &l998;
Ikeda i Noguchi, 1998]. Przy matymeseniu glukozy, glukagon wyzwala kaskadAMP
wywotujac fosforylacg izoenzymu L, przez co zmniejsza powinowactwo enrylo PEP

i F-1,6-BP. Ta modyfikacja zapobiegazgwaniu glukozy przez wrobe, gdy mozg
lub migsnie potrzebuyj cukru [Fenton i Alontaga, 2009; Ishibashi i Cotter@78].

Proces glikolizy zachodzi we wszystkich komorkakirogronian katabolizowany
jest poprzez utlenienie do acetylo-CoA, ktéry dalgga utlenieniu w cyklu Krebsa
(Rysunek 8). Przeksztatcenie do acetylo-CoA obsjensii przy zapotrzebowaniu na ATP
i zwiazki dwuweglowe do syntezy lipidéw.

pirogronian
NADH
G
aldehyd mleczan acetylo-CoA
octowy
NADH
NAD-+ .
Cykl Corich Cykl Krebsa
etanol

Rysunek 8.Metaboliczne przemiany pirogronianu.

Przy niedoborze tlenu pirogronian powstsj w migsniach jest redukowany do mleczanu
lub etanolu. Tak wéc w warunkach beztlenowych glikoliza stanowi dlamdrek
zwierzcych jedynezrédto pozyskiwania ATP. G&¢é mleczanu przechodzi doawoby

i tam jest wykorzystywana do syntezy glukozy, ktpaprzez krwioobieg wraca do ¢dni.
Proces ten zostat zaobserwowany w latach dwudziestyX wieku i od nazwisk swoich

odkrywcow nosi nazw,cyklu Corich” [Cori i Cori, 1929].
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3.1.3. Glikogenoliza

Rozktad glikogenu jest jednym z kluczowych procedd@morkowych, poniewa
umazliwia utrzymywanie odpowiedniego poziomu glukozy wkrwi. Glikogen
zmagazynowany jest gtdwnie watkobie i w meksniach, a jego zawardé w innych
naradach jest niewielka. Przy zgkiszonym zapotrzebowaniu na glukozgtod,
intensywny wysitek) glukagon, hormon wytwarzany grztrzustk, aktywuje proces
uwalniania glukozy w postaci ufosforylowanej [Jiarghang, 2003]. Proces glikogenolizy
przebiega w kilku etapach (Rysunek 9).

quaﬁe ol-4 glllozvdowe
Komas 1 ereduku)qee

X?w""""l'}‘l’ ‘I’ w;mw“ﬁumw
20000000

%% 0

wona grapy ‘asforanowe

©o e0e0e
e l

alukozylotransferaza

amylo-1,a-glukozydaza R .

Ulukrp.-.n

Rysunek 9.Schemat glikogenolizy. S¢eiokaty oznaczaj pojedyncze reszty glukozy.

fosiorylaza giikegenu

Fosforylaza glikogenu (EC 2.4.1.1) hydrolizujearanie o-1,4-glikozydowe, usuwa¢
z konca z wol, grupm 4’-OH glikogenu pojedyncze ggteczki glukozy w postaci glukozo-
1-fosforanu. Fosforylaza jest regulowana przez tefgk allosteryczne i odwracalne

modyfikacje kowalencyjne. Aktywna forma enzymu ptajs w wyniku fosforylacji
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pojedynczej reszty serynowej wxbej podjednostce [Johnson, 1992]. Enzym ten dziata
dopoki w danym odgatieniu glikogenu pozostartylko 4 reszty glukozy, tzw. dekstryna
graniczna. Kolejne wiania nie $ podatne na dziatanie enzymu. Glukozylotransferaza
(EC 2.4.1.25) przenosi trzy pozostatesteczki glukozy (kolor niebieski na Rysunku 9)
dekstryny granicznej na koniec innegondacha. Nasgjpnie amylo-1,6-glukozydaza
(EC 3.2.1.33) hydrolizuje wtanie a-1,6-glikozydowe z uwolnieniem glukozy (kolor
zielony na Rysunku 9) i uswmiem rozgajzienia glikogenu, przez co urdovia
wznowienie dziatania enzymu fosforylazy glikogerfeosfoglukomutaza (EC 2.7.5.1)
przeksztalca glukozo-1-fosforan w glukozo-6-fosfordG6P). Glukozo-6-fosfataza
(EC 3.1.3.9) odicza fosforan podczas przechodzenia G6P z hepatoddadkrwi. Enzym

ten nie wystpuje w mgsniach, dlatego w miocytach G6P jest kierowany bémunio

do procesu glikolizy [Adeva-Andany et al., 2016].

3.1.4. Glikogenogeneza

W stanie spoczynku spada zapotrzebowanie organmenmenergi i maleje zuaycie
glukozy. Aby zapobiec wzrostowicgenia glukozy we krwi, insulina aktywuje proces
syntezy glikogenu. Synteza glikogenu nie jest pseae odwrotnym do jego rozktadu, lecz
jest odebnym szlakiem. Proces ten przebiega wirabie i katalizowany jest przez kilka
enzymow (Rysunek 10). W pierwszym etapie glukoZogeran jest przeksztatcany
w  glukozo-1l-fosforan (G1P), ktéry w obesgeo UTP i pirofosforylazy
urydynodifosfoglukozy przechodzi w UDP-glukoZSyntaza glikogenowa przenosi reszty
glukozowe z UDP-glukozy do roscego técucha glikogenu (kolor szary na Rysunku 10).
Enzym ten jest aktywny tylko wtedy, gdy jest zmany z glikogenia, biatkiem
ograniczagcym wielkas¢ tworzonych ziaren glikogenu. Reszty glukozy z Ugiekoz
dofaczone § do grupy —OH przy atomie agla w pozycji 4 przy kacu nieredukujcym
czasteczki glukozy, tworx wiazanie o-1,4-glikozydowe. Rozgatienie glikogenu
powstaje z udziatem enzymu amylo-(@4,6)-transglukozydazy (EC 2.4.1.18). Odcina on
5-8 reszt glukozy z kaa nieredukujcego i przenosi je dérodka tacucha tworzc
wiazanie a-1,6-glikozydowe. Rozgatienia § dalej rozbudowywane przez syntaz
glikogenows (EC 2.4.1.11). Rozge#iona struktura umidiwia szybkie uwalnianie reszt
cukrowych [Buschiazzo et al., 2004; Adeva-Andanglet2016].
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Rysunek 10.Schemat procesu glikogenogenezy.s8mkaty oznaczaj pojedyncze reszty glukozy.
3.1.5. Glukoneogeneza

Glukoneogeneza przebiega gtdwnie watnobie i nerkach oraz w niewielkim
stopniu w moézgu. Stanowi onaegéz szlaku zwanego cyklem Corich opisanego w 1929
(Rysunek 11) [Cori i Cori, 1929]. Giébwne zadaniegdeprocesu to utrzymanie
prawidtowego poziomu glukozy i umlwienie wykorzystania jej przez mdzg i erytrocyty
w okresie mgdzy positkami. Prekursorami glukozy w tym przypad&u aminokwasy
Z migsni, mleczan wytwarzany przez erytrocyty lubebmie oraz glicerol powstagy
na skutek rozpadu lipidéw w tkance ttuszczowej fiExit Park, 1967; Gerich et al., 2001].
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WATROBA KREW MIESNIE
Glukozo-6-fosforan » GLUKOZA » Glukozo-6-fosforan
N— 6 ATP \os 2 ATP
Pirogronian Pirogronian
Mleczan MLECZAN Mleczan

Rysunek 11. Schemat ,cyklu Corich” — przemiana mleczanu w glzgk

Niektore reakcje glukoneogenezy katalizowane pzez enzymy aktywne rowrie
w procesie glikolizy (Rysunek 12). Podczas gdy dli#a przebiega wykcznie
w cytoplazmie, glukoneogeneza zachodzi réwnw mitochondriach i retikulum
endoplazmatycznym. Mleczardacy substratem w procesie glukoneogenezy, pocioydz
Z migsni i z erytrocytdw, zostaje utleniony do pirogramia przez dehydrogenaz
mleczanow (LDH, EC 1.1.1.27) Poatkowy etap glukoneogenezy zachodzi
w mitochondriach. Przyczyn tej ,okreznej” drogi jest stan réwnowagi reakciji
katalizowane] przez kinaz pirogronianowi. Nawet rozpad ATP nie wystarcza do
bezpdredniego przeprowadzenia pirogronianu w fosfoenodgponian (PEP).
Wytworzony pirogronian jest transportowany do megye mitochondrialnej, gdzie
karboksylaza pirogronianowa (PC, EC 6.4.1.1) w ob&i ATP przyhcza dwutlenek
wegla, tworzac szczawiooctan. Przed opuszczeniem mitochondridegzasvioctan jest
redukowany do jabtczanu przez dehydrogenaktczanow (EC 1.1.1.37). W cytoplazmie
zostaje powtOrnie utleniony do szczawiooctanu. Wigon etapie karboksykinaza
fosfoenolopirogronianowa (EC 4.1.1.32) w obeamdGTP przeksztatica szczawiooctan
w fosfoenolopirogronian. Kolejne etapy glukoneogsnez do powstania fruktozo-1,6-
bisfosforanu stanowi odwrécenie odpowiednich reakcji glikolizy, w traécktorych
do wytwarzania 1,3-bisfosfoglicerynianuzzta zostaje kolejna ggteczka ATP. Fruktozo-
1,6-bisfosfataza hydrolizuje reszty fosforanowefrtktozo-1,6-bisfosforanu, a izomeraza
przeksztatca fruktozo-6-fosforan do glukozo-6-foafal.

Reakcja katalizowana przez fruktozo-1,6-bisfosta(@&C 3.1.3.11) jest istotnym punktem

regulacyjnym w procesie glukoneogenezy. Ostateakcg tego szlaku katalizuje glukozo-
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6-fosfataza (EC 3.1.3.9), ktéra wgstije w hepatocytach we winzu gtadkiego retikulum

endoplazmatycznego. Hydrolizuje ona glukozo-6-fesfcdo glukozy.

‘ GLIKOLIZA ‘

GLUKONEOGENEZA GLIKONEOGENEZA
Fosfataza
glukozo—j(;—jz'osfomnu | I Heksokinaza I

Glukozo-6-fosforan [Remns Glikogen

|

Fruktozo-6-fosforan
Fosfataza e . Fosfataza
fruktozo-1,6-bisfosforanu | I Fosfojrukiokinaza I | fruktozo-1,6-bisfosforanu

Fruktozo-1,6-bisfosforan

A

Karboksykinaza
fosfoenolopirogronianowa

l—» Fosfoenolopirogronian

I Kinaza l | Kinaza

Szczawiooctan pirogronianowa pirogronianowa

Karboksylaza

pirogronianowa

Rysunek 12.Schemat przebiegu glikolizy, glukoneogenezy atrebie oraz glikoneogenezy w ganiach.
Przerywana linia oznacza $zeeakcji wspdlnych dla trzech szlakow.

3.1.6. Glikoneogeneza

Przez wiele lat uweano, ze cykl Corich jest jedyn drogy przeksztalcania
niecukrowych prekursoréw w glukez[Cori i Cori, 1929]. Wynikatlo to z faktu,
ze W miocytach nie wyspuje glukozo-6-fosfataza odpowiedzialna za uwaleigtukozy
z migsni do krwi. W latach 90. XX wieku pokazangge ponad potowa mleczanu
powstajgcego w mgsniach jest przeksztatcana w glikogen @ w miocytach
[Ryan i Radziuk, 1995; Gleeson, 1996; Fournier let 2002; Drugaj, 2006], a tate,
ze kinaza pirogronianowa me katalizowa odwracala reakcg [Dobson et al., 2002].

Mozna na tej podstawie wyséuwniosek, ze glikoneogeneza jest procesem syntezy
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glikogenu w mgsniach (Rysunek 12). Bierze w nim udzial osiem enawm
glikolitycznych, a kluczowym enzymem reguoym caty proces jest fruktozo-1,6-
bisfosfataza katalizaga reaka} odwrotry do reakcji prowadzonej przez fosfofruktokinaz
(Rysunek 13).

3.1.7. Regulacja glukostazy

Utrzymanie glukostazy jest mlbwe dzieki zachowaniu odpowiedniego stanu
rownowagi pomgdzy syntez pirogronianu a glukozy. Punktem krytycznym, isyoindla
zapewnienia rownowagiasreakcje przeksztatcania fruktozo-6-fosforanu wkfozo-1,6-
bisfosforan oraz hydroliza bisfosforanu do mondfosfiu. Reakcje te katalizowane
sa nieodwracalnie przez dwa ate enzymy. Fosfofruktokinaza fosforyluje fruktozo-6
fosforan natomiast FBPaza hydrolizuje fruktozoiigosforan (Rysunek 13). Enzymy te
podlegag scistej kontroli zardbwno w wtrobie, jak i w mégsniach. Ich wspolnymi
efektorami g fruktozo-2,6-bisfosforan (F-2,6-BP) i adenozynomwimsforan. F-2,6-BP
jest wytwarzany przez dwufunkcyjny enzym fosfofialkihaz 2 (EC 2.7.1.105)/fruktozo-
2,6-bisfosfatagz (EC 3.1.3.46) [Wu et al., 2006; Yalcin et al., 90)0ktérego aktywnft
jest pod kontraj dwéch antagonistycznych hormonow - insuliny i glgknu.

Fruktozo-6-fosforan

aktywowana przez F-2,6-BP o
inhibowana przez F-2,6-BP

Spadek stezenia
fruktozo-2,6-bisfosforan

Wozrost stezenia

Insulina Glukagon

Aktywacja . Fosfataza Aktywacja
fosfofruktokinazy2 Fosfofruktokinaza1 fruktozo-1,6-bisfosforanu fosfatazy fruktozo-2,6-bisfosforanu
fruktozo-2,6-bisfosforan

Fruktozo-1,6-bisfosforan

Rysunek 13.Schemat obrazagy rownowag pomidzy glikoliza a glukoneogenazglikoneogenez

U ssakow zidentyfikowano 4 izoenzymy PFKFB (1-4d&wane przez odbne
geny. Ich cechh charakterystyczn jest r&ny stosunek aktywrsgi kinazowej
do fosfatazowej [Bando et al., 2005].

Gdy poziom glukozy we krwi spada, komorkitrzustki wytwarzag glukagon,
ktory aktywuje fosfatag F-2,6-BP. Hydrolizuje ona fruktozo-2,6-bisfosforamastpuje
odblokowanie FBPazy i zachodzi synteza glukozy zazdnu. Gdy poziom glukozy
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we krwi wzrasta, komorkip trzustki syntetyzuj insuling, ktéra aktywuje PFK2,
co prowadzi do wzrostu @tenia fruktozo-2,6-bisfosforanu i w konsekwencji gno
hamowanie aktywriwi PFK przez ATP oraz zwksza powinowactwo enzymu
do fruktozo-6-fosforanu [Bando et al., 2005]. Rowngnie z aktywacj PFK nasgpuje
inhibicja kompetycyjna FBPazy. Wysokie ¢gtnie F-2,6-BP jest niewystarczeg
do catkowitego zablokowania aktywémd FBPazy, natomiast jego obeéfostymuluje
inhibicje allosterycza powodowan przez AMP [Pilkis et al., 1988]. Oba inhibitory
FBPazy, F-2,6-BP i AMP agednoczénie aktywatorami fosfofruktokinazy.
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3.2. FOSFATAZA FRUKTOZO-1,6-BISFOSFORANU

Fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu (FBPaza; EC.3311) katalizuje reakej
hydrolizy  fruktozo-1,6-bisfosforanu  do  fruktozo-6sforanu z  uwolnieniem
nieorganicznego fosforanu (Rysunek 14), ckziczemu bierze udziat w regulacji
metabolizmu energetycznego i glukostazy [Tejwa®B3]. Reakcja odwrotna przebiega
w obecnéci ATP i jest katalizowana przez fosfofruktokigafBrown et al., 2009].
Wzgledny stosunek tych dwdch reakcji decyduje czy mdiatmoweglowodanowy bdzie
glikoliza czy glukoneogenaZUnderwood i Newsholm, 1965].

“PO,0CH, o CH,0PO,” *PO,0CH, o CH,OH

IO_
OH OH
H,0

OH OH ©
fruktozo-1,6-bisfosforan fruktozo-6-fosforan -

Rysunek 14.Reakcja katalizowana przez fosfatdmiktozo-1,6-bisfosforanu.

Pierwsze doniesienie o tym enzymie, nazywanym gikowo heksozobisfosfataz
ukazato st w 1943 roku [Gomori, 1943]. Dopiero fatiej enzym przygt nazwe fruktozo-
1,6-bisfosfataza [Mokrasch i McGlivery, 1956]. Obex; po ponad 70 latach bada
zainteresowanie tym enzymem nie dotyczytylko struktury i aktywnéci, ale take jego
funkcji i wptywu na rozwoj ranych choréb, n@dzy innymi cukrzycy czy VHL (choroba
von Hippel-Lindau) [Hao et al., 2012; Lamont et, @2006; Granchi et al.,, 2014,
Wu i Zhao, 2013].

Fruktozo-1,6-bisfosfataza wygtuje niemal we wszystkich organizmach, zaréwno
prokariotycznych jak i eukariotycznych [Tashima izMhuma, 1982; Noda et al., 1984;
Kelly et al., 1982Babul i Guixe, 1983; Bugaj i Kochman, 1980].

FBPazy do swojej aktywroi katalitycznej wymagaj jonéw metali dwuwartgciowych
(Mg, Mn?*, Zrf"). Dodatkowo enzymy aktywowane $rzez jony K, a inhibowane
przez jony Li [Brown et al., 2009; Donahue et al., 2000]. Aktypid FBPazy jest
hamowana kompetycyjnie przez fruktozo-2,6-bisfaafor allosterycznie przez AMP
i dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy oraz przezyj@g**[Babu i Guixe, 1983; Marcus
et al., 1984; Gizak et al., 2004]. 8accharomyces cerevisiag/sipuje FBPaza (YK23),
ktérej aktywnd¢ zalezy tylko od jonéw zA*, Cd* i CU¥* (0,15 mM). Nie jest ona czuta
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na jony Li" az do stzenia 100mM [Kuznetsova et al., 2010]. Przypuszézaze mae

to by¢ enzym nowej klasy.

Na podstawie struktury pierwszedowej (sekwencji aminokwasowej) fosfatazy fruktozo-
1,6-bisfosforanu organizméw prokariotycznych wygdmhiono pe¢ klas tego enzymu
[Donahue et al., 2000; Nishimasu et al., 2004].bidajziej rozpowszechniona klasa | jest
jedym forma w komaorkach eukariotycznych i podstawpferma u wielu bakterii. Klasy Il

i Il wystepuja w bakteriach, klasa IV u archeontow, natomiass&ld/ jest domen
bakterii termofilnych [Brown et al., 2009; Hines ak, 2006]. FBPazy klas I, Il Il

I monofosfataza inozytolu maw strukturze drugordowej motywafafa, co wskazuje
na ich ewolucyja bliskas¢ [Zang et al., 1994; Brown et al., 2009].

3.2.1. Enzymy prokariotyczne

U wigkszasci organizméw prokariotycznych wygtuje wiecej niz jedna izoforma
FBPazy, gtdwniesto kombinacje klasy I'i Il lub 11'i Il [Donahuetal., 2000].

U Escherichia coliznaleziono trzy enzymy o aktywéw FBPazy. Enzym klasy |
kodowany przez geribp (Ec-fbp) [Donahue et al., 2000] oraz dwa enzymys¥xldl
kodowane przez gemlpX (Ec-glpX) i genyggF (Ec-YggF) [Brown et al., 2009].
Aktywnos¢ enzyméw GlpX i YggF jest silnie inhibowana przeearganiczny fosforan,
a struktura trzeciorzlowa kompleksu GlpX z fosforanem potwierdzite, nieorganiczna
czasteczka fosforanu wie st z centrum aktywnym enzymu, co witfga hamowanie jego
aktywnaci. ADP, AMP i PEP kady przy st¢zeniu 1 mM nie maj znacacego wptywu na
aktywna¢ obu enzymow [Brown et al., 2009]. Biatka tg leomodimerami podjednostek
0 masie 36 kDa i 34,3 kDa (YggF). Oba wykazoptimum dziatania przy pH 7,5-8,0 i do
swojej aktywnéci wymagaj jonéw Mrf*. Enzym GlpX jest bardziej aktywny i ma
wieksze powinowactwo do F-1,6-BP w poréwnaniu do enzyfggF. Oba typy FBPazy
nie wykazuj podobigstwa strukturalnego, a ponadto nie jest znanaldigjozna rola
enzymu YggF [Donahue et al., 2000].

U bakterii Corynebacterium glutamicunktora odgrywa istots role w produkcji
przemystowej aminokwaséw [Rittmann et &Q03; Kalinowski et al., 2003], wygiuje
FBPaza klasy I, ktora jest homotetramerem o podjstte 35,5 kDa. Wykazuje ona 44%
podobigstwa sekwencji aminokwasowej z enzymem Glp)E.zcoli [Rittmann et al.,

2003]. Optymalne dziatanie enzymu r@sie w pH 7,7 w obecrdé jonbw manganu
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(Mn?"). Aktywnos¢ tej FBPazy jest catkowicie inhibowana przez @81 AMP,
a potowicznie przez 36pM PEP, 14QuM LICl, 1,6 mM fosforanu lub 1,2 mM fruktozo-
1-fosforanu. Gen zostat nazwanfpp, pomimo ze enzym naky do klasy II
[Rittmann et al., 2003]. FBPaza klasy llICorynebacterium glutamicurmachowuje si
podobnie jak FBPaza zwieiza w aspekcie hamowanie przez AMP [Hines et al0620
Rittmann et al., 2003]. Nadekspresja FBPazy w k&gt Corynebacterium glutamicum
prowadzi do zwgkszenia wydajngci (ok. 40%) produkcji L-lizyny (dominagy
aminokwas w przem$je paszowym). Niedobor lizyny powoduje zahamowam#ostu,
zanik mgsni, zaktdcenie biosyntezy biatka oraz odwapnierogck Zatem wykorzystanie
nadekspres;ji fruktozo-1,6-bisfosfatazy do @wizenia efektywniei biosyntezy wydaje si
by¢ korzystne [Becker et al., 2005].

U Mycobacterium tuberculosiwystepuje tylko jedna FBPaza klasy Il kodowana
przez gerRv1099c Enzym posiada 43% identyczeosekwencji aminokwasowej z GlpX
E. coli [Gutka et al., 2011]. Optimum pH jest przy 7,3d dktywndci potrzebny jest
Mg**. Nie zaobserwowano inhibicji po dodaniu AMP, cyignu, PEP lub ADP do
stezenia 1 mM z wyjtkiem Li*, ktéry inhibowat 50% aktywn@i przy 0,2 mM i 90% przy
2,5 mM wskazuyjc, ze enzym ten naky do grupy fosfataz zateych od litu
[Movahedzadeh et al., 2004; Gutka et al., 2011].

Biatko GIpX w Bacillus subtilisjest kodowane przez gemjl. Enzym wykazuje
54% identycznéci sekwencji aminokwasowej z GlpX @.glutamicumi do aktywndgci
potrzebne $ jony manganu [Jules et al.,, 2009]. AktywtoGIpX jest catkowicie
inhibowana przez dodanie 1 mM PEP. Bakt@eillus subtilisposiadaj drugi enzym
klasy Il kodowany przez gegwydE. Jego ekspresja zale od etapu rozwoju organizmu
[Fujita et al., 1998].

Fosfataz fruktozo-1,6-bisfosforanu klasy IV znaleziono u zthenowej
archeobakteriiMethanocaldococcus jannaschiktora wytwarza metan jako produkt
uboczny [Bult et al., 1996]. W organizmie tym nieanednak genu strukturalnego
odpowiadajcego FBPazie. Istnieje natomiast biatko MJ0109,rekt@osiada dwie
aktywnaici: moze funkcjonowa jako monofosfataza inozytolu (IMPaza) oraz jako
fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu [Stec et 200Q.

Organizmy termofilne posiadgjFBPaz nalezaca do klasy V. U termofilnego
archeontalhermococcus kodakarendf®©D1 znaleziono gen dla FBPazykéfbp, ktory

nie wykazuje podobiestwa do gendéw klasy | i Il. Produkt ekspresji tagmu skifada si
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z 375 reszt aminokwasowych o masie 41,7 kDa i izafial reakog hydrolizy fruktozo-1,6-
bisfosforanu do fruktozo-6-fosforanu. Aktywdtojego zaleéy od jonéw Md" i DTT,
a inhibowana jest przez fruktozo-2,6-bisfosforanMMA nie inhibuje tego enzymu
[Rashid et al., 2002].

3.2.2. Enzymy eukariotyczne
3.2.2.1. FBPazy rélinne

U rodlin wyzszych znaleziono trzy fosfatazy fruktozo-1,6-bisdosnu [Cséke
i Buchanan, 1986]. Enzym cytozolowy (cyFBPaza), nktow eukariotycznych
i prokariotycznych komorkach jest zaamgawany w synteg sacharozy i w
glukoneogenez [Zimmermann et al., 1978; Cséke i Buchanan, 1%3&ip, 1993] oraz
dwie izoformy chloroplastowe cFBPazal i cFBPazaZerf@o et al., 2009].
Chloroplastowa cFBPazal (EC 3.1.3.11) jest klucazowgnzymem w szlaku Calvina-
Bensona, zaangawanym w regeneragijl,5-bisfosforanu rybulozy (RuBP) oraz tworzenie
prekursoréw do chloroplastowej syntezy skrobi [Baieatzko, 1975].

Kinetyczne i allosteryczne wdeiwosci roslinnej cyFBPazy g podobne do FBPazy
ssakow i dradzy. Jest ona inhibowana przez nadmiar substratstatlycznie przez AMP
oraz kompetycyjnie przez fruktozo-2,6-bisfosforasyFBPaza i syntaza fosforanowa
sacharozy (EC 2.4.1.14)a sgtbwnym miejscem kontroli syntezy sacharozy [Rejas
Gonzalez et al., 2015]. Ronne cytozolowe FBPazy mapk. 90% podobigstwastruktury
pierwszorzdowej, wrdéd chloroplastowych homologita wynosi 79-83%. lzoenzymy
roslinne znacznie rinia sic jednak médzy sola. Podobiéstwo medzy nimi jest mniejsze
niz 48%. Nieco w¢ksze jest pomedzy FBPaz ssakdéw a cytozoloavi wynosi 56%
[Daie, 1993]. cyFBPaza i cFBPazad leomotetramerami (160 kDa), masasteczkowa
podjednostki sktadagej st z ok. 340-360 reszt aminokwasowych wynosi ok. &k
[Ke et al., 1989; Chiadmi et al., 1999]. Koniec Bldtej podjednostki (ok 150-200 reszt
aminokwasowych) zbudowany jest zaBhelis i 8 arkuszyp i w enzymie cytozolowym
posiada miejsce wkania AMP. Koniec C (130-200 reszt aminokwasow\sttiada st z 4
a-helis i 5 arkuszy oraz posiada miejsce aktywne enzymu. Obigazpofaczone §
pojedynczym polipeptydem, ktéry odpowiada za przanie jonéw MG
[Ke et al., 1989; Chiadmi et al., 1999; Villeretadt, 1995]. Tetramer FBPazystimnej nie
wykazuje podczas aktywacjiattz hamowania zmian strukturalnych podobnych do tych
odnotowanych dla enzymow dgowcow [Chiadmi et al., 1999]. cFBPazaknbsic od

cyFBP dodatkow sekwengy 20-30 reszt aminokwasowych w domenie regulatorowej
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(.,petla 170"), ktoéra zawiera 3 cysteiny (pozycja 15331 178 dla grochu). Dwie z nich
moga tworzy¢ mostek dwusiarczkowy, ktory jest przycayremian w strukturze
trzeciorzdowej enzymu spowodowanej redukeciktadu za pomagtioredoksyny f (TRX
f)/ferredoksyny podczas dziataniaiatta [Chiadmi et al., 1999; Daie, 1993]. To zjako
nie zachodzi dla cytozolowej FBPazy. Izoforma cFBR2 posiada ,gtli 170" w swojej
sekwencji. Jej aktywrié wzglkdem substratu jest 6,6 razy mniejszaz miFBP1
[Serrato et al., 2009]

FBPaza zGinkgo bilobaL. [Yonzone et al., 2015] jest podobna do pozostaty
jednak jej stabilng w przeciwigstwie do cytozolowej FBPazy ze szpinaku (2 na@siw
50% glicerolu przy -2%C) [Herzog et al., 1984] cz&nacystisnidulans(kilka tygodni w -
20°C) [Udvardy et al., 1982] wynosi tylko 2-3 dni [Yoone et al., 2015]. Kationy
jednowartéciowe K i Na" nie maj istotnego wplywu na aktywsé, natomiast L
inhibuje, a NH" silnie stymuluje enzym. Dwuwasgciowe kationy M§" i Mn?* wyraznie
stymuluj, podczas gdy Ciii Zn** hamuj funkcje enzymu. Jony cynku inhibufFBPaz
z Mangifera indica a jony Li" z Purococcus furiosup/erhees et al., 2002]. Silna inhibicja
przez metale ¢ikie sugerujeze w miejscu aktywnym znajdugsic grupy sulfhydrylowe
[Chhetri et al.,, 2006]. Hamage dziatanie EDTA jest charakterystyczne nie tytka
FBPazy zGinkgo biloba,ale take dla enzymu ZAcer pseudoplatany$cala i Semarsky,
1971]. W przypadku FBPazy @inkgo bilobal. optimum aktywnéci przypada przy pH
8,0 podobnie jak dla enzyméw bakterii islio nizszych (pH 8,0-8,5 dlaBacillus
licheniformis czy pH 8 dla Bacillus subtilis i Saccharomyces cerevisjae
[Opheim i Bernlohr, 1975; Fujita i Freese, 1979tdzolowa FBPaza z ¢bn wyzszych
wykazuje optimum aktywriei w pH obogtnym w przeciwiéstwie do zasadowego dla
FBPazy zGinkgo bilobal. Rd&znice te sugergj ze enzym ten ma by uwazany za
ewolucyjne powizanie medzy organizmami nagonasiennymi i okrytonasiennymi
[Botha i Turpin, 1990].
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3.2.2.2. Wjtrobowy i miesniowy izoenzym FBPazy
U ssakow wysipuja dwa r&ne geny kodujce dwa izoenzymy FBPazy

[Tillmann et al.,, 2000]. Gerfbpl ulega ekspresji gtdwnie w hepatocytach, nerkach
i monocytach. FBPazal ¢tlaca produktem ekspresji tego genu, zwana enzymem
watrobowym, dziata jako regulator syntezy glukozyiecukrowych substratow w procesie
glukoneogenezy [Solomon et al., 1988; El-Maghralaile 1995]. Geribp2 ulega ekspres;ji

w migsniach, a jego produktem jest enzym e¢éniowy czyli FBPaza2
[Al-Robaiy i Eschrich, 1999]. Oba enzymy zroa si¢ kinetyka i wiasciwosciami
immunologicznymi [Skalecki et al., 1995; MizunumaTashima, 1986], jak réwnie
sktadem aminokwasowym [van Tonder et al., 1985jnSé¢ al., 2001]. Obie FBPazy
odznaczaj sie wysokim powinowactwem do fruktozo-1,6-bisfosforanktory jest
substratem reakcji. Aktywsé enzymodw jest hamowana allosterycznie przez AMP
i NAD® oraz kompetycyjnie przez fruktozo-2,6-bisfosforakiérego stzenie jest
regulowane hormonalnie [Van Schaftingen i Hers,1138lkis et al., 1981]. Co ciekawe,
hamowanie aktywniwi FBPazy przez AMP i F-2,6-BP odbywag ssynergicznie
[Bartrons et al., 1983; Pilkis et al., 1995; Varh&ftinge i Hers, 1981; Liu i Fromm, 1988].
Efekt ten wystpuje w obu przypadkach. Dla enzymugimiowego stata inhibicji (K dla
F-2,6-BP bez udzialu AMP wynosi 90 nM a przy udziaAMP 40 nM
[Skalecki et al., 1999].

Najistotniejsza rgnica w aktywnéci obu enzymow polega na ich wvliavosci na
hamowanie allosteryczne przez AMRBs tla enzymu n@sniowego przyjmuje warkei
pomidzy 0,05-1 pM, podczas gdy dla enzymatrebowego wartéci te s w przedziale
10-15 puM [Tejwani, 1983; Skalecki et al., 1995, 999%izak et al., 2004, 2008;
Rakus et al., 2003; Dzugaj, 2006]. Biorpod uwag, ze normalne gtenie AMP w krwi
jest w przedziale 10-20 uM [Dzeja i Terzic, 20083, w warunkach fizjologicznych
FBPaza misniowa powinna b§ catkowicie nieaktywna. Ostatnie badania pokazaty
jednak, ze ponad 50% mleczanu pozostaje wedmiach i jest tam przeksztatcane
w glikogen [Gleeson, 1996]. Dodatkowo udowodnione w mksniach reakcja
katalizowana przez kinaz pirogronianovy moze przebiegda w obu kierunkach
[Dobson, 2002]. Na podstawie tych badanozna stwierdat, ze pomimo wysokiej
wrazliwosci na hamowanie przez AMP, FBPaza wedniach mae funkcjonowa w

warunkach fizjologicznych.
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Réwniez jony wapnia wykazuj zdolng¢ do blokowania aktywniai fopazowej ssakow,
ale doktadny mechanizm tej inhibicji nie jest donk&a poznany. Wiadomo jedynie,
ze enzym nygsniowy jest prawie 1000 razy bardziej vtisvy na hamowanie przez jony
Ccd”* niz enzym watrobowy [Gizak et al., 2004]. Inhibicja enzymugstiowego przez jony
wapnia jestscisle zwigzana z ruchemgtli katalitycznej, a szczegélnie z regzwasu
glutaminowego (E69 u cziowieka) zlokalizowanego yprzkoncu C tli
[Zarzycki et al., 2007]

Wykazano, ze fizjologiczna rola msniowe] FBPazy wykracza poza jej funkcje
enzymatyczne. Enzym ten znaleziono asirge komoérkowym [Gizak et al., 2009] oraz
w mitochondriach [Gizak et al., 2012; Mamczur et, &012; Pirdg et al., 2014].
W sekwencji gendw wszystkich znanych zwienpech FBPaz znajduje ¢sisygnat
lokalizacji jadrowej NLS (ang. Nuclear Localization Signal). Pdapodobnie posiadaj
one rownie sygnat eksportu zfira NES (ang. Nuclear Export Signal), ale nie Z2odia
jeszcze potwierdzone. Wszystko wskazuje naz¢oFBPaza mgniowa naley do grupy
enzymow wielofunkcyjnych (moonlighting proteinsgftery et al., 1999], ktorych funkcja
nie zaley jedynie od aktywngri katalitycznej lecz tale od zdolnéci do interakcji
z r&nymi biatkami  pdrowymi i mitochondrialnymi [Mamczur et al., 2012;
Gizak et al., 2012]

Migsniowa FBPaza wyspuje w komoérce w dwoch stanach. Enzym w stanie waoln
zlokalizowany w cytoplazmie jest nieaktywny przyzjélogicznym stzeniu AMP
[Skatecki et al., 1995]. Enzym w stanie zmanym z aldolag oddziatuje silnie zi-aktym

- gtbwnym biatkiem strukturalnym linii Z. Badanianmunohistochemiczne wykazaty,
ze ludzka mgsniowa FBPaza jest zlokalizowana po obu stronach Hnmiocytow
[Gizak et al., 2003]. Przypuszczag,size FBPaza w stanie zgdanym oddziatuje
dodatkowo z aldolaz tworzac kompleksy na linii Z [Rakus et al., 2013]. Utwerze
kompleksu FBPaza-aldolaza znosi inhibiprzez AMP, co umdiwia syntez glikogenu
w migsniach [Rakus et al., 2004]. W kolejnych badaniactykazano, ze w
oddziatywaniach z aldolazuczestnicz aminokwasy przy N kiacu [Gizak et al., 2008].
Odkryto réwnieg, ze jony wapnia destabilizajkompleks FBPazy z aldolaza linii Z

w miocytach, hamar syntez glikogenu podczas intensywnego wysitku
[Gizak et al., 2013; Rakus et al., 2013]. Takiefgk®l nie zaobserwowano dla enzymow

watrobowych [Rakus i Dzugaj, 2000].
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Porownujc sekwencje FBPaz égowcdw w obegbie jednego gatunku widzimy,
ze identyczné sekwencji izoenzymow strobowego i mgsniowego wynosi 71-76%,
natomiast identyczri6 danego enzymu z #aych gatunkédw wynosi 77-96%

(Rysunek 15, Tabela 1).

Tabela 1. Identycznéci oraz podobigstwa sekwencji (wg. BLOSUMG62)FBPazy w4trobowej (1
oraz megsniowej (2) wybranych lkmgowcoéw: Danio rerio (Dr) [Konzer et al., 2013
Xenopus tropicalis (Xt) [Klein et al, 2002], Gallus Gallus (Gg) [Tillmann et al, 2002]
Oryctolagus cuniculugOc) [Tillmann et al., 2002]Homo sapiengHs) [Solomon et al., 1988].

IDENTYCZNOSC [%]

Drl | Dr2 | Xt1 | Xt2 | Ggl| Gg2| Ocl ©Oc2 Hsl H
Drl 71 82 77 78 77 79 77 79 71
Dr2 | 86 71 76 70 77 67 74 69| 74
Xtl | 94 | 86 77 81 78 83 79 82| 78

o | xt2 | 92 | 88 90 73 86 74 | 85 75| 84

o

E Ggl| 90 | 84 91 87 73 82 75 78| 75

g

5 | Gg2| 91| 89 89 94 88 74 | 87 74 | 86

@)

&)

8 Ocl| 90 | 84 91 88 91 88 75 9 | 75
Oc2| 92| 88 90 95 89 95 88 76 | 96
Hsi| 90 | 83 92 88 91 89 97 84 76
Hs2 | 91 | 87 90 94 89 95 88 99 8¢
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15. Zestawienie sekwencji aminokasowych izoenzyméw FEBPavybranych kggowcow
(watrobowy — 1, mgsniowy — 2).Danio rerio (Dr) [Konzer et al., 2013]Xenopus tropicalis (Xt)Klein et
al., 2002],Gallus Gallus (Gg)[Tillmann et al., 2002]Oryctolagus cuniculus (Od)Tillmann et al., 2002],
Homo sapiens (Hs)Solomon et al., 1988]. Reszty bioe udziat w wizaniu AMP (#), jonéw M§(@)
oraz substratu (&). Kolor niebieski oznacza identyc#th@ czerwony podobfstwa wediug macierzy

BLOSUMG62. Granice midzy domen allosterycza a katalitycza zaznaczylem czagirprzerywan linia.
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Do tej pory rozwazano 83 struktury krystaliczne izoenzymgtm@bowego z trzech
eukariotycznych organizmowHpmo sapiens- 15 struktur,Sus scrofa— 67 struktur,
Oryctolagus cuniculus 1 struktura) oraz g¢ struktur FBPazy nginiowej (Homo sapiens
— 5 struktur) [Zarzycki et al., 2011; Shi et al013]. Na ich podstawie nmioa przedstawi
0g0lm charakterystyk strukturalm enzymu ssaczego.

Eukariotyczna FBPaza typu | wygpuje jako homotetramer [Marcus et al., 1982;
El-Maghrabi et al., 1993] zbudowany z podjednosteknasie ok. 37 kDa. W kdej
podjednostce znajduje ¢si9 a-helis i 13 arkuszyp [Zhang et al., 1994]. Kala
podjednostka sktada ¢siz domeny allosteryczne] (regulatorowej, reszty 00)2
zlokalizowanej przy N kacu oraz katalitycznej przy C kou. Pom¢dzy domenami
znajduje s} miejsce wazania, jonébw metali [Ke et al., 1990; Villeret ek, al995;
Choe et al., 2000]. W skiad domeny allosterycznehadzi 5a-helis i 8 arkuszyg,
natomiast domena katalityczna zbudowana jest a-helis i 5 arkuszyf. W czsci
allosterycznej znajduje simiejsce wazania nukleotydu (miejsce inhibitorowe), natomiast

po przeciwnej stronie podjednostki znajduea@ntrum katalityczne (Rysunek 16).

180°

>

Rysunek 16.Schemat budowy podjednostki FBPazytnebowej u kegowcéw (PDB: 1EYJ). Na zielono
zaznaczono domerellosterycza, natomiast na niebiesko domekatalityczry. Czsteczki F6P oraz AMP,

przedstawione jako modele czaszowe, wskatokalizacg miejsca inhibitorowego (AMP) oraz miejsca
aktywnego (F6P).

Tetramer FBPazy nima opiséd jako dimer dimeréw utworzony przez dimer
“goérny” (podjednostki C1 i C2) oraz dimer “dolnypddjednostki C3 i C4). Symetria D2
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tetrameru opiera sina trzech wzajemnie prostopadtych osiach dwukdtr{iRysunek 17).
Nazewnictwo podjednostek zostato otome na podstawie enzymu atnobowego.
Rozpoczynajc od gornej lewej podjednostki, pafcz na tetramer wzdiu osi X
(Rysunek 16), nazywamy podjednostki zgodnie z rocheskazéwek zegara C1-C2-C3
-C4. Specyficzne dla FBPazy jest gtenie dimerow dolnego i gérnego wadgm siebie.
Obrot dimeréw nasgpuje wokot osi z i jest on zazany ze stanem enzymu. 8kdimerow

opisywany jest przezakk, ktGrego sposob wyznaczania opisalem w dalszggcpracy.

z

AMP

Rysunek 17.Schemat budowy tetrameru FBPazy egkwcow. Podjednostki C1, C2, C3 i C4 numerowane
sa zgodnie z ruchem wskazowek zegara. Pahie miejsca aktywnego (MA) i miejscaamania nukleotydu
(AMP) zaznaczono grulczcionk (przed ptaszczyz) oraz cienk (za ptaszczyz).

Kazda podjednostka posiadatie katalityczra (reszty 52-72) znajdaga Sie na
zewngtrz podjednostki, ktora me przyjmowa trzy rézne potaenia w zalénosci od stanu
enzymu [Choe et al., 1998]¢tRa w potazeniu ,engaged” (Rysunek 18A) znajduje si
blisko miejsca aktywnego, a w pakniu ,disengaged” (Rysunek 18C) daleko od miejsca
aktywnego. Stan ,disordered” (Rysunek 18B) jestnsta przejciowym pomedzy
potozeniami ,engaged” i ,disengaged” [Nelson et al., DOV strukturach krystalicznych
petla w potazeniu ,disordered” jest istotnie nieupadkowana i charakteryzuje ¢si
brakiem gstasci elektronowe;j.
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L~52 '.52 C—S

72 S| 2

Rysunek 18.Mozliwe potozenia gtli katalitycznej. A-engaged, B-disordered, C-digaged

Badania strukturalne FBPazy pozwolity na przepraxeaie dokitadnej
charakterystyki miejsca wzania nukleotydu. [Liang et al., 1993; Gidh-Jainakf 1994;
Zhang et al., 1994; Stec et al., 1996; Iversenl.etl897]. Aminokwasy bicice udziat
w tworzeniu miejsca wzania AMP znajduj sie w kilku punktach domeny allosterycznej
(Rysunek 19). Grupa fosforanowa AMP oddziatuje =tgpajacymi resztami: Thr27,
Glu29, Tyrl13. Atomy tlenu z pigienia rybozy oddziatgjz resztami Tyr 113, Arg140
I Val160. Zasada purynowa AMP oddziatuje z resztsfalil7, Thr31 oraz, w izoenzymie
migsniowym, z dwoma resztami w pozycjach 177 i 179. &BPwtrobowa w pozycjach
177 i 179 posiada reszty Met i Cys, natomiast wysTig misniowym wystpuja reszty
Thr i GIn. Nie do kéca znane s podstawy zrénicowanej podatn@i obu enzymdw na
hamowanie przez AMP. Mdtiwe, ze w izoenzymie mgniowym glutamina 179 tworzy
wiazanie wodorowe z lizyn 20, dzgki czemu stabilizuje helisal odpowiedziala za
wiazanie AMP. W pozycji 20 w enzymie atvobowym zamiast lizyny wyspuje kwas
glutaminowy. Obecni tak skrajnie rénych reszt aminokwasowych w pozycji 20
mogtaby wyjania¢ zréznicowara podatnéci obu enzymow na hamowanie przez AMP
[Rakus et al., 2005].
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M177 (FBPaza1)
T177 (FBPaza2)

C179 (FBPaza1)
Q179 (FBPaza?2)

E20 (FBPaza1)

E29 \@ K20 (FBPaza2)
| V17

T31
127

Rysunek 19. Reszty aminokwasOw bigce udzial w wizaniu AMP w enzymach atrobowym
(FBPazal, PDB: 1FBP) i gfiniowym (FBPaza2, PDB: 3IFA).

Miejsce aktywne enzymu zlokalizowane jest w centrdomeny Kkatalitycznej,
ale w jego sktad wchodzreszty aminokwasowe z obu domen (Rysunek 15).eR@ai
substrat musi hy rozpoznany w miejscu aktywnym w specyficzny sposi@st ono
podzielone na dwie e¢g%ci. Reszty aminokwasowe iace fosforan przy wglu 6
zlokalizowane s w domenie Kkatalitycznej. Interegay jest fakt uczestniczenia w
stabilizacji substratu aminokwasow z obu podjedsiost obebie dimeru. W tworzeniu
miejsca aktywnego w podjednostce C1 bierze udastta Arg243 z podjednostki C2
I odwrotnie. Druga a®&¢ miejsca aktywnego odpowiada za przeprowadzeni&cjiea
hydrolizy. Jest ona zbudowana z reszt pochoglzh z obu domen (Rysunek 15). W jej
sktad wchodz reszty kwaséw asparaginowego i glutaminowego,ekigspolnie z grup
fosforanows przy weglu 1 tworz silnie nukleofilowy rejon, do ktérego megzosta
przycignigte jony magnezu niezddne do przeprowadzenia reakcji. Jedna z reszt @sp6
zlokalizowana jest nagfli katalitycznej, dz¢ki czemu enzym mie sterowa przebiegiem
reakcji. Sisiadupca z nj reszta Glu69 jest odpowiedzialna za oddziatywanienami
wapnia jednak natura tego oddzialywania nie zostalszcze dokitadnie zbadana
[Zarzycki et al., 2007].
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Q69 D68

Rysunek 20.Reszty aminokwasowe tweize miejsce aktywne w enzymieatrobowym (A) aktywnym
(PDB: 1NUX) oraz (B) nieaktywnym (PDB: 1FBP). W temm aktywnym znajduje siprodukt reakcjip-
fruktozo-6-fosforan i grupa fosforanowa (A) ofgxfruktozo-6-fosforan (B).

Dodatkowym  kryterium  rozpoznawania substratu jesegoj stereoizomeria.
Fruktozo-1,6-bisfosforan wygtuje w roztworze w réwnowadze pogdzy a-anomerem
(zawartd¢ w roztworze 15%; Rysunek 21A);anomerem (zawarié w roztworze 81%;

Rysunek 21B) oraz innymi formami [Frey et al., 1p77

A B

(I)PO32' C|)P032_ (IDPO32_
CH,  CH, CH,
o) 0 OH
HO HO
OH CH,
OH OH OPOs*

Rysunek 21.Fruktozo-1,6-bisfosforan w formie furanoayanomer (A) 3-anomer (B).
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Badania FBPazy prowadzone zyociem analogow fruktozo-1,6-bisfosforanu pokazaty,
ze anomep lepiej wiaze sk do enzymu ri anomero [Marcus, 1976]. Warto zauvgc, ze
anomer [ jest produktem reakcji katalizowanej przez fosikfokinaz
[Benkovic i Schray, 1976]. Jak pokazaty kolejne drad, w wysokich gteniach anomef
moze nawet hamowa aktywnad¢ FBPazy. Wynika z tegoze anomerf maoze ulec
defosforylacji dopiero po mutarotacji do anomeau [Benkovic i deMaine, 1982;
Villeret et al., 1995]. Badania biochemiczne oraampry NMR nie pozwolity na
jednoznaczne wyfaienie problemu stereospecyficZob Wydawato s, ze dopiero
badania strukturalne FBPazy pozwmdnoznacznie odpowiedZi@a to pytanie.

Na pocatku 2016 roku w banku danych PDB zdeponowanych b§®& struktur
eukariotycznych obu izoenzymow FBPazy. Nie wszgsthosiadaj ligand w miejscu
aktywnym (Tabela 2). Analizag dosgpne struktury mzna wychgna¢ wniosek, ze
anomerp lepiej stabilizuje struktwrenzymu w krysztale nianalogo, dlatego tak tatwo

jest otrzyma stabilry termodynamicznie strukteibiatka z anomererp.

Tabela 2.Liczbowe zestawienie ligandéw obecnych w miejskiywanym w strukturach FBPazy
zdeponowanych w banku danych PDB (stan nand2#&.01.2016). Enzym atrobowy (W),
enzym mesniowy M.

Liczba
Rola biologiczna Ligand
W | M
a-fruktozo-1,6-bisfosforan 1 0
substrat .
B-fruktozo-1,6-bisfosforan 1 0
a-fruktozo-6-fosforan 0 1
produkt
B-fruktozo-6-fosforan 44| 1
1,6-bisfosforan 2,5-dehydroglucitolu- (anak@g | 10 | 10
analog substratu ) ,
1,6-bisfosforan 2,5-dehydromannitolu (anaf)g
inhibitor fruktozo-2,6-bisfosforan (analdyy 6 6

W zaleznosci od stzenia kofaktoréw, tj. AMP, F-2,6-BP i Mg oba izoenzymy FBPazy
moga przyjmowa dwie konformacje: ,rozlgniona’-R (ang. relaxed) i ,napta™T
(ang. tense). Konformacja R w enzymigtrwbowym wysgpuje wtedy, gdy w miejscu
aktywnym znajduje sisubstrat i jony metalu. & « wynosi wtedy ok. ®(Rysunek 22A),
a etla katalityczna znajduje giv potazeniach ,engaged” lub ,disordered”. Przyjmuje,si
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ze enzym jest wtedy aktywny. Konformacja T w obuyenach wystpuje wtedy, gdy
w miejscu wizania nukleotydu znajdujeesiczasteczka AMP. Kt k wynosi wowczas
ok. 20 (Rysunek 22B), a gtla katalityczna znajduje siw potazeniu ,disengaged”
[Choe et al., 2000]. Zaktadagsize w stanie T enzym jest nieaktywny. W enzymie
watrobowym, w zalenosci od wzgkdnych s¢zen efektorow, kit « moze oscylowa
pomiedzy skrajnymi wartéciami @-20° [Hines et al., 2007].

Rysunek 22. Ogélny schemat tetrameru FBPazyatwbowej w aktywnym stanie R (A)

oraz nieaktywnym stanie T (B).

Przefcie ze stanu R do T jest wywotane pergeniem cgsteczki AMP, co powoduje
przesungcie helisyal w stror centrum tetrameru. Helise2 przesuwa giwzdiuz swojej
osi od centrum tetrameru. Efektem ruchéw helis pstwanie wizan wodorowych
pomikdzy podjednostkami C1 i C4 oraz prieg petli katalitycznej do pozycji
.disengaged” [lancu et al., 2005].

Duza liczba struktur FBPazyatrobowej oraz kilka struktur enzymu ganiowego
jest zrédtem catej naszej wiedzy o budowie i funkcjonoimaiego organospecyficznego
enzymu. Niestety jest ona réwniprzyczym powstania licznych probleméw zyzianych
Z omawianiem jego budowy. Podstawowym problemermgescyzyjne wyznaczanieata
k. Istnieje kilka sposobow jego oktania. Wartdci katow dla tej samej struktury
wyznaczone rinymi metodami rénia sic 0 + 3°. Najprostszy sposob jego wyznaczania
polega na sprowadzeniu go datk mkdzy wektorami dczacymi dwa state punkty
w dimerach po ich zrzutowaniu na ptaszcaypmostopadi do osi z. Dodatkowo natg

ustalic, wzgkdem ktorego dimeruddlziemy okréla¢ wartas¢ kata k. W moich badaniach
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kat k zdefiniowatem jako & pomkdzy wektoramidczacymi atomy @ reszt Leu30 po ich
Zzrzutowaniu na ptaszczyzixy prostopadt do osi z. Dimer C3-C4 ustawiony réwnolegle
Z ptaszczyza yz tj. prostopadle do osi x ustalitem jako déirdniesienia, wzghlem ktorej
okreslitem kat k. Ustalajc kierunek obserwacji od strony dodatniego zwrosi p,
przyjmuje s¢, ze obrot wektora C2C1 wzgkdem nieruchomego wektora CX4
zgodnie z ruchem wskazowek zegara powodigeat k ma znak dodatni natomiast obrot
przeciwny do ruchu wskazowek zegarasknejemny kat «.

Kolejny problem dotyczy nazewnictwa niektérych &tar drugorzdowych,

a w szczegolniwi petli katalitycznej. W wekszasci publikacji mana spotka sie

z nazwami ,Loop 50-72” lub ,Loop 52-72". Nazwa tazpjcta sk do okralania gtli
katalitycznej, ale nie stanowi ona odzwierciedlesydéuacji faktycznej w strukturze. Po
zastosowaniu programu DSSP do @lemia struktury drugokdowej znanych FBPaz
mozna stwierdzi, ze petla katalityczna zawiera ginp. pomégdzy resztami 49-72 dla
wieprzowej watrobowej FBPazy, resztami 49-68 dla mutanta lugzZkiPazy mg¢sniowej
lub resztami 49-73 dla struktury ludzkiej FBPazy watroby. Okrdlenie ,petla
katalityczna” wize sk z faktem,ze jeden z aminokwasow wchagych w jej sktad, E68,
bierze udziat w reakcji katalizowanej przez enzyRawniez spotykane w niektorych
publikacjach okréenie ,petla dynamiczna” odzwierciedla zdokto petli do zmiany
potozenia od pozycji ,engaged” do ,disengaged”.

Najbardziej problematyczne okazuje gdnak nazwaniegtli za pomog nomenklatury
struktur drugorgdowych. Okazuje gsibowiem,ze w obebie ptli w pozycji ,,disengaged”
znajduje si krotka helisa @, ktéra zanika gdy gtla znajduje s w pozycji ,engaged”,
a w ktérej obecneasdwie kroétkie strukturyf. Aby zachowd niezmieni kolejnas¢
numeracji struktur drugogdowych utatwiagca porownywanie rénych struktur FBPazy,
zdecydowatem si na specyficzne nazywanie krotkich struktur drugdazvych. Dla
przyktadu struktura 3 w obrbie ptli L2 nosi nazwenL2. Ten sam system zastosowatem
rowniez w przypadku podobnych sytuacji w innycétipch.

3.3 PATOLOGIE ZWI AZANE Z ZABURZENIAMI METABOLIZMU GLUKOZY

Glukoza jest magazynowana wgtwobie i misniach w postaci glikogenu. Zarowno
synteza (glikogenogeneza) jak i rozpad (glikoger@liglikogenu s katalizowane przez
kaskad@ enzymow (Rozdziat 3.1.3 i 3.1.4). Uwarunkowane efgcenie zaburzenia
metabolizmu glikogenu, dolace skutkiem niedoboru niektérych enzymow, dlaee g
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glikogenozami lub chorobami spichrzowymi (ang. glyen storage disease)a $o
choroby dziedziczne gtownie atvoby i migsni. Ograniczenie aktywrgi enzymu
bioracego udziat w syntezie prowadzi do afemia ilgci glikogenu, a nadmiar cukru
odktada s w watrobie, nerkach i mgniach, powoduyjc nieodwracalne zmiany.
W przypadku mutacji enzymu rozkladeg@go glikogen wyspuje hipoglikemia oraz
akumulacja glikogenu w arobie i mgsniach. WyrG@nia sg 12 typow glikogenoz w
zaleznosei, ktéry enzym ulega uszkodzeniu. Niedobor ékneego enzymu mie dotyczy
jednego nargu lub mae by tkankowo-specyficzny i obejmowawatrobe, migsnie
szkieletowe, mgsien sercowy, nerki i jelita. Jedne z najéeziej wyskpujacych mutacji w
genie fosfatazy glukozo-6-fosforanu lub translokagykozo-6-fosforanu prowadzdo
przerostu wtroby i nerek (choroba von Gierke'go) [Chou et 2010]. Syndrom Franconi-
Bickel jest zwizany z uszkodzeniem Dbiatka transpateigo GLUT-2
[Christian et al., 2010]. Spichrzanie glikogenuzeédy¢ ograniczone do kilku tkanek lub
organow, ale mee dotyczy réwniez catego organizmu. Leczenia tych patologii ogramicz
si¢ zwykle do stosowania odpowiedniej diety [Bejtkilalinska, 2011]. Trwaj rowniez
prace nad opracowaniem skuteczniejszych metod yagbarha terapii genowej czy
stymulacji szlakéw metabolicznych [Yiu et al., 2010

Glukoneogeneza jest szlakiem resyntezy glukdeyovaz aminokwasow, mleczanu
oraz glicerolu. Reakcja katalizowana przez fosfatdmiktozo-1,6-bisfosforanu jest
kluczowym punktem w tym procesie. Niedobér FBPaegt jrzadkim zaburzeniem
genetycznym (po raz pierwszy rozpoznany w 1970 z0Bekera i Winegarda [1970]),
ktore dziedziczy si autosomalnie. Jest ono spowodowane mutacjami we giopl
(znaleziono 12 mutacji)ktore zmniejszag aktywndgé FBPazy, ograniczag szybkdé
glukoneogenezy i powodig hipoglikema i kwasia mleczanow. Czstotliwosé
wystepowania tej patologii wynosi 1-9/100000 [Douillaed al., 2012]. Pojawienie i
glicerolu lub glicerolo-3-fosforanu w moczu jestachkterystyczne dla choroby. Jest ona
rozpoznawana na podstawie oznaczenia enzymatyekigynaci FBPazy lub metag
spektrometrii gazowej (GC/MS).

Jedny z powszechnych choréb metabolicznych jest cukrzyedaca wynikiem
spadku efektywngi dziatania lub brakiem insuliny. Wyidia skt dwa typy tej choroby, 1
oraz 2, przy czym typ 2 stanowi ok. 90% wszysthichypadkow. Wtroba jest gitdwnym
miejscem syntezy endogennej glukozy z kwasu mlegows drodze glukoneogenezy lub

w mniejszym stopniu z glikogenu (glikogenoliza).gBtuje s¢, ze glukoneogeneza jest
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kluczowa dla nadprodukcji glukozy w cukrzycy typu, 2 inhibicja fosfatazy
fruktozo-1,6-bisfosforanu nie ograniczy rozwdéj choroby. Inhibitor otowiowy MB06322
(CS-917) zastosowany u gryzoni z cukrzygpu 2 ograniczyt produkejglukozy o 70%
i glukoneogenegzo 46%. Zatem glukoneogeneza, a szczegolnie frokig&-bisfosfataza
stanowi potencjalny cel dla interwencji farmakolyiej. Atrakcyjné¢ FBPazy jako celu
terapeutycznego zwdana jest z jej centralnrola w glukoneogenezie, ktora utlivia
inhibicje tego enzymu bez wpltywu na inne szlaki (glikogeraliglikoliza, cykl Krebsa).
[Bie et al., 2015; Kubota et al., 2015].

Rak jasnokomoérkowy nerki (ccRC@ng. clear cell renal cell carcinoma
charakteryzuje sipodwyzszonym poziomem &tenia glikogenu i akumulagijttuszczow.
Te zmiany metaboliczne zyaane § z mutacy w genie von Hippel-Lindau (VHL), ktora
promuje nowotworzenie. Zauwano, ze ekspresja FBPazy w komorkach ccRCC
zapobiega wzrostowi komérek nowotworowych, co wskana jej funkai w hamowaniu

rozrostu guza [Li et al., 2014].
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4. MATERIALY | METODY

4.1. ODCZYNNIKI I BUFORY

Tabela 3.Zestawienie odczynnikdéw i materialtdw wykorzystanyelpracy.

Odczynniki / Materiaty Producent

Coomassie Brilliant Blue G-250, TEMED Serva

SDS, DTT, Tris, HEPES, &kit bromofenolowy,
Akrylamid, N,N’-metylenobisakryloamid,

odczynnik Bradford, glicyna, glicerol, siarczan Merck
amonu, wodorotlenek sodu, chlorek potasu, chlorek

wapnia, chlorek magnezu

Broad Range Protein Molecular Weight Markers

V8491 Promega
kwas octowy, metanol, kwas solny Polskie Odczyn@ikemiczne
BugBuster Novagen
Superdex 200 Pharmacia
Fosfoceluloza P11 Whatman
IPTG Thermo Scientific
Zestawy odczynnikéw do krystalizacji: Index,
Crystal Screen I/ll, PEG/lon Screen I/ll, MembFac
Ptytki do krystalizacji, MPD, chlorek potasu, clear Hampton Research
wapnia, chlorek magnezu, trojzasadowy cytrynian
amonu pH 7.0, glicerol, PEG6000
Zestawy odczynnikéw do krystalizaciji:
JCSG-plus, PACT premier, Structure Screen, Molecular Dimensions Ltd
Morpheus
Komoérki BL21 pLysS Lucigen
Fruktozo-1,6-fosforan, fruktozo-6-fosforan, NADP,

Sigma Aldrich

G6PDH, G6PI

. Zaktad Fizjologii Molekularnej
Konstrukty do nadekspresji FBPazy

. . Zwierzat,
w bakteriacte. coliBL21 pLysS

Uniwersytet Wroctawski
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Tabela 4.Sktad 15%xelu poliakrylamidowego z SDS.

Sktadniki Zel zagszczajey [10 ml] Zel rozwijapacy [20 ml]
30% akrylamid/BAA (30/0,8 1,7 ml 10 mi
1 M Tris-HCI pH 8,7 - 7,5 ml
1 M Tris-HCI pH 6,8 1,2 mi -
20% SDS 5Qd 100l
H,0 7 ml 2.3 ml
APS 70ul 140l
TEMED 6,5ul 7 pl
Tabela 5.Sktad roztworéw do barwienigeli [Ausubel et al., 1994].
Roztwor Sktad Sktad procentowy
125 ml 100% metanol 50%
Roztwor barwicy 25 ml 100% kwas octowy 10%
[250 ml] 100 ml HO 40%
0,125 g Coomassie Brilliant Blue R-2%0 0,05%
Roztwor odbarwiaic 25 ml 100% metanol 5%
1500 mi] Ay 62,5 ml 100% kwas octowy 12,5%
412,5 ml HO 82,5%

Tabela 6.Sktad 10x buforu elektrodowego w przeliczeniu n@@l [Laemmli, 1970].

Sktadniki los¢
Tris 309
Glicyna 144 g
SDS 10g
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Tabela 7.Skiad buforu obeizajacego SBL 2x na 20 ml.

Skfadniki lose
1 M Tris-HCI pH 6.8 2,5 ml
20% SDS 4 ml
100% glicerol 4 ml
DTT 616 mg
10 mg/ml bekit bromofenolowy 0,2 mi
H.O 9,3 ml

Tabela 8.Sktad paywki LB.

Skfadniki llos¢
Bakto-Trypton 1%
Ekstrakt dradzowy 0,5%
Chlorek sodu 0,5%
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4.2. OTRZYMANIE | OCZYSZCZANIE BIALKA

4.2.1. Nadekspresja biatka w bakteriacliEscherichia coli

Biatko do krystalizacji mgna wyizolowa& z natywnego organizmu lub otrzytiaa
drodze nadekspresji. Biatka naturalne postdéinorodne modyfikacje potranslacyjne,
a ich ilas¢ w materialezrédtowym jest najozciej niewielka. Zastosowanie bakteryjnych
systeméw ekspresyjnych pozwala na stosunkowo azytdoh i wydajra produkcg
niemodyfikowanych biatek rekombinowanych. Zestawi tsktada st z plazmidowych
wektorow ekspresyjnych zawieaych sekwengj kodupca dane biatko oraz bakteryjnego
gospodarza, zwykle€Escherichia coli w ktorym nasipuje ekspresja biatka. Stosgj
nadekspregsj mazna otrzymdé biatko o zmienionej sekwencji aminokwasowej
(tzw. mutant). Pozwala to np. na weryfikabjpotez zwazanych z mechanizmami reakcji
enzymatycznych.

Prace nad klonowaniem i ekspeesptywnej ludzkiej misniowej FBPazy oraz jej
mutantem E69Q wcZeiej prowadzone byly przez dr Marka Zarzyckiego
oraz mgr Janusza \Wiiewskiego [Zarzycki, 2011].

Opierapc sk na ich déwiadczeniu, do otrzymania rekombinowanego biatka
zastosowatem komorki BL21 pLysS zawierd plazmid pETite (Lucigen) z natywn
sekwenci kodupca ludzka migsniowa FBPaz. Pazywka LB (12 ml) do hodowli
zawierata kanamycyn (30 pug/ml). Hodowla komérkowa przebiegata z wysaniem
(200 rpm) przez noc w temperaturze€ @7 Inkubacg zakaczytem, gdy absorbancja przy
dhugcsci fali A=600 nm (ORowonn) OShgreta wartgé okoto 0,6. Zawiesina komorek gida
do zaszczepienia 3 litrow ppwki LB, zawierajcej kanamycya (30 pg/ml). Hodowk
prowadzitem z wytrgsaniem 4 godziny (3C, 200 rpm), do osgnicCia gStasci
optycznej ORoo = 1,5. Ekspresj biatka indukowatem przez dodanie IPTG dezehia
koncowego 100ug/ml. Komoérki bakteryjne inkubowatem 8 godzin {& 200 rpm),

a nasgpnie wirowatem 10 min w temperaturz&A(Eppendorf 5804R, 4000g). Otrzymany

osad przechowywatem w -80 do momentu zycia.

4.2.2. Liza komoérek

W celu izolacji biatka otrzymanego w wyniku nadetesji, komorki bakteryjne

poddaje si lizie. W tym procesie zostaje zniszczona btona &dmwa i biatko uwalniane
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jest do roztworu przy jednoczesnym zachowaniu jegl@asnagci np. aktywngci
enzymatycznej, struktury itp. Lg¢z bakterii mana przeprowadzi za pomog
ultradzwickow (sonikacja), nadgmienia (prasa Frencha), odpowiednich czynnikéw
chemicznych (detergenty, rozpuszczalniki organitziud biochemicznych (trawienie
enzymatyczne).

W trakcie moich badado rozbicia struktury komorek bakteryjnych stostemna
detergenty. Osad bakteryjny po rozoepiu zawieszatem w 15 ml buforu lizopgo
BugBuster i inkubowatem 20 min na kotysce labongtesj w temperaturze pokojowe;.
Nastpnie zawiesia wirowatem (14000g) w temperaturz€C4przez 25 min. Otrzymany

supernatant filtrowatem przez wedzklan,.

4.2.3. Oczyszczanie wgbne

Otrzymany lizat bakteryjny jest mieszasipozostatéci btony komorkowej oraz
rozpuszczalnych sktadnikow komorki, takich jak kyasikleinowe, wglowodany, biatka
bakteryjne. Istnieje wiele metod pozwalajch uzyskd homogenny preparat biatkowy.
Opieraj sic one na wykorzystaniu wdaiwosci fizykochemicznych biatek. Pierwszym
etapem oczyszczania lizatu bakteryjnego powinno jaly najszybsze oddzielenie biatek
od pozostatych sktadnikow roztworu.

Precypitacja (wysalanie) jest jediz najstarszych i najprostszych metod oczyszczania
biatek. Polega na selektywnym wadaniu biatka z roztworu przy odpowiednim dobraniu
warunkoéw i czynnika sicajacego. Kluczowe dla procesu wytania § temperatura, pH
oraz stzenie biatka, jak réwnie szybké¢ dodawania czynnika wycajpcego. Zbyt
szybkie dodawanie nie spowodowa lokalma nieodwracala denaturagj biatka. Metoda
opiera st na zmianie rozpuszczalsw biatka, ktora jesfcisle zwiazana z rozktadem reszt
hydrofilowych na jego powierzchni. Reszty te ucmgEsh w tworzeniu oddziatywa
elektrostatycznych porulzy czsteczkami posiadgymi tadunek oraz polarnych
pomiedzy biatkiem a wodnym rozpuszczalnikiem. Efektemialdmia czynnikéw
wytracajacych jest zwgkszona ekspozycja reszt hydrofobowych poprzez usiena ich
otoczenia casteczek wody, skutkiem czego zmniejszga sbzpuszczalng biatka.
Precypitacja jest najbardziej wydajna,zgk prowadzi st ja w poblzu punktu

izoelektrycznego biatka. Otrzymane biatko mglelializowa przed podjciem dalszych
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krokéw, poniewa wysokie st¢zenie czynnika sticajpcego mae przeszkadzaw dalszych
etapach preparacji biatka [Dubin, 2003].

Tabela 10.Najczsciej stosowane czynniki srajace.

Czynnik stacajacy Zakres dziatania (% nasycenia)
sole o wkasnéciach antychaotropowych 40.80
np. siarczan amonu, siarczan sodu
rozpuszczalniki organiczne
25-60
np. etanol, aceton
polimery organiczne
. . <15
np. glikol polietylenowy (PEG)

Oczyszczanie biatka za pompevytracania siarczanem amonu prowadzitem w
temperaturze °C. llos¢ siarczanu amonu potrzepmlo uzyskania konkretnego stopnia
wysycenia okréatem na podstawie Tabeli 11 [Dawson et al.,, 1986od, 1976].
W pierwszym etapie do przgzu bakteryjnego zawiergiego FBPag dodatem drobno
utarty siarczan amonu do 50% wysycenia, agpasgt po odrzuceniu osadu do pozostatego
supernatantu siarczanu amonu do 75% wysycenia.yi@tza zawiesi wirowatem
(7000q) przez 25 min w temperaturZ&€4Uzyskany osad rozpcitem w 20 mM buforze
Tris-HCI pH 7,4, zawieracym 0,1 mM EDTA. Otrzymany roztwor dwukrotnie
dializowatem w buforze (20 mM Tris-HCI pH 7,4; Gy iM EDTA) przez 6 godzin w celu

pozbycia st siarczanu amonu oraz nadmiaru jonow dwuwartavych.
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Tabela 11.Tabela frakcjonowania roztworu biatka siarczanenoau w temperaturze G°@.
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4.2.4. Chromatografia powinowactwa

Rozdzial opiera s na oddziatywaniu biatka z specyficznym ligandem
unieruchomionym na zim, Kktore stanowi wypetnienie kolumny. Chromatografi
powinowactwa zapewnia wyspkozdzielczé¢ i odznacza si duza wydajnccia. Wazne
jest, by wazanie biatko-ligand bylo odwracalne, w przeciwnyarie zaadsorbowane
biatko pozostanie na kolumnie. Sktad buforu, w drbiatko nanoszone jest na kolugnn
powinien faworyzowé& tworzenie specyficznego gaania. Po wymyciu z kolumny
niezwiazanych substancji nagtuje odzyskiwanie biatka poprzez zmgawarunkéw na
sprzyjapce desorpcji. Padany efekt mena uzyska wprowadzajc konkurencyjny ligand
posiadajcy wigksze powinowactwo do biatka lub przez zmigoH lub sity jonowej
buforu.

Do oczyszczania FBPazyylem aktywowanej fosfocelulozy. Wykorzystatem tym
samym wysokie powinowactwo FBPazy do anionéw fasfowych. FosfocelulazP-11
przygotowatem wedtug procedury Smiley [1967] z nadlemi modyfikacjami.
Do fosfocelulozy dodatem 0,5 M KOH, po 10 min. zasire odsiczytem i przemywatem
woda destylowan tak dilugo a pH wynosito 8. W celu uwolnienia obecnego wzzio
amoniaku, do fosfocelulozy dodatem 0,5 M HCI i p® rhin. ponownie przemywatem
woda do osiagrecia pH 6. Nasfpnie kilkakrotnie przemywatem fosfocelutpbuforem
20 mM Tris-HCI pH 7,4 z dodatkiem EDTA.

Do roztworu FBPazy po dializie (Rozdziat 4.2.3) digain wczéniej przygotowan
fosfoceluloz P-11 (1 g fosfocelulozy/5 ml roztworu). Otrzynaamawiesir tagodnie
mieszatem przez godzin w 4°C. Kolumre chromatograficza (Pharmacia)
o wymiarach 0,65x40 cm wypehitem fosfocelldoz zaadsorbowanym biatkiem
(V=80 cnt). Wypelnienie przemytem trzykrotnie (3x80 ml) 20Virbuforem Tris-HCI
pH 7,0 zawierajcym 0,1 mM EDTA. Zasadnigzfrakcjc enzymu (FBPaza) wymywatem
20 mM buforem Tris-HCI pH 7,0, ktory zawierat O, MhnEDTA, 5 mM AMP oraz 5 mM
fruktozo-1,6-bisfosforan. Szybké wyptywu z kolumny wynosita 2 ml/min.
Frakcje o ohjtosci 1 ml zbieratem na kolektorze Gilson FC203B.
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4.2.5. Przygotowanie biatka do krystalizacji

Polkczone frakcje (Rozdziat 4.2.4) zawieieg FBPaz wysolitem przez wysycenie
75% siarczanem amonu. Otrzymany osad réafem w 20 mM buforze HEPES pH 7,0
I dializowatem dwukrotnie w tym samym buforze prz@zyodzin w celu pozbycia ¢si
siarczanu amonu. Roztwér biatka gatem do kacowego sizenia 15 mg/ml. Tak

przygotowany preparat poddatem krystalizaciji.

4.2.6. Usuwanie AMP z biatka

Po rozdziale chromatograficznym biatko zawierato RMktory jest inhibitorem
FBPazy. W celu pozbyciaehnukleotydu, do roztworu biatka dodatem 100 mM MgCl
w 40 mM buforze HEPES pH 7,0 do damwego sizenia MgC} réwnego 50 mM.
Roztwor biatka nalytlem na koluma do siczenia molekularnego HiLoad 16/60
wypetniorn zlozem Superdex 200 (dextran =zwa@ny kowalencyjnie z agargyz
podhczory do systemu FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare). #mina byla
zrownowaona 20 mM buforem HEPES pH 7,0, ktéry zawierat 3@ mgCl,. Podczas
prowadzenia rozdzialu monitorowalem absorbancjeg pkzoch diugéciach fali 260 nm
i 280 nm. Pajczone frakcje zawierage czyste biatko (wolne od AMP) poddatem dializie
w 20 mM buforze HEPES pH 7,0, zawiemaym 1 mM EDTA i ponownie
przeprowadzitem g&zenie molekularne w opisany paiey sposéb. Patzone frakcje po
drugim siczeniu dializowatem w 20 mM buforze HEPES pH 7,@adatkiem 1 mM
EDTA i zakzytem do 12 mg/ml. Tak przygotowany preparat poduateystalizaciji.

4.3. OCENA JAKOSCI PREPARATOW

4.3.1. Oznaczanie gtenia biatka

Do okrelania stzenia biatka stosowatem meto8radford [Bradford et al., 1976].
Do roztworu zawieracego 750ul wody i 250 ul odczynnika Bradford dodatem {ll
roztworu biatka. Pomiar absorbancji wykonatem pdywpe 10 min. (spektrofotometr
UV-VIS, Hewlett Packard 8452A) przy diugo fali 595 nm wobec préby kontrolnej
zawierajcej tylko odczynnik Bradford i waddestylowan. Stzenie biatka odczytatem
z krzywej wzorcowej, kt@r przygotowatem wykorzystag szereg rozciezen roztworu
albuminy wotowej (BSA) w zakresie¢gen 0-2mg/ml. Kadorazowo przeprowadzatem
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trzy pomiary absorbancji, &redni arytmetyczn wykorzystalem do obliczaniaggenia
badanego biatka w roztworze.

W przypadku analizy zawada biatka przy duaej ilosci prob stosowatem meted
pomiaru absorbancji wwietle ultrafioletowym =280 nm). Teoretyczny wspoétczynnik
ekstynkcji molowej wyznaczony przez serwer ProtRarfGasteiger, 2005] wynosi
27195 M*cmit,

4.3.2. Oznaczanie czysfai biatka

Do monitorowania przebiegu rozdziatu biatek na kahach chromatograficznych
stosowatem mete@doparty na pomiarze absorbancji przy dwoch dikgach fal 260 nm
I 280 nm. Stosunek waa absorpcji Aso/A2s0 pozwalat wskazafrakcje biatkowe wolne
od nukleotydéw (AMP) [Warburg i Christian, 1942;aSél, 1995].

4.3.3. Elektroforeza biatek wzelu poliakrylamidowym

Do analizy czystéci biatek wykorzystywatem elektroforez w  zelu
poliakrylamidowym w warunkach denatuoych (SDS-PAGE) prowadzanw systemie
buforéw Laemmli [Laemmli, 1970]. Przed rozdziatlern kiazdej probki dodatem 10 pl
buforu SBL i inkubowatemaj 10 min. w temperaturze 8D. Elektroforez prowadzitem
w zelu o wymiarach 8,6/6,8/0,1cm w aparacie o uklage@owym (Bio-Rad). Nazel
zag:szczajcy nalaylem odpowiednio przygotowane prébki oraz marker syna
molekularnej. Pierwsgz faz rozdzialu prowadzitem pod nagiem 80 V.
Po przemigrowaniu probki do €xi rozdzielajcej zwikszatem napicie do 160 V.
Rozdziat zakaczytem, gdy barwnik (lkit bromofenolowy) dotart do kwa zelu.
Zel barwitem przez 30 min. w roztworze bageym, a nasfpnie odbarwitem wytrgsapc
w roztworze odbarwiafcym do czasu pokazaniag girazkow, po czym przeptukatem wad

destylowan.

4.3.4. Oznaczanie aktywnsci enzymatycznej

Do monitorowania przebiegu izolacji FBPazy wykotyysatem pomiar jej

aktywnaci enzymatycznej. Pomiary wykonywatem na spektafogtrze 8452A (Hewlett-
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Packard) przy dtugai fali 340 nm [Traniello et al., 1972]. Polega ona pomiarze
szybkdci redukcji NADP do NADPH. Redukcja katalizowanatj@rzez dehydrogenaz
glukozo-6-fosforanu (G6PDH). Reakcja redukcji jeprzzona z reakg katalizowar
przez FBPag poprzez dodatek izomerazy glukozo-6-fosforanurekpirzeksztatca produkt
reakcji katalizowane] przez FBRgz fruktozo-6-fosforan w glukozo-6-fosforan,
ktory nasgpnie jest przeksztaticany przez G6PDH w rybozyl@&dran z jednoczesn
redukcp NADP do NADPH.

Aktywnos¢ FBPazy oznaczytem w aftpsci 1 ml w temperaturze 8C. Biatko
dodatem do mieszaniny reakcyjnej zawigcaj 50 mM bufor BTP o pH 7,5, 2 mM
MgCl,, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 0,2 mM NADP, 5 U/ml G6PDH, U/ml G6PI
i inkubowatem 5 min. Reakcja rozpoczyna przez dodanie 0,1 pl 10 mM F-1,6-BP.
W pomiarach wykorzystatem wagto wspotczynnika ekstynkcji dla NADP/NADPH
A34=6220 M*cm™ [Segel, 1976].

4.4. KRYSTALIZACJIA

Proces wyodibniania biatka z roztworu w postaci monokrysztalgwmzebiega
podobnie jak krystalizacja matych zwkdw organicznych lub nieorganicznych. Adg
uktad rozpuszczalnik (bufor) - zadek chemiczny (biatko) ma pewne graniczngestie,
zwane s{zeniem nasycenia, od ktérego rozpoczyraksystalizacja. Pierwszym etapem
krystalizacji jest tworzenie mikroskopijnych zar@dk przysztych monokrysztatow
(nukleacja). W kolejnej fazie nagpiuje wzrost pojedynczych krysztatow (propagacja
krystalizacji). Niepaadanym zjawiskiem kade] krystalizacji jest zlepianie ¢si
pojedynczych krysztatdw w wksze struktury, tzw. zrosty. Przy odpowiednim daeor
metody oraz warunkow krystalizacji e jest zatrzymanie jej na etapie wzrostu kilku
dobrze utworzonych krysztatow, gki czemu uzyskuje simonokrysztaty nadage s¢ do
bada dyfrakcyjnych.

Do otrzymania krysztatow wykorzystywatem metatlyfuzji par, ktérej podstaav
jest dizenie uktadu zamkeiego do osigniecia stanu rownowagi. W metodzie tej nad
zbiornik wypetniony roztworem czynnika stajpcego umieszcza gikrople roztworu
biatka. Kropla utworzona jest z roztworu biatka &reslonym stzeniu zmieszanego
z roztworem stcajpcym w okrglonym stosunku. W wyniku mieszania kropligzsnia
roztworu krystalizacyjnego oraz biatka malePyfuzja sktadnikéw lotnych w obbie

uktadu prowadzi do wyroGwnaniaggen czynnikow sticajpcych w obu roztworach, a przez
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to do zatzenia biatka do stanu przesycenia i w efekcie do jagstalizacji lub wytgcenia
W postaci osadu.

Poszukiwanie wgpnych warunkow krystalizacji prowadzitem w uktadZeopli
siedzce] z wykorzystaniem robota krystalizacyjnego Giyph(ARI) z ptytkami 96
dotkowymi (ARI) uszczelnionymi tana Crystal Clear (HR). Roztwory krystalizacyjne
pochodzity z komercyjnych zestawdw odczynnikow kaligacyjnych (Hampton
Research, Molecular Dimensions Ltd). Do krystalizazywatem biatko w dwdéch rych
stezeniach, 6 mg/ml i 12mg/ml. Do kdego rezerwuaru dodawatem 60 ul odpowiedniego
roztworu. Catkowita olefos¢ kropli wynosita 0,9ul. Roztwér biatka mieszatem
z roztworem krystalizacyjnym w trzech stosunkachi, 21:1 i 1:2. Krystalizagj
prowadzitem w temperaturze 12

Optymalizacg wstpnych warunkéw krystalizacji prowadzitem w temparae
19°C w ukfadzie kropli wiszcej stosuic piytki 24 dotkowe (HR), ktérych brzegi
pokrylem smarem silikonowym w celu uszczelnieniadadk po nateeniu szkietka
nakrywkowego. Do kadego rezerwuaru dodawatlem 1 ml odpowiedniego raztwo
krystalizacyjnego, a na szkietko nakrywkowe nakleda roztwor biatka zmieszany
z roztworem krystalizacyjnym w trzech stosunkachi, 2:1 i 1:2. Ohjtos¢ kazdej kropli
wynosita 3ul. Optymalizacja krystalizacji miata m@lu otrzymanie wkszej liczby

krysztatdbw o wymiarach wystarcaapych do pomiarow dyfrakcji rentgenowskiej.

4.5. POMIARY DYFRAKCYJNE | OBROBKA DANYCH

Do okrelenia struktury przestrzennej biatka wykorzystuie gawisko dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego na krysztale. W woaniu z krysztalami matych
czasteczek, krysztaty biatka charakterygzigic mniejszym stopniem upakowania, zdu
zawartdcia czasteczek wody (ok. 50% ofipsci krysztatu), a ich rozmiary nie
przekracza 0,5 mm. Z tego wzgtu do ich badania stosuje; siwykle promieniowanie
0 wysokiej intensywngei, ktére uzyskuje siw synchrotronach. W przeciwistwie do
dwoch ditugeci fali dostpnych w laboratoryjnych generatorach rentgenowskish
synchrotronie uzyskuje gipromieniowanie o szerokim zakresie digofal, co ma
ogromne znaczenie przy pomiarach metddstrajanej dyfrakcji anomalnej (MAD).

Rejestracja reflekséw powstatych w wyniku rozpregae promieniowania
rentgenowskiego na elektronach atoméw biatka w Ztaje odbywa s na
potprzewodnikowych detektorach CCD lub na krzemdwgetektorach pikselowych.
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Pomiary dyfrakcyjne prowadzi esizwykle w temperaturze 100 K (-1°3),
wykorzystupc do jej utrzymania strumiepar azotu. Dzki temu przedtaamy zywotnas¢
krysztatbw biatkowych oraz poprawiamy ich jako Efektem niepgadanym,
towarzysacym witryfikacji krysztatow biatka moe by powstawanie krysztatow wody
lub sktadnikow buforu obecnych w krysztale. Aby abiec takiej sytuacji, stosujeesi
krioprotektanty. Substancje te oddzialug casteczkami wody i zapobieggjjej
zamarzaniu. Do najpopularniejszych krioprotektantdaleza glicerol, glikol etylenowy,
PEG400 i MPD [Garman i Owen, 2006].

Przed pomiarem dyfrakcji krysztat zawiesza sv nylonowej gtelce, ktda
umieszcza si na gtdwce goniometrycznej. Goniometr uiiwia obroét krysztatu o 360
dookota osi prostopadtej do azki promieniowania i zapewnia stakilpozycg krysztatu
podczas pomiaru.

Pomiar wykonujemy, niavietlajac krysztat wiazka promieni rentgenowskich przez
okreslona ilos¢ czasu. Podczas é§wietlania krysztat wykonuje obrét o okieny Kkat.
Podczas obrotu wika pierwotna zostaje €xiowo ugkta na sieci przestrzennej
krysztatu, w efekcie czego uzyskujemy zwykle wigsiccy promieni dyfrakcyjnych
zwanych refleksami. Celem pomiaru jest zarejestrogvawszystkich niezakmych
refleksow przynajmniej raz, a w szczegolnych przikaeh z jak najwksz liczba
powtorzéd. W celu okrélenia strategii pomiaroOw najpierw rejestrujez Sere kilku
obrazéw dyfrakcyjnych, zmienig kat obrotu krysztatu. NajeZciej rejestruje & dwa
obrazy przy kcie obrotu 6 i 90°. Pozwala to okidi¢ jakos¢ krysztatu, jak réwnie
poszczegolnych refleksow. Na podstawie uzyskanyclemv sposob informacji nioa
okresli¢ niektore parametry pomiaru takie jak: optymalngnawietlania pojedynczego
obrazu, lgt obrotu przypadagy na pojedynczy obraz oraz odlegtodetektora od
krysztatu. Przy gyciu programoéw do analizy obrazéw dyfrakcyjnychithkjak Mosflm
[Leslie i Powell, 2007], na podstawie dwoéch obrazdwfrakcyjnych mana okralic¢
parametry komorki elementarnej oraz optymalay dorotu krysztatu dla zarejestrowania
najlepszego i kompletnego zestawu refleksow niengtsh. Pomiar dyfrakcji krysztatu
stanowi ostatni etap d@wiadczalny w krystalografii, dlatego vuae jest, by zostat
przeprowadzony poprawnie i doktadnie.

Obrazy dyfrakcyjne @& nastpnie przetwarzane na zbiér czynnikow struktury. Do
tego celu wykorzystuje siprogramy: HKL [Otwinowski i Minor, 1997] lubXDS
[Kabsch, 2010]. Podczas przetwarzania danych dgfjakch ustalana jest grupa
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przestrzenna i parametry komoérki elementarnej orawstaj wyszukane refleksy
0 najwikszej intensywngi (I). Nastpnie program wykonuje wskaikowanie polegagce

na przypisaniu do kalego refleksu wskKaika h, k, | Kolejny etap polega na
udokfadnieniu parametrow uktadu pomiarowego, madlegtcci krysztat-detektor czy
pozycji wiazki. ROwnoczénie przeprowadza eiintegracg reflekséw oraz koryguje
intensywnag¢ tta w otoczeniu kadego refleksu. Integracja przeprowadzana jest dla
kazdego obrazu dyfrakcyjnego oddzielnie. #i¢owym etapem integracji jest przypisanie
do kazdego obrazu czynnika skali opiscggo zmiany rozpraszania w trakcie pomiaru.
Ostatnim etapem przetwarzania danych jest skal@vavipoprzednim etapie kdy obraz
dyfrakcyjny zostat zamieniony w plik zawieqay liste refleksbw wraz z ich
intensywnd@ciami. Podczas skalowania wszystkie pldg2y st w jeden zbidr i ponownie
udoktadnia parametry sieci i orientackrysztatu. Za pomagc programu XDSCONV
wchodzcego w skiad pakietXDS [Kabsch, 2010] zbiér intensywsa refleksow (1)
zostaje zamieniony na zbior czynnikow struktufy)(|Z catkowitego zbioru reflekséw na
tym etapie wydczona zostaje grupa ok. 1000 refleksow, ktéraystu kolejnych etapach
do obliczania wskanika Ree [Kleywegt i Jones, 1997].

Na zakdiczenie wykonuje sianaliz statystycza dla oceny jakéci uzyskanego
zbioru refleksow. Sprawdzamy m.in. komplei®ilodanych, czyli ilé¢ refleksow
zarejestrowanych w stosunku do sdo teoretycznej dla danej rozdzielszo Kolejny
istotny parametr to wskaik rozbieznosci Rmerge Oraz stosunek intensywsm refleksu do
intensywndci tta <l/o(1)>. Wskanik rozbieznosci okresla raznice migdzy symetrycznymi
refleksami. Niekiedy istotna okazuje ¢sirowniez liczba obserwacji refleksow
niezalenych. Parametr ten otrzymujemy ze stosunku call@widzby reflekséw do iléci
reflekséw niezalenych i okrélamy go jako krotnée lub redundang} Nalezy pamktat, ze
wszystkie parametry analizujemy w odniesieniu dega zbioru danych, jak rowniedo
zakresu 0 najwiszej rozdzielczi.

Wszystkie pomiary dyfrakcyjne przeprowadzitem z wasgystaniem trzech linii
pomiarowych synchrotronu BESSY Il w Berlinie, najeego do Helmholtz-Zentrum
Berlin (Tabela 12).
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Tabela 12 Biokrystalograficzne linie pomiarowe synchrotrdBESSY I

Numer linii Zakres dtuggri fali [A] Detektor
14.1 2,25-0,8 Rayonix MX-225
14.2 2,25-0,8 Rayonix MX-225
14.3 0,89 Rayonix SX-165

Przed rozpocgiem pomiarow krysztaty byty witrifikowane. W tynmelu przenositem je
do kropli roztworu rezerwuarowego @ty dla kadego krysztatu) zawiergej
odpowiedna ilos¢ krioprotektanta. Po kilku sekundach s@mania krysztat umieszczatem
w strumieniu par azotu. Dane dyfrakcyjne rejestiewana detektorach CCD. Strategi
zbierania danych ustalatem za pomgwogramu Mosflm [Leslie i Powell, 2007]. Do
obrébki danych stosowatem program XDSAPP [Kruglet2012], stanowicy naktadk
graficzra na program XDS [Kabsch, 2010].

4.6. ROZWIAZYWANIE STRUKTURY

Rozwigzanie struktury polega na wyznaczeniu pozycjizdemo atomu w
przestrzeni. Na podstawie analizy obrazéw dyfrakggh otrzymujemy informacje
o intensywnéci reflekséw, czyli fal promieniowania ugych na atomach krysztatu.
Otrzymany na etapie wginej obrébki zbior danych zawiera {istefleksow wraz z ich
intensywndciami, nie zawiera natomiast wagto amplitudy |F| ani fazp poszczegolinych
refleksdw. Wielkdci te @ niezlgdne do rozwjizania struktury, gdy pozwalaj obliczy¢
map gestasci elektronowej na podstawie transformaty Four{@da

plxy?) = V12| F (hkl) et 27i{hx+ ky-+12) ~ i (k)] )
hkl

|F(hk|)| - amplituda czynnika struktury

o(hkl) - kat fazowy czynnika struktury

V - objetos¢ komorki elementarnej

Wartasci kata fazowego nie mma zmierzy za pomog detektora, natomiast ampliteid

mozna obliczy¢ na podstawie intensywsad refleksu 16kl) w oparciu o zatenos¢ (2).
| (hk1)= |F(hki)} )
Brak maliwosci zmierzenia fazy, zwany problemem fazowym, stangidwna

przeszkod w rozwigzaniu struktury, poniewanajwaniejsza informacja potrzebna do
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sumowania szeregu Fouriera zawarta jestém#gaw fazach. Do rozwrania problemu
fazowego stig trzy metody.

Pierwsza z nich to podstawienie izomorficzne (SIB IMIR) polegaice na
nasiczaniu krysztatdbw jonami metali ggkich (np. re¢ lub platyna) lub halogenkami
(np. bromki lub jodki). Efektem naszania jest pojawienieeiv krysztale rejonow o chej
liczbie elektronow, ktore stanoavipunkty kontrolne do wyznaczenia faz. Zastosowanie
jednej pochodnej izomorficznej (SIR) pozwala uzyskéwa rozwizania problemu
fazowego z jednakowym prawdopodaisevem. Jednoznaczne rozwaénie pozwala
uzyska& zastosowanie kilku tdych pochodnych (MIR). Stabym punktem tej metody
maoze by brak izomorfizmu pomidzy pochodnymi, tzn. obecfiordznic w parametrach
komorki elementarnej lub zmian w sktadzie rozpuakhuka.

Druga meto@ stanowi dostrajana dyfrakcja anomalna (MAD), kif@w@lega na
wzbudzeniu rezonansu w chmurach elektronowych atokankretnych pierwiastkow za
pomoa promieniowania o odpowiednio dobranej disgofali. Metoda oparta jest na
wykorzystaniu promieniowania synchrotronowego paaggcego szeroki zakres diugo
fal. Przewag tej metody nad podstawieniem izomorficznym jestimam$¢ wykorzystania
do pomiaréw jednego krysztatu, ktorego dyfrakigjierzy s¢ przy kilku dtugdciach fali.
M odpowiada maksymalnej absorpcii ) A, odpowiada punktowi przegiia krzywej
absorpcji i maksymalnej dyspersji)(oraz przy diugéci fali Az znajduacej sk powyzej
progu absorpcji, ktora zapewnia napsy maozliwa rozdzielczé¢ (Rysunek 23).
Najczscie] jako atomy anomalne wykorzystujeg sselen (rekombinowane biatka z

selenometionia), atomy cgzkie lub naturalnie wysgpujaca w biatkach siark

Oe

11 0,9

dtugosé fali (A)

Rysunek 23.Przyktadowa krzywa absorpcji’( i dyspersji {') dla atoméw selenu
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Ostatng metod, jest podstawienie gsteczkowe (MR). Stosujecsie w przypadku,
gdy badane biatko jest podobne pod wdgm strukturalnym do pistnieacego modelu.
Wyznaczenie faz oparte jest na superpozycji furiRajtersona, w ktorej poszukiwana jest
najwigksza korelacja poratizy wektorami déwiadczalnymi oraz tymi, pochodeymi ze
znanej struktury. Model do podstawieniasteczkowego powinien spetdidwa kryteria.
Jego identyczrig z badanym biatkiem na poziomie sekwencji powingé Wwicksza nk
~25% orazsrednia kwadratowa odchylenia peé atomow @ modelu i nowej struktury
nie powinna przekroczy ok. 1,6 A. Zrodlem modeli jest bank danych PDB
(ponad 124 tys. zdeponowanych struktur).

Rozwigzanie problemu fazowego jafolwiek z tych metod pozwala wyliczy
mayp gestasci elektronowej. Kolejnym etapem pracy jest $eisve zbudowanie modelu
W oparciu o gstas¢ elektronovy.

Wszystkie struktury opisane w niniejszej pracy abstrozwhzane metod
podstawienia csteczkowego przy ayciu programu PHASER [McCoy et al.,, 2007]
wchodzcego w sktad pakietu CCP4.

4.7. UDOKELADNIANIE STRUKTUR

Rozwigzana w poprzednim kroku struktura, tj. zdefiniowamespétrzdne
poszczegolnych atomow, jest tylko przyblilym modelem. Poza tym w przypadku
metody MR, w strukturze widocznea stylko atomy wstpnego modelu. Dlatego
wspohrzdne wszystkich atomow muszost& udokladnione, a w niektérych przypadkach
konieczna jest tale przebudowa fragmentéw modelu. Udoktadnianie odbyskg w
nastpujacych po sobie cyklach. W sktad 4dego kroku wchodzigczna korekta modelu
oraz seria oblicze mapcych na celu minimalizagjréznic pomedzy dawiadczalnymi
a obliczonymi wartéciami czynnikow struktury. Przebudewmodelu wykonuje si w
specjalnych programach graficznych takich jak Cfiensley et al.,, 2010] w oparciu
0 mapy gstdsci elektronowej (E,-F. oraz F,-F¢). Mozna w nich korygowéa geometrg
molekut, dodawa i usuwa reszty aminokwasowe, ligandy czyztezasteczki wody.
Przebudowany model udoktadnia przy wyciu programow opartych zwykle na metodzie
najwickszej wiarogodngi takich jak REFMACS5 [Murshudov et al.,, 1997] czy
phenix.refine [Afonine et al., 2012]. Dla udoktadnej struktury ponownie obliczana jest
mapa gstasci elektronowej dla kolejnego cyklu przebudowy miode
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By jak najlepiej udoktadidi parametry modelu, konieczne jestag#enie do procesu
dodatkowych parametrow takich jak emy mickkie (ang. restrainty. Zawieraj one
informacje o geometrii bialek opracowane na podstageometrii matych cstek
zdeponowanych w bazie danych Cambridge (CSD) [AIR902; Engh i Huber, 2001].
O tym, jak silne wgzy nalery zastosowa decyduje rozdzielczd i jakos¢ zbioru danych.
Oprocz wezOw stereochemicznych przy udoktadnianiu modeluswgamy rownie
parametr TLS (ang. translation, libration, skrewipaje on maliwos¢ opisu
anizotropowych drga czasteczek ju przy niewielkiej liczbie obserwacji. Parametr TLS
oparty jest na zai®niu,ze grupy atomow magporusza sic jak bryta sztywna.

Do wizualizacji i przebudowy struktur opisanych &y pracy uywatem programu
Coot [Emsley et al., 2010]. Struktury udoktadnialpray pomocy programu phenix.refine
[Afonine et al., 2012] wchodzego w sktad pakietu Phenix.

4.8. OCENA JAKOSCI STRUKTUR

Kazdy etap udoktadniania jest monitorowany poprzez tikdgi wskanikéw
rozbiegnosci R i Ryee Sa to wartdci rozbieznosci pomidzy wielkaciami
doswiadczalnymi a obliczonymi na podstawie modelu. ¥sk R liczony dla catego
zbioru reflekséw obarczony jest wadolegajca na tym,ze ulega poprawie (zmniejszeniu
wartasci) przy kadej rozbudowie modelu o dodatkowe parametry, naagtnie maj one
potwierdzenia w danych eksperymentalnych. Aby zagliej sytuacji wprowadzono
testowy wskanik Ryee [Kleywegt i Jones, 1997] oparty na losowo wybrdnye 1000
refleksach, ktére od samego patkzi zostay wytaczone z procesu udokiadniania
[Bringer, 1992]. Dla dobrze udokiadnionych strukiuskanik R nie powinien by z
reguty wiekszy niz 20%, natomiast tdica pomédzy Ryee @ R nie powinna kywieksza
niz ok. 3-7% [Wlodawer et al., 2008; 2013]

Oceniajc jakas¢ modelu naley wzia¢ pod uwag rozbieznos¢ wartgci
parametrow déwiadczalnych od wartgi idealnych. Przyjmuje sj ze srednia kwadratowa
odchylenia parametréw struktury od wadnrio standardowych np. dla diugn wiazan
powinna wynosi ok. 0,02 A, a dla4o6w 1,7 [Wlodawer et al., 2008; 2013].

Waznym kryterium oceny jak&@i struktury g wartasci katdw torsyjnyche i v
tancucha glébwnego, ktore nie 3 sograniczane wizami podczas udokiladniania.
Zastosowanie wykresu Ramachandrana [Ramakrishri@amachandran, 1965] pozwala

zidentyfikowa reszty aminokwasowe o nietypowej lulzdnej konformaciji, ktéra mae
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wynika¢ ze szczegOlnych oddziatywatej reszty lub niepoprawnej budowy modelu.
W celu weryfikacji konformacji reszt w modelu nafeprzeanalizowa mag OMIT
gestaéci elektronowe).

Poprawné¢ udokiadnionych struktur sprawdzatlem za pogoprogramu
MolProbity [Chen et al., 2010]. Wa#ti wskanikow rozbienosci R i Ryee Orazsrednich
kwadratowych odgpstw od idealnych parametrow obliczane byly podemiskiadniania

struktur w programie phenix.refine [Afonine et @012].

4.9. ANALIZA | PREZENTACJA WYNIKOW

Rozwiazane i udokladnione struktury FBPazy analizowalera pomog
powszechnie dogbnych programow. Poréwnywanie sekwencji aminokwasbw
wykonywatem za pomacpakietu programéw BioEdit [Hall, 1999]. Analizstruktury
drugo- i czwarto- redowej prowadzitem odpowiednio za pomgrogramu DSSP [Kabsh
I Sander, 1983] oraz serwera PISA [Krissinel i Hanr2007]. Rysunki przedstawigie
rozwiazane struktury wykonatem w programie PyMOL [DelLa2002].
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5. WYNIKI BADA N

5.1. OTRZYMANIE | OCZYSZCZENIE FBPAZY

Badania prowadzitem w Zaktadzie Fizjologii Molekuiaj Zwierzt we Wroctawiu
oraz w Centrum Bada Biokrystalograficznych Instytutu Chemii Bioorganie] PAN
w Poznaniu. Prace prowadzone we Wroctawiu miahcela otrzymanie i oczyszczenie
rekombinowanej natywnej ludzkiej msniowej FBPazy w kompleksie z AMP. Enzym
o natywnej sekwenciji izolowatem z bakteHicoli wyhodowanych przez mgr Janusza
Wisniewskiego. Izolag i oczyszczanie mutanta E69Q FBPazy prowadzit drea
Zarzycki.

FBPaza natywna oraz mutant E69Q nie posiadaty Hodgth znacznikéw
histydynowych. Dlatego do ich oczyszczanigwano metody opartej na frakcjonowaniu
roztworu biatka za pomacsiarczanu amonu oraz chromatografii powinowactaahau
fosfocelulozowym. Oczyszczanie natywnej FBPazy @admiem wedtug schematu
przedstawionego na rysunku 24. Wedlug tej samejguiary posfpowano z mutantem
E69Q.
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Homogenizacja - BugBuster

\4

=2 » Homogenat

Wysolenie 50% (NH,),SO,

7 v
Osad
Supernatant (odrzucony)

Wysolenie 75% (NH ),SO,

\ \
Osad Supernatant
(odrzucony)

Rozpuszczanie i dializa

\

=2 > Dializat

Chromatografia na fosfocelulozie P-11

 Z v
. Przesacz biatek niezwigzanych
Potaczone frakcje e €

Wysolenie 75% (NH,),SO,

\/ ¢

Osad Supernatant
(odrzucony)

Rozpuszczanie i dializa

. FBPaza + AMP
~ KRYSTALIZACJA

 /
Dializat

Sqczenie molekularne Superdex 200

v
Potaczone frakcje

Dializa

\4
B . FBPaza- AMP
=>»> Dializat " KRYSTALIZACJA

Rysunek 24.Schemat oczyszczania FBPazy. Czerwone strzatki augkaetapy, w ktérych okigano
aktywnai¢ FBPazy.
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Kazdy z etapOw oczyszczania natywnej FBPazy (Rysurdgkafalizowatem poddkem
ilosci otrzymywanego biatka, jak rowriigego jakdci (Tabela 14, Rysunek 25).

Tabela 14.Charakterystyka poszczegoélnych etapoéw oczyszcEBiRazy.

Etap Ab_sorbancja Stezenie | Objetosc Biatko
A=280 nm [mg/ml] [ml] [mg]
Osad bakteryjny - - - 9000
Homogenat C1 0,373 7,46 60 447,83
Supernatant 50% Cc2 0,274 5,49 63 345,73
Osad 50% 0,097 2,13 40 85,28
Osad 75% C3 0,432 8,63 39 336,75
Supernatant 75% C4 0,027 - 65 0
Przegcz niezwazany 0,531 2,12 39 82,86
Pokczone frakcje 0,179 3,59 47 168,91
A B C1 C2

C3 C4

Rysunek 25. Analiza poszczegoélnych etapéw oczyszczania FBPazy-G4, Tabela 14), w 15%

denaturyjcym  zelu
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Aktywnos¢ enzymu sprawdzatem na kilku etapach oczyszcz&yisunek 24).

Tabela 15.0cena aktywn&i FBPazy w punktach kontrolnych izolacji (Rysurgg.

Specyficzna aktywrig [U/ml] | Aktywnos¢ catkowita [U]
Homogenat 41,5 2490
Osad 75% 33,8 1318
Przegcz niezwazany 1,9 74,1
Dializat 26,6 1251

W wyniku rozdziatu chromatograficznego na fosfotmtie P-11 (Rozdziat 4.2.4)
uzyskatem 38 frakcji (Rysunek 26). Frakcje o nuroere8-35 (Rysunek 26, 27),
zawierajce FBPagz zwiazam z AMP, pohczytlem i zagzytem na membranach filtragych
(Amicon) do stzenia 15 mg/ml. Patzone frakcje stanowity materiat wgjowy do
eksperymentow krystalizacyjnych oraz do otrzymdnigéka niezwiazanego z AMP.

45

|
B D ——
| /
o —

Absorbancja[mAU]

0,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Frakeje

——A260 ——A280 ——A260/280

Rysunek 26.Chromatogram oczyszczania FBPazy na fosfocelul®zié.
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A B 3 7 14 16 26 35 36 38
260N

140

95

72
2

42
34

260

17

10 .

Rysunek 27. Analiza FBPazy po chromatografii na fosfocelulozie, 15% denaturacym zelu
poliakrylamidowym. Zel wybarwiono bikitem coomassie brilliant blue. Wzorce masy (A, [RPa].
3,7, 14, 16, 26, 35, 36, 38 — frakcje chromatdgrat zawierajce FBPaz.

W celu oddzielenia FBPazy od AMP przeprowadziteigzenie molekularne na kolumnie
HiLoad 200 (Rozdziat 4.2.6). Kolumna byla zréwnamaa 20 mM buforem HEPES
pH 7,0 z dodatkiem 50 mM MgglFrakcje 107-124 z laszenia (Rysunek 28) zawieraty
AMP. Aktywna FBPaza znajdowataeswe frakcjach 65-80, ktore pmizytem i po
zatzeniu naniostem kolejny raz na kolumHiLoad200.
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Rysunek 28.Saczenie molekularne FBPazy.

5.2. KRYSTALIZACJA FBPAZY

5.2.1. Krystalizacja biatka natywnego w kompleksie AMP

Warunki krystalizacji ustalitem aywajac robota krystalizacyjnego Gryphon (ARI)
i komercyjnych zestawdw do krystalizacji firmy Hatop Research. kywatem do tego
celu ptytek z 96 dotkami, krople miaty abps¢ 0,2 ul. Wstgpne warunki krystalizacji
FBPazy z AMP uzyskatem po 10 dniach (Rysunek 29).

Roztwér biatka

20 mM HEPES pH 7,0; 2 mM Mggl
-~ stezenie biatka: 6 mg/ml

Roztwor rezerwuarowy

) HR Index #21,
’ - 1,8 M tréjzasadowy cytrynian amonu pH 7,0

Proporcje kropli

0.2 mm ! 11

Rysunek 29.Warunki i wyniki wstpnej krystalizacji FBPazy z AMP
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Optymalizacg przeprowadzitem w dwdch temperaturad® 4 19C w uktadzie wiszcej
kropli. W kazdym rezerwuarze umieitem 1 ml odpowiedniego buforu (Tabela 16).
Krople miaty obgtos¢ 3 ul. Nastawiatem krople w trzech stosunkachetdgiciowych: 2:1,
1.111:2.

Tabela 16.Rozwinkcie warunkéw krystalizacji HR Index #21

Numer rezerwuaru 1 2 3 4 5 6
Stezenie cytrynianu amonu [M] 1,3 1,4 15 1,6 1,7 1,8
Numer rezerwuaru 7 8 9 10 11 12
Stezenie cytrynianu amonu [M] 1,9 2,0 2,1 2,2 2,3 2,4

Po peciu dniach w czterech kroplach (1,4-1,7 M cytrynamonu) otrzymatem krysztaty
(Rysunek 30) odpowiednie do pomiaréw dyfrakcyjnyidajlepsze krysztaty wyrosty przy

stezeniu cytrynianu amonu 1,6 M.

Roztwoér biatka

20 mM HEPES pH 7,0; 2 mM Mggl
stezenie biatka: 6 mg/ml

Roztwor rezerwuarowy
1,6 M trojzasadowy cytrynian amonu pH 7,0

Proporcje kropli

2:1

Rysunek 30.Warunki i wyniki optymalizacji krystalizacji FBPaz/AMP

5.2.2. Krystalizacja biatka natywnego wolnego od AN?

Poszukiwanie warunkow krystalizacji biatka natywoelgez AMP prowadzitem
wspolnie z dr Robertem Kotodziejczykiem. FBPazayymyciu AMP zostata zatona do
stezenia 6 i 12 mg/ml a naginie poddana krystalizacji wskdku EMBL w Hamburgu
przy wyciu komercyjnych zestawow odczynnikow firmy QiagetJzyskalsmy

informacje, ze biatko krystalizuje w obecdo chlorku sodu oraz PEGu 6000.

-77 -



Wyniki bada

Optymalizacja uzyskanych warunkow pozwolita naneytmat krysztaty nadaice s¢ do

pomiarow dyfrakcyjnych oraz prob mggzania krysztatow ligandami (Rysunek 31).

Roztwér biatka

10 mM Tris pH 7,0; 20 mM MgGl
stezenie biatka: 6 mg/ml

Roztwor rezerwuarowy
2 M NacCl, 10% PEG 6000

Proporcje kropli

1:1

Rysunek 31.Warunki i wyniki optymalizacji krystalizacji FBPatyez AMP

5.2.3. Krystalizacja mutanta E69Q FBPazy wolnego oAMP

Poszukiwanie warunkéw krystalizacji mutanta E69Q A&IP prowadzit dr Robert
Kotodziejczyk. Biatko zostalo réwnie poddane wysoko przepustowej Kkrystalizacii
w osrodku EMBL w Hamburgu przyayciu komercyjnych zestawdw odczynnikéw firmy
Qiagen. Uzyskane wyniki byly identyczne z wynikathh biatka natywnego. W wyniku
optymalizacji uzyskanych warunkéw otrzymano kryBzta morfologii zblizonej do

krysztatéw biatka natywnego.

5.3. POMIARY DYFRAKCYJNE, ROZWI AZYWANIE | UDOKLADNIANIE
STRUKTUR

5.3.1. Biatko natywne w kompleksie z AMP

Pierwsze dane dyfrakcyjne zarejestrowatem dla kayisz otrzymanego
z optymalizacji wsfpnych warunkéw krystalizacji natywnej FBPazy z AMP
(WT_T_AMP). Przed pomiarem dyfrakcyjnym krysztatz@niostem do roztworu
rezerwuarowego zawiergjego dodatkowo 30% (v/v) glicerolu jako krioprotkia.
Po kilku sekundach naszania krysztat zamrozitem w strumieniu gazowegutazPomiar
prowadzitem na linii  pomiarowe] 14.2 z wykorzyse@m promieniowania
rentgenowskiego o diuga fali 1=0,827 A i kwadratowego detektora CCD Rayonix
MX-225. Zbiér danych sktadat giz 480 obrazow zarejestrowanych z oscydej2s.
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Odlegta¢ krysztatu od detektora wynosita 220 mm. Dane wyaisikowatem
I zintegrowatem za pomacprogramu XDSAPP [Krug, 2012]. W trakcie procesoiaan
danych ustalalem granice rozdzieléziotak, by parametry takie jak kompletéadanych,
stosunek sygnatu do szumu o{l)> oraz wskanik rozbieznosci Rmerge byty mazliwie
najlepsze. Otrzymany zbior intensywnooreflekséw przeksztalcitem za pomggrogramu
XDSCONYV. Charakterystykzbioru danych przedstawia Tabela 17. Ze zbioruystkich
refleksow wyodgbnitem podzbiér refleksow testowych, ktory wykorgysatem paéniej
podczas udoktadniania do obliczania wskka rozbienoici Ryee

Analiza komérki elementarnej krysztalu na podstawspoétczynnika Matthewsa
(Vwm) [Matthews, 1968] wykazata obeditoczterech podjednostek wedezi asymetryczne).
Krysztaty WT_T_AMP zachowaly parametry identyczne weymiarami komorki
elementarnej krysztalu FBPazy ze zmutoyveaszy 69 [Zarzycki et al., 2011]. Struktur
FBPazy z AMP rozwizalem metog podstawienia cisteczkowego za pomgg@rogramu
PHASER z pakietu CCP4. Jako model péagtdancuch A ze struktury mutanta E69Q
FBPazy (PDB:3IFA).

Tabela 17.Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dlaymetego krysztatu FBPazy w kompleksie z
AMP. Wartasci w nawiasach odnosgsic do najwyszego zakresu rozdzielco

WT_T_AMP
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna C222

parametry komorki elementarnej [A]
zakres rozdzielczi [A]

liczba zarejestrowanych refleksow
liczba niezaleénych reflekséw
krotnas¢ obserwacji

kompletndg¢ zbioru refleksow [%0]
<l/o(l)>

Rmerge[%0]

a=218,61; b=734c=71.61
45,39-1,84 (1,96-1,84)
789342 (122588)
156646 (24638)
5,04 (4,98)
99,2 (97,4)
19,43 (2,99)
5,5 (69,3)

Udoktadnianie struktury WT_T_AMP rozpagem od usurgcia kilku
nieprawidtowo wbudowanych reszt i wbudowania cabrezsteczek AMP wyranie
widocznych w dodatniejggtasci na mapie rénicowej Fo-F.. Udokladnianie prowadzitem
Zz zastosowaniem parametrow TLS [Winn et al., 20@4jknaczonych przez serwer

TLSMD (Painter i Merrit, 2006). Do obliczanid; wiaczytem atomy wodoru.
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Po kilkunastu cyklach udoktadniania j@gkanap wyranie st poprawita. Rejony budze
watpliwosci przebudowatem, a reszty nieposiadaj g:stosci usurptem z modelu. Pogp
udoktadniania oceniatem na podstawie wshkidw R i Ryee Oraz wartéci srednich
kwadratowych odchyle od wartdci standardowych dla diuga wiazaa i katow
walencyjnych. Dodatkowo kontrolowatem waito czynnikbw temperaturowych oraz
rozkltad ktéw torsyjnych tacucha gtdbwnego na wykresie Ramachandrana. Dane z
udoktadniania struktury przedstawia Tabela 18. Lwkimodelu spowodowane brakiem

gestasci elektronowej przedstawitem na Rysunku 32.

Tabela 18.Charakterystyka udoktadniania struktury WT_T_AMP.

WT_T_AMP

liczba refleksdw w zbiorze roboczym 155565
liczba reflekséw w zbiorze testowym 1081
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 3,06
procent rozpuszczalnika (%) 59,9
liczba grup TLS [tacuch A/B/C/D] 16 [4/4/4/4]
liczba atomow (bez H)

biatko 9709

ligand 92

woda 664
R/Riree (%0) 16,84 /19,21
RMSD

dtugaci wiazan (A) 0,020

katy walencyjne ) 1,72
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 97,9

konformacja dozwolona 2,1
Kod PDB 5ET6
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Rysunek 32. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiejeéniowej FBPazy (FBP2) z sekwencj
aminokwasow podjednostek (A,B,C,D) struktury WT_T_AMP (PDB: B&. Luki w sekwencji (-)
oznaczaj obszary o brakuggtaosci elektronowej.

5.3.2. Biatko natywne po nagczeniu jonami magnezu

Krysztaly FBPazy w kompleksie z AMP (WT_T_AMP) wykgstalem do
uzyskania struktury enzymu bez nukleotydu. Wybrale@tod wymywania ligandu z
krysztalu za pomac przeptukiwania. Zastosowanie roztworow pozbawidnydP nie
dawato zamierzonego rezultatu. Do usgid AMP z krysztatu wykorzystatem roztwor
chlorku magnezu. W tym celu roztwor krioprotektamtzbogacitem o 0,02 mM Mggl
Okazato st, ze nagczanie takim roztworem trwgje powyej 10 sekund powodowato
zniszczenie krysztatu. Z drugiej strony proby prdm@ne bez iycia jonédw magnezu
pokazywatyze krysztat mae by moczony bardzo dtugo w roztworze krioprotektarga b
utraty jakdéci dyfrakcji. Dlatego w kolejnych prébach krysziainiescitem w roztworze
krioprotektanta wzbogaconego jonami ¥tylko na ok. 2 sekundy:; tyle czasu zajmowato

mi wiozenie gtelki z krysztatem do kropli, wgrie jej i umieszczenie w strumieniu par
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cieklego azotu. Pomiary dyfrakcyjne prowadzitem Inai 14.2 z wykorzystaniem
promieniowania rentgenowskiego o dtdgofali 0,918 A i kwadratowego detektora CCD
Rayonix MX-225. Zbiér danych skladalest 295 obrazéw zarejestrowanych z oscylac]
1°. Odlegt@¢ krysztatu od detektora wynosita 280 mm. Dane wyasskowatem

I zintegrowatlem za pomac programu XDSAPP [Krug et al.,, 2012]. W trakcie
procesowania danych ustalatem granice rozdziétczak, by kompletn& danych oraz
stosunek sygnatu do szumu o{l)> byly mozliwie najlepsze. Otrzymany zbior
intensywndci  reflekséw  przeksztalcitem za pomoc programu  XDSCONV.
Charakterystyk zbioru danych przedstawia Tabela 19. Ze zbioruystkich reflekséw
wyodrebnitem podzbior refleksoéw testowych, ktory wykorgysatem pdniej podczas
udokfadniania do obliczania wska@ka rozbignosci Ryee.

Krysztal zachowat parametry identyczne z wymiarakomorki elementarnej
WT_T_AMP. Sklad komorki rownie pozostat bez zmian tj. zawierala ona cztery
podjednostki w oxci asymetrycznej. Strukter WT_T_0 rozwazalem metod
podstawienia csteczkowego za pomgprogramu PHASER z pakietu CCP4. Jako model
postwzyt tancuch A ze struktury WT_T_AMP.

Tabela 19.Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dlaymatego krysztatu FBPazy nagzanego
jonami magnezu. Wargoi w nawiasach odnossi¢ do najwyszego zakresu rozdzielco.

WT_TO
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna C222
parametry komorki elementarnej [A] a=218,48; b=234¢=71,85
zakres rozdzielczui [A] 45,46-2,99 (3,17-2,99)
liczba zarejestrowanych reflekséw 461483 (70249)
liczba niezalenych reflekséw 37760 (5852)
krotnas¢ obserwaciji 12,22 (12,01)
kompletnd@¢ zbioru reflekséw [%o] 99,40 (97,40)
<l/s(l)> 24,20 (4,03)
Rmergel%0] 12,0 (82,3)

Udoktadnianie  struktury WT_T_0 rozpagem od usurgcia reszt
aminokwasowych, ktorychegtas¢ elektronowa znikgta w wyniku zmian, jakie nagpity
w krysztale w efekcie naszania. Analizuyjc mapy gstadsci elektronowej Eq-F¢ i Fo-Fe,

nie znalaztem dodatniejegtasci dla casteczek AMP. Udoktadnianie prowadzitem z
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zastosowaniem  parametréw  TLS  wyznaczonych  przez weser TLSMD
(Painter i Merrit, 2006). Do modelu WT_T_0 nie dima czasteczek wody z powodu
niskiej rozdzielczéci. Natomiast do obliczani&c wiaczytem atomy wodoru. Pagt
udoktadniania oceniatem na podstawie oceny wskaw R i Ry Oraz wartéci srednich
kwadratowych odchyle od wartdci standardowych dla diuga wiazaa i katow
walencyjnych. Kilka cykli udoktadniania nieznacznp@prawito wyghd map @stcaici
elektronowej, jednak niska rozdzielszodanych nie pozwolita na lepsze udokiadnienie
struktury. Statystyk udoktadniania przedstawia Tabela 20. Luki w modglawodowane
brakiem gstasci elektronowej przedstawitem na Rysunku 33.

Tabela 20.Charakterystyka udoktadniania struktury WT_T_O.

WT_TO

liczba refleksdw w zbiorze roboczym 36769
liczba refleksdw w zbiorze testowym 1000
wsp6tczynnik Matthewsa (FDa*) 3,62
procent rozpuszczalnika (%) 66,00
liczba grup TLS [tacuch A/B/C/D] 16 [4/4/4/4]
liczba atomow (bez H)

biatko 8589

ligand -

woda -
R/Riree (%) 17,70/ 24,43
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,015

katy walencyjne ) 1,77
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 92,3

konformacja dozwolona 6,6
Kod PDB SET7
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Rysunek 33. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiejetniowej FBPazy (FBP2) z sekwencj
aminokwasow podjednostek (A,B,C,D) struktury WT_T_0 (PDB: 58TZuki w sekwencji (-) oznaczaj
obszary o brakuggtasci elektronowe;.

5.3.3. Biatko natywne wolne od AMP

Krysztaty FBPazy wolnej od AMP (WT_R_0) zostaty zaione przy ayciu 20%
(v/v) roztworu glicerolu dla krioprotekcji. Dane fugkcyjne zostaty zmierzone na linii
pomiarowe] 14.1 z wykorzystaniem promieniowaniatgenowskiego o dlugaoi fali
1=0,918 A i kwadratowego detektora CCD Rayonix M)62Zbiér danych sktadat siz
811 obrazow zarejestrowanych z oscydtp’. Odlegigé krysztatu od detektora wynosita
170 mm. Dane wywskaikowatem i zintegrowatlem za pomp@rogramu XDSAPP
[Krug et al., 2012]. Poniewekrysztat rozpraszat promieniowanie rentgenowskigyzoky
rozdzielczdcia, w trakcie procesowania danych ustalatem graroeelzielczdci tak, by
stosunek sygnatu do szumua{l)> byty bliski 2 przy zachowaniu wysokiej komphekci

catego zbioru. Charakterystykbioru danych przedstawia Tabela 21.
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Tabela 21. Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dla datgatow FBPazy bez AMP
nienagczanych. Wartéci w nawiasach odnosgsie do najwy:szego zakresu rozdzielcob

WT_ R 0O
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,57; c=235,3
zakres rozdzielcZgi [A] 36,28-1,67 (1,77-1,67)
liczba zarejestrowanych refleksow 482798 (77295)
liczba niezalenych reflekséw 37062 (5864)
krotnas¢ obserwaciji 13,03 (13,18)
kompletnd¢ zbioru reflekséw [%0] 99,80 (99,40)
<l/o(l)> 29,89 (3,08)
Rmergd %0] 5,2 (89,8)

Analiza zawartéci komorki elementarnej krysztatu na podstawie vspanika
Matthewsa (Vi) [Matthews, 1968] wykazata obedtojednej podjednostki w e%ci
asymetrycznej. StrukteWWT_R_0 rozwiazatlem metog podstawienia cisteczkowego za
pomoa programu PHASER [McCoy et al., 2007] z pakietu @CPako model poshyt
tancuch A ze struktury WT_T_AMP.

Udoktadnianie struktury rozpogiem od przebudowy kaa N podjednostki,
opierapc sk na mapach gptasci elektronowej Eqo-Fc i Fo-Fe. W tym celu ususgtem
niepoprawny fragment na kou N pomedzy Glu8 a Leu30. Po przeliczeniu map OMIT
pojawita s¢ dodatnia gstas¢ na mapie rénicowej Fo-F¢, ktora umaliwita wbudowanie
fragmentu tacucha od Glu8 do Glul9. Ponadto, w trzech miejscaapy @staici
elektronowe] wskazywaly na niepadek lub catkowicie brakowato w nichegtaici.
Udoktadnianie prowadzitem z zastosowaniem parametid.S wyznaczonych przez
serwer TLSMD (Painter i Merrit, 2006). Do obliczarkic wiaczytem atomy wodoru. Po
kilkunastu cyklach udokfadniania jalo map wyranie sk poprawita. Posp
udoktadniania ocenialem na podstawie wskldw R i Ry Oraz wartéci rmsd dla
diugasci wiazan i katow walencyjnych. Kontrolowatem rowrmiewartasci czynnikOw
temperaturowych oraz rozkiadatkw torsyjnych tacucha gtdbwnego na wykresie
Ramachandrana. Statystyki udokladniania przedstahabela 22. Luki w modelu

spowodowane brakienggtaici elektronowej przedstawitem na Rysunku 34.
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Tabela 22.Charakterystyka udoktadniania struktury WT_R_0.

WT_R O

liczba reflekséw w zbiorze roboczym 36061
liczba reflekséw w zbiorze testowym 1001
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 2,07
procent rozpuszczalnika (%) 40,5
liczba grup TLS 6
liczba atomow (bez H)

biatko 2180

ligand -

woda 133
R/Riree (%0) 19,33 /21,96
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,019

katy walencyjne ) 1,79
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 97,8

konformacja dozwolona 2,2
Kod PDB 5ET5

FBP2 TDR”PF | LTLTRYVM:K GROAKGT TQLLNaMLT
5ET5 —-—-—---——- L. T L T R Y VM TQLLNSMLTA

60 70

IKAISSAVR GLAHLYGIA GSVNVTGD
IKAISSAVR -

]_30 140

80 9
o] ] ]

pi=1 N K K 1. DVLSNSL, VINMLQSSYa TCVLVaEEN DAIITAKEK GKYVVCFDPL GGGNIDCLA SIGTIFATIYR

CI I K K L. DOVLSNSLEVINMLOSSYSETCVLVSEENERDAT I TAKERREGKYVVCFDPLE DGt SIGTIFATYR
]_50 200

FBP2 T“EDE DALQCGRNI AAGYALYGa TLVALaTGQ VDLFMLDPAL GEFVLVEKD KIKKKGKIYa

5ET5 —-—————- DALQCGRNIVRAAGYALYGSARTI.VALSTGQGEVDLFMLDPALRGEFVLVEEDVRETEEEGETIY 5|
220 270

FBP2 LNEGYAKYFD AATTEYVQK KFPEDGaAP GARYVGaMV DVHRTLVYG IFLYPANQKa PKGKLRLLYE

ST NEGYAKYFDRAATTEYVQRKEKMKFPEDGSAPYRPGARYVGSMVARDVHRTLVYGGRIFLYPANQE S PKGELRLLYE]
290

FBP2 CNPVAYIIEQ AGGLATTGTQ PVLDVKPEAI HQRVPLILGa PEDVQEYLTC OKNOAG“

ST CNPVAY T TEQEAGGLATTGTQEPVLDVKPEATRHQRVPLILGSEPEDVQEY L TC Vigkataatatets

Rysunek 34. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiejetniowej FBPazy (FBP2) z sekwencj
aminokwasow podjednostki A struktury WT_R_0 (PDB: 5ET5). Lukisekwencji (-) oznaczajobszary o

braku gstacsci elektronowe;.
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5.3.4. Biatko natywne wolne od AMP nagczane produktem F6P

Krysztaly FBPazy wolnej od AMP jeszcze w kropli &glizacyjnej zostaty
nasczone 5 mM roztworem produktu reakcji katalizowangrzez FBPazy,
fruktozo-6-fosforanem. By zapobiec ewentualnej zn@akonformacji gtli katalitycznej,
roztwor do nagczania wzbogacono o jony wapnia (100 mM GaQlzyskane krysztaty
(WT_R_F6P) zostaly zamrone, dla krioprotekcji zyto 20% (v/v) roztworu glicerolu.
Dane dyfrakcyjne zostaly zmierzone na linii ponveep 14.1 z wykorzystaniem
promieniowania rentgenowskiego o dtdgofali A=0,918 A i kwadratowego detektora
CCD Rayonix MX-225. Zbior danych sktadalcst 480 obrazéw zarejestrowanych z
oscylach 0,25. Odlegiéé¢ krysztalu od detektora wynosita 200 mm. Dane
wywskanikowatem i zintegrowatem za pomperogramu XDSAPP [Krug et al., 2012]
a otrzymany w efekcie skalowania zbior intensysanareflekséw przeksztatcitem za
pomoa programu XDSCONV. Charakterystykzbioru danych przedstawia Tabela 23.
Na koniec wyodgbnitem podzbior reflekséw testowych, ktory wykorigygatem podczas
udoktadniania do obliczania wskaka rozbienosci Ryee

Krysztal zachowat parametry identyczne z wymiarakomorki elementarnej
krysztalu WT_R_0. Sklad komorki rowrigpozostat bez zmian, tj. zawierata ona pedn
podjednostk w czsci asymetrycznej. Punktem startowym udoktadnianzgskanych
danych byt model WT_R_O.

Tabela 23.Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dlasatatu FBPazy bez AMP ngzanego
produktem. Wart&ci w nawiasach odnossic do najwyszego zakresu rozdzielcon

WT_R_F6P
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,11; c=282,0
zakres rozdzielczai [A] 46,68-1,92 (2,04-1,92)
liczba zarejestrowanych reflekséw 229018 (36781)
liczba niezaleénych reflekséw 23929 (3769)
krotnas¢ obserwaciji 9,57 (9,76)
kompletndg¢ zbioru reflekséw [%0] 99,8 (99,4)
<l/o(l)> 19,05 (2,57)
Rmerge[%0] 7,6 (89,6)
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Na podstawie mapy #dicowej gstasci elektronowejF,-F. zidentyfikowatem w
miejscu aktywnym enzymu fruktozo-6-fosforan. Pozan tnie wykrytem w nowej
strukturze innych wikszych zmian w porownaniu z ,puyststruktura FBPazy (WT_R_0).
Dalsze udokfadnianie prowadzitem z zastosowaniemanpatréw TLS wyznaczonych
przez serwer TLSMD (Painter i Merrit, 2006). Do iobaniaF; wiaczytem atomy wodoru.
Po kilkunastu cyklach udokiadniania jako map byla zadowalaga. Statystyk
udoktadniania przedstawia Tabela 24. Luki w modghowodowane brakiemegtosci

elektronowej przedstawitem na Rysunku 35.

Tabela 24.Charakterystyka udoktadniania struktury WT_R_F6P.

WT_R_F6P

liczba refleksdw w zbiorze roboczym 22900
liczba reflekséw w zbiorze testowym 1028
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 2,06
procent rozpuszczalnika (%) 40,28
liczba grup TLS 4
liczba atomow (bez H)

biatko 2225

ligand 16

woda 94
R/Riree (%0) 17,96 / 22,33
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,018

katy walencyjne ) 1,71
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 98,2

konformacja dozwolona 1,8
Kod PDB 5ET8
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60 70
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okl cNEVAY TTEQEAGGLATTGTQEPVLDVKPEAT HQRVPL TGS FEDVQEY L TCVORK N

Rysunek 35. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiejetniowej FBPazy (FBP2) z sekwencj

aminokwasow podjednostki A struktury WT_R_F6P (PDB: 5ET8). Luksekwencji (-) oznaczajobszary
o braku gstasci elektronowej.

5.3.5. Biatko natywne wolne od AMP nagczane substratem F-1,6-BP

Aby ustalt struktug FBPazy z substratem reakcji, krysztaty WT_R_0zges w
kropli  krystalizacyjnej, nagzane byly 10 mM roztworem  substratu,
fruktozo-1,6-bisfosforanu. Z uwagi na obe&hov roztworze krystalizacyjnym jonow
magnezu, aby zapobiec defosforylacji substratufw@z do nagczania wzbogacono
dodatkowo o jony wapnia (100 mM CallUzyskane krysztaty (WT_R_F16BP) zostaty
zamraone, dla krioprotekcji tyto 20% (v/v) roztworu glicerolu. Dane dyfrakcyjne
zostaly zmierzone na linii pomiarowe] 14.3 z wyk@taniem promieniowania
rentgenowskiego o diugoi fali 1=0,894 A i okagtego detektora CCD Rayonix SX-165.
Dane dyfrakcyjne zarejestrowatem z rozdzieiczp 2,20 A. Zbiér danych sktadatesi
400 obrazéw zarejestrowanych z oscdiP. Odlegitdg¢ krysztatu od detektora wynosita
180 mm. Dane analizowalem za pomoprogramu XDSAPP [Krug et al.,, 2012].
Charakterystyk zbioru danych przedstawia Tabela 25.

Krysztal zachowat parametry identyczne z wymiarakomoérki elementarnej
krysztatbw WT_R_0 oraz WT_R_F6P. Skiad komorki ré@enpozostat bez zmian
tj. zawierala ona jedn podjednostk w czsci asymetrycznej. Punktem startowym

udoktadniania uzyskanych danych byt model WT_R_O.
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Tabela 25. Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dladatptu FBPazy bez AMP nazanej
substratem. Warfgi w nawiasach odnogsi¢ do najwy:szego zakresu rozdzielcoo

WT_R_F16BP
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,58; c=232,4
zakres rozdzielczi [A] 34,64-2,19 (2,33-2,19)
liczba zarejestrowanych reflekséw 155047 (23369)
liczba niezalenych reflekséw 16183 (2466)
krotnas¢ obserwacji 9,58 (9,48)
kompletndg¢ zbioru refleksow [%0] 98,8 (95,4)
<l/o(l)> 28,03 (3,55)
Rmerge[%0] 6,6 (74, 8)

Na podstawie rinicowej mapy gstasci elektronowejFo-F. zidentyfikowatem w miejscu
aktywnym enzymu fruktozo-1,6-bisfosforan w konfigaj . Poza tym nie wykrytem w
tej strukturze innych wkszych zmian w poréwnaniu z poprzednimi struktur&BPazy
(WT_R_0O; WT_R_F6P). Dalsze udoktadnianie prowadzifezastosowaniem parametrow
TLS wyznaczonych przez serwer TLSMD (Painter i Mer2006). Do obliczania.
wiaczytem atomy wodoru jako tzw. riding model. Zgodrie zaleceniami autoréw
programu Phenix dodatem atomy wodoru rowni® modelu za pomacautomatycznej
funkcji programu phenix.refine. Wszystkie pozycjmmoéw wodoru w wjzaniu X-H
zostaly przypisane na podstawie idealnej geometrjpodczas udoktadniania byty
przeliczane na podstawie aktualnej pozycji atomb&datkowo obsadzenie oraz czynniki
temperaturowe atomow wodoru pozostawabisle zwiazane z atomem X. Dodatek
atomow wodoru spowodowat nieznaczne polepszen@perOWR i Ryee Oraz w istotny
sposob pomaogt zredukowdiczbe bliskich kontaktow H...H i obriy¢ wartg¢ parametru
kolizji (ang. clashscore). Po kilkunastu cyklachokiddniania jaké¢ map gstdsci
elektronowe] byla zadowalga. Statystyk udoktadniania struktury przedstawia
Tabela 26. Luki w modelu spowodowane brakiegstgici elektronowej przedstawitem na
Rysunku 36.
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Tabela 26.Charakterystyka udoktadniania struktury WT_R_F16BP.

WT_R_F16BP

liczba reflekséw w zbiorze roboczym 15140
liczba reflekséw w zbiorze testowym 1043
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 2,4
procent rozpuszczalnika (%) 48,86
liczba grup TLS 7
liczba atomow (bez H)

biatko 2108

ligand 20

woda 25
R/Riree (%0) 20,50/ 27,98
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,009

katy walencyjne ) 1,14
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 97,7

konformacja dozwolona 2,3
Kod PDB 5K56
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Rysunek 36. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiej ¢fniowej FBPazy (FBP2) z ekwencj

aminokwasow podjednostki A struktury WT_R_F16BP (PDB: 5K56uki w sekwenciji (} oznaczaj obszar
o0 braku gstadsci elektronowe;.
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5.3.6. Mutant E69Q wolny od AMP

Krysztaty mutanta E69Q FBPazy wolnego od AMP (EQORzostaty zamrione,
dla krioprotekcji uyto 20% (v/v) roztworu glicerolu. Dane dyfrakcyjmestaty zmierzone
na linii pomiarowej 14.1 z wykorzystaniem promiemamia rentgenowskiego o diugo
fali 1=0,91841 A i kwadratowego detektora CCD Rayonix ¥26. Dane dyfrakcyjne
zarejestrowano z rozdzielcama 1,72 A. Zbiér danych sktadat ¢siz 600 obrazow
zarejestrowanych z oscylacp,?. Odlegté¢ krysztatu od detektora wynosita 198 mm.
Dane analizowatem za pompprogramu XDSAPP [Krug et al., 2012]. Charakterlsty

zbioru danych przedstawia Tabela 27.

Tabela 27.Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dlasztatow mutanta E69Q FBPazy bez AMP
nienagczanych. Wartéci w nawiasach odnosgsie do najwy:szego zakresu rozdzielcob

EQ RO
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,15; c=285,0
zakres rozdzielcZgi [A] 34,48-1,72 (1,82-1,72)
liczba zarejestrowanych reflekséw 308771 (36394)
liczba niezalenych reflekséw 33575 (5197)
krotnaé¢ obserwaciji 9,20 (7,00)
kompletnd@¢ zbioru reflekséw [%0] 99,5 (97,1)
<l/o(l)> 23,67 (2,25)
Rmerge[ 0] 5,5 (79,3)

Krysztat zachowat parametry identyczne z wymiarakomorki elementarnej
krysztatu natywnej FBPazy WT_R_0. Weézi asymetrycznej znajduje ¢spojedyncza
podjednostka. Punktem startowym udoktadniania umyg&h danych byt model WT_R_O0.
Poza nieznacznymi z@icami w jakéci map gstasci elektronowej struktura mutanta nie
réznita sk od struktury natywnej WT_R_0. Pozycja 69 nie pdaia gstaci
elektronowej, dlatego reszta ta nie zostata ugdrgbna w modelu. Udokfadnianie
prowadzitem z zastosowaniem parametrow TLS wyznagzo przez program TLSMD
[Painter i Merrit, 2006]. Do obliczani&. wtaczytem atomy wodoru jako tzw. riding
model. Dodatkowo do modelu biatka dodatem atomy avod Po kilkunastu cyklach
zakaczytem udokladnianie. Statystykudoktadniania struktury przedstawia Tabela 28.

Luki w modelu spowodowane brakiemastigsci elektronowej obrazuje Rysunek 37.
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Tabela 28.Charakterystyka udoktadniania struktury EQ_R_O.

EQ RO

liczba reflekséw w zbiorze roboczym 32575
liczba refleksdw w zbiorze testowym 1000
wsp6tczynnik Matthewsa FDa*) 2,09
procent rozpuszczalnika (%) 41,1
liczba grup TLS 3
liczba atomow (bez H)

biatko 2165

ligand -

woda 59
R/Riree (%) 21,38 /24,90
RMSD

diugdci wiazan (A) 0,019

katy walencyjne ) 1,68
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 97,1

konformacja dozwolona 2,9
Kod PDB 5K54

10 20 60 70
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Gy GY M CNEVAY T TEQNAGGLATTGTQ FVLDVKPEATIHQORV PLILGS PEDVQEYL TCVO K

Rysunek 37. PorOéwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiej etniowej FBPazy (FBP2) z ekwenciy

aminokwasow podjednostki A struktury EQ_R_0 (PDB: 5K54). Luki sekwencji (} oznaczaj obszary
braku gstacsci elektronowe;.
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5.3.7. Mutant E69Q wolny od AMP nagczany produktem F6P

Krysztaly mutanta E69Q FBPazy (EQ_R_0), podobnie Kgysztaty natywnego
biatka, jeszcze w kropli krystalizacyjnej zostatgsiczone 5 mM roztworem produktu
reakcji katalizowanej przez FBPaze, fruktozo-6-6oahu. Aby zapobiec ewentualnej
zmianie konformacji gtli katalitycznej, roztwér do naszania wzbogacono o jony wapnia
(100 mM CadC)). Uzyskane krysztalty (EQ_R_F6P) zostaly zamre, dla krioprotekcji
uzyto 20% (v/v) roztworu glicerolu. Dane dyfrakcyjrneostalty zmierzone na linii
pomiarowe] 14.1 z wykorzystaniem promieniowaniatgenowskiego o diudgaoi fali
2=0,91841A i kwadratowego detektora CCD Rayonix M2&2 Dane dyfrakcyjne
zarejestrowano z rozdzielcama 1,98 A. Zbiér danych skiadat ¢siz 240 obrazow
zarejestrowanych z oscylacp,5. Odlegté¢ krysztatu od detektora wynosita 198 mm.
Dane analizowatem za pompprogramu XDSAPP [Krug et al., 2012]. Charakterlgsty

zbioru danych przedstawia Tabela 29.

Tabela 29.Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dlasatatéw mutanta E69Q FBPazy bez AMP,
nasiczanego produktem. Wasm w nawiasach odnossie do najwy:szego zakresu rozdzielco.

EQ_R_F6P
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,15; c=285,0
zakres rozdzielczgi [A] 32,03-1,98 (2,10-1,98)
liczba zarejestrowanych reflekséw 210365 (33127)
liczba niezalenych reflekséw 22004 (3449)
krotnas¢ obserwacji 9,56 (9,61)
kompletnd¢ zbioru refleksow [%0] 99,9 (99,5)
<l/o(l)> 22,79 (3,15)
Rimerge[%] 7,6 (76,1)

Krysztat zachowat parametry identyczne z wymiar&omorki elementarnej krysztatu
natywnej FBPazy EQ_R_0. W @zi asymetrycznej znajduje ¢Si pojedyncza
podjednostka. Punktem startowym udoktadniania umyg&h danych byt model EQ_R_0.
Poza nieznacznymi z@icami w jakéci map gstasci elektronowej struktura mutanta nie
réznita sk od struktury natywnej EQ_R_0. Pozycja 69 nie paediaa gstasci elektronoweyj,
dlatego reszta ta nie zostata uwzigliona w modelu. Udoktadnianie prowadzitem z

zastosowaniem  parametrow TLS  wyznaczonych przez gragmo TLSMD
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(Painter i Merrit, 2006). Do obliczanig. wtaczytem atomy wodoru jako tzw. riding
model. Dodatkowo do modelu biatka dodatem atomy awod Po kilkunastu cyklach
zakaiczytem udokladnianie. Statysiykudoktadniania struktury przedstawia Tabela 30.
Luki w modelu spowodowane brakiemesisci elektronowej przedstawitem na
Rysunku 38.

Tabela 30.Charakterystyka udoktadniania struktury EQ_R_F6P.

EQ_R_F6P

liczba reflekséw w zbiorze roboczym 21004
liczba reflekséw w zbiorze testowym 1000
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 2,06
procent rozpuszczalnika (%) 40,39
liczba grup TLS 2
liczba atomow (bez H)

biatko 2223

ligand 16

woda 61
R/Riree (%0) 18,53/ 23,49
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,017

katy walencyjne ) 1,62
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 97,5

konformacja dozwolona 2,5
Kod PDB 5K55
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10 20 60 70

- - |
FBP2 TDRSPFETY [RURUSanT EK GROAKG TQLLNaMLT IKAISSAVR GLAHLYGIA GSVNVTGD
5K55 —-——-——- L T L TR Y VM TOLLNSMLTARTRATSSAVRK] A
FBP2 KKLDVLaNaL VINMLQa TCVLVaEEN DAIITAKEK GKYVVCFDPL eSSNIDCL aIGTIFAIY
GG K1. DV SNSLEVINMLQSSY S TCVLVSEENKEDATTTAKEKRIGRYVVCF DPLEDCEEESENCT.ANSTGTTIFATYR
200 210
FBP2 ”EDE DALQCGRNI AAGYALYGa TLVALaTGQ VDLFMLDPAL GEFVLVEKD KIKKKGKIYa
5K55 Jg-—-——- DALQCGRNTVAAGYALYGSANTLVALSTGQGRVDLFMLDPALRGEFVLVEKDVlIKTKKKGKIYS
230 270 280
FBP2 LNEGYAKYFD AATTEYVQK KFPEDGQAP GARYVGaMV DVHRTLVYG IFLYPANQKa PKGKLRLLYE
G NEGYAKYFDIAATTEYVQKKEKFPEDGSAPYGARYVGSMVANDVHRTLVYGG IFLYPANQK Sl PKGKLRLLYE
FBP2 CNPVAYIIEQ AGGLATTGTQ PVLDVKPEAI HQRVPLILGa PEDVQEYLTC VQK OAGF
GG CNPVAY T TEQEAGGLATTGTQE PVLDVKPEA THQRVELILGSJPEDVQEY LTCRVOR NS

Rysunek 38. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiej ¢fniowej FBPazy (FBP2) z ekwencj

aminokwasow podjednostki A struktury EQ_R_F6P (PDB: 5K55). Luksekwencji (} oznaczaj obszary
braku gstacsci elektronowe;.

5.3.8. Mutant E69Q wolny od AMP nagczany substratem F-1,6-BP

Aby ustalt struktue mutanta E69Q FBPazy z substratem reakcji, krygztat
EQ _R_0, jeszcze w kropli krystalizacyjnej, aegzane byly 10 mM roztworem substratu,
fruktozo-1,6-bisfosforanu. Z uwagi na obe&hov roztworze krystalizacyjnym jonow
magnezu, by zapobiec defosforylacji substratu, worztdo nagczania wzbogacono
dodatkowo o jony wapnia (100 mM CallUzyskane krysztaty (EQ_R_F16BP) zostaty
zamraone, dla krioprotekcji iyto 20% (v/v) roztworu glicerolu. Dane dyfrakcyjne
zostaly zmierzone na linii pomiarowe] 14.3 z wyk@taniem promieniowania
rentgenowskiego o diugoi fali 1=0,894 A i okagtego detektora CCD Rayonix SX-165.
Dane dyfrakcyjne zarejestrowatem z rozdzieiczp2,30 A. Zbioér danych sktadatesi
240 obrazow zarejestrowanych z oscydip’. Odlegtéé krysztatu od detektora wynosita
186 mm. Dane analizowalem za pomoprogramu XDSAPP [Krug et al.,, 2012].
Charakterystyk zbioru danych przedstawia Tabela 31.
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Tabela 31. Charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dla satatow mutanta FBPazy bez AMP
nasiczanego produktem. Wakm w nawiasach odnogsic do najwy:szego zakresu rozdzielcon

EQ_R_F16BP
temperatura pomiaru [K] 100
grupa przestrzenna 14,22
parametry komorki elementarnej [A] a=72,45; c=233,9
zakres rozdzielczui [A] 31,03-2,30 (2,38-2,30)
liczba zarejestrowanych reflekséw 210365 (33127)
liczba niezalenych refleksow 13945 (972)
krotnas¢ obserwacji 8,7 (5,7)
kompletndg¢ zbioru refleksow [%0] 93,9 (69,5)
<l/o(l)> 22,79 (3,15)
Rmerge[ 0] 7,6 (62,2)

Krysztat zachowat parametry identyczne z wymiar&omorki elementarnej krysztatow
EQ R 0 oraz EQ_R_F6P. Skiad komorki rownpmozostat bez zmian tj. zawierata ona
jedm podjednost w czsci asymetrycznej. Punktem startowym udoktadniania
uzyskanych danych byt model EQ_R_0.

Poza nieznacznymi zdicami w jakéci map gstasci elektronowych struktura mutanta nie
roznita sk od struktury natywnej WT_R_0. Pozycja 69 w strukéunie posiadatacgtaici
elektronowej, dlatego nie zachodzita koniecgnamutacji tego miejsca w modelu.
Udoktadnianie prowadzitem z zastosowaniem parametid.S wyznaczonych przez
program TLSMD (Painter i Merrit, 2006). Do obliczak. wiaczytem atomy wodoru jako
tzw. riding model. Dodatkowo do modelu biatka desatatomy wodoru. Zakazytem
udoktadnianie po kilkunastu cyklach. Statystyldoktadniania struktury przedstawia
Tabela 32. Luki w modelu spowodowane brakiegstgici elektronowej przedstawitem na
Rysunku 39.
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Tabela 32.Charakterystyka udoktadniania struktury EQ_R_F16BP.

EQ_R_F16BP

liczba reflekséw w zbiorze roboczym 13014
liczba reflekséw w zbiorze testowym 931
wspétczynnik Matthewsa FDa*) 2,31
procent rozpuszczalnika (%) 46,87
liczba grup TLS 3
liczba atomow (bez H)

biatko 2142

ligand 20

woda 12
R/Riree (%0) 21,50/ 28,80
RMSD

dtugdci wiazan (A) 0,009

katy walencyjne ) 1,22
statystyka wykresu Ramachandrana (%)

konformacja uprzywilejowana 96,65

konformacja dozwolona 2,97
Kod PDB 5L0A

10 20 60 70

SR RN B R SR
FBP2 TDRSPFETIY SRS VMERK GROAKGT TQLLNaMLT IKAISSAVR AGLAHLYGIA GSVNVTGDEV
5LOA —-—-—--—- | R - - - ——————— TOLLNSMLTAN TR A TS S AV RK e e

lOO 140

130
FBP2 KKLDVLaNaL VINMLQSSYa TCVLVaEEN DAIITAKEK GKYVVCFDPL SNIDC aIGTIFAI R
M- K1.DVLSNSLEVINMLQSSYSTCVLVSEENKDA ITTAKEKRIGK YVVCFDPLEDEEEEEE. SIGTIFAIYE
150 160 170
FBP2 T“EDEP DALQCGRNI AAGYALYGa TLVALaTGQ VDLFMLDPAL GEFVLVEKD KIKKKGKIYa
5L0A —-—-—-—-—-—- DALQCGRNIVEAAGYALYGSARTL.VALSTGQGEVDLFMLDPALRGEFVLVEKDVRETIKEKGEKIY S|
230 240
FEBFP2 LNEGYAKYFD AATTEYVQK KFPEDGaAP GARYVGDMV DVHRTLVYG IFLYPANQKa PKGKLRLLYE
SN T NEGYAKYFDRAATTEYVOKKEKFPEDGSAPYRGARYVGSMVARDVHRTLVYGGETFLYPANQKSEPEGKLRLLYE
300 310
FBP2 CNPVAYIIEQ AGGLATTGTQ PVLDVKPEAI HQRVPLILGa PEDVQEYLTC VQK OAG“
G- W CNEvAY T TEQAGGLATTGTO PVLDVKPEATJHORVPL ILGSPEDVQEYLTCRVORK NS
Rysunek 39. Poréwnanie sekwencji referencyjnej ludzkiej ¢fniowej FBPazy (FBP2) z ekwencj

aminokwasow podjednostki A struktury EQ_R_F16BP (PDB: 5LOAMKL w sekwencji (} oznaczaj obszar
o0 braku gstadsci elektronowe;.
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6. DYSKUSJA WYNIKOW

6.1. STRUKTURY KRYSTALICZNE LUDZKIEJ Ml ESNIOWEJ FBPAZY

Zastosowanie procedury otrzymywania rekombinowahgjzkiej misniowej
FBPazy, opracowanej w Zakfadzie Fizjologii Molekulkey Zwierat we Wroctawiu,
pozwolito mi otrzyma ok. 170 mg czystego biatka z 3 litréw hodowli. &y mane biatko
zawierato AMP, dlatego przed rozpecem prob krystalizacji musialem je o0&zt
poprzez sczenie molekularne w wysokimegeniu jondw magnezu. Dodatkowo, wspdlnie
z dr Robertem Kotodziejczykiem uzyskatem krysztagtywnej FBPazy oraz mutanta
E69Q. Zarejestrowanie obrazow dyfrakcyjnych otrzggwh krysztaldbw pozwolito mi
rozwiazat osiem struktur krystalicznych FBPazy wzmngch formach oraz z #ymi
ligandami (Tabela 33). Dgki tym wynikom mogtem przyjrze sic doktadnie budowie

ludzkie] misniowej FBPazy.

Tabela 33. Zestawienie podstawowych parametrow charaktegggoh struktury ludzkiej magniowej
FBPazy rozwizane w ramach niniejszej pracy.

Struktury Kod
Forma Ligand Inhibitor Katk[°] Mutacja
FBPazy PDB
WT RO 5ET5 R - - -86 -
WT_R_F6P 5ET8 R F-6-P - -86 -
WT_R_F16BP | 5K56 R F-1,6-BP : -86 -
WT_T_AMP 5ET6 T - AMP +22 :
WT_TO 5ET7 T - - +22 -
EQ RO 5K54 R - - -86 E69Q
EQ_R_F6P 5K55 R F-6-P - -86 E69Q
EQ R _F16BP | 5LOA R F-1,6-BP : -86 E69Q

FBPaza w formie T krystalizowata w grupie przestreg C222. Struktura jest
izomorficzna z wcz@ie] opisalm struktup mutanta E69Q ludzkiej FBPazy ¢hmniowe]
[Zarzycki et al., 2011]. W eZci asymetrycznej znajdupie cztery podjednostki patzone
w dwie niezalene pary A-B, C-D. Kada para stanowi potawoddzielnego tetrameru.

Kompletny tetramer C1-C2-C3-C4 tworzy ¢siz podjednostek A-B-B-A’ oraz
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C-D-D”-C” (Rysunek 40, Tabela 34) dziataniemzrfych osi dwukrotnych w tej samej

grupie przestrzennej.

C”

Rysunek 40. Tworzenie dwoch tetrameréow FBPazy przez operacjmeflyi w rombowej grupie
przestrzennef222. Widok wzdtz osi z.

Tabela 34.0pis generowania podjednostek symetrycznych tyayzh dwa niezalme tetramery w grupie
przestrzennef222.

Podjednostka Operacja symetrii
A’ (-x, Yy, -3, obrot wokét osi dwukrotnej réwnolegtej do [010]
B’ (-X, y, -3, obrot wokot osi dwukrotnej rownolegtej do [010]
c” (%, -y,1-2), obrét wokot osi dwukrotnej rownolegtej do [100]
D” (%, -y,1-2), obrét wokot osi dwukrotnej rownolegtej do [100]

Enzym natywny jak i mutant w formie R krystalizowal grupie przestrzennd@,22

z jednym monomerem w ¢xi asymetrycznej. Kompletny tetramer C1-C2-C3-Cérizy
si¢ z podjednostek A-A’-A”-A”" przez operacje symet(Rysunek 41, Tabela 35).
Protomery we wszystkich s&@u przypadkachasdo siebie podobne, dlatego ich budow

omoOwig na podstawie struktury WT_R_O0.
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Rysunek 41.Tworzenie tetrameru FBPazy przez operacje symetrtetragonalnej grupie przestrzennej
14,22. Widok wzdti osi z.

Tabela 35.0pis generowania podjednostek symetrycznych tyaych dwa niezalae tetramery

Podjednostka Operacja symetrii
A (y, X, -2, obrot wokot osi dwukrotnej rownolegtej do osiL[]
A” (-y, -X, -2, obrét wokot osi dwukrotnej rownolegtej do ost10]
A (-X, -y, 3, obrot wokot osi dwukrotnej rownolegtej do osD[]

6.2. PROTOMER

6.2.1. Budowa ogolna

Podjednostka we wszystkich strukturach zbudowasiazjd 2-13 arkuszf oraz 6-7 helis
a, ktore wraz z odcinkami pozbawionymi strukturyrzédowej tworz dwie domeny
(Tabela 36). Dodatkowo, w aoffsie niektérych ptli wystepuja krotkie helisy typu &.
Rd&znice w ilasci elementow struktury drugogdowej spowodowaneaszmianami podczas
przechodzenia FBPazy ze stanu T do R. Podjedné®leazy podzielona jest na dwie
domeny. Przy kicu N znajduje si domena allosteryczna (reszty 1-200) a przfckioC
domena katalityczna (reszty 201-335).
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Table 36. Poréwnanie struktur ludzkiej wfiniowej FBPazy w trzech stanach. Elementy struktury
drugorzdowej okrdlono za pomog programu DSSP (Kabsch i Sander, 1983). Przerwgkwenciji (...)
oznaczaj reszty nie posiadagje g;staici elektronowe;j.

Elementy struktury drugorz ¢edowej

Reszty aminokwasowe

WT T AMP WT TO WT R 0O
Domena allosteryczna
Koniec N 8-12 11-12 8-10
al 13-23 13-19 -
Bal - - 11-15
L1 24-28 20...29 16-19...28
a2 29-48 30-49 29-49
L2 (petla katalityczna 49-63...70 50...72 50-51...73
al2 53-56 - -
a3 71-86 73-86 74-87
L3 87-90 88-90
B1 91-96
L4 97-109 97-112 97-109
BL4 103-104 99-104 103-104
alL4 (helisa 3¢) 107-109
B2 110-121 113-118 110-121
L5 122-131 119-122...130-131 122...129-131
aL5 (helisa 3y) 123-128 - -
B3 132-140 132-139 132-140
L6 141-142...147-160 140-158 141...147-160
alL6a (helisa &) 149-152 149-151 150-152
aL6b (helisa %) 156-158
B4 161-167 159-167 161-167
L7 168-170
B5 171-176
L8 177-181
36 182-187
L9 188-191
B7 192-197
Domena katalityczna
L10 198-207
38 208-210 208-209 208-210
L11 211-220 210-220 211-220
alLl11 (helisa %) 213-218 213-215 213-218
a4 221-231
L12 232-240
B9 241-242
L13 243-247
a5 248-258
L14 259-260
B10 261-264
L15 265-280
06 281-290
L16 291-293
B11 294-296
L17 297-315
aL17 (helisa %) 302-304
B12 316-319
T1 320
a7 321-335 321-332
Koniec C 336-337 336-337 333-334
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Opis budowy protomeru rozpocziod enzymu w stanie T (WT_T_AMP). Jest on prawie
identyczny z budow protomeru enzymu atrobowego zaréwno w stanie T jak i R.
Domena allosteryczna (Rysunek 42) zawiera antyréeghp arkusz B utworzony

z siedmiu tacuchowp (B1- B7). Arkuszf tworzy swego rodzaju sklepienie ponad trzema
helisami @1- a3) utazonymi prawie réwnolegle do siebie. Paaiy tymi elementami

znajduje st 9 petli.

Rysunek 42.Domena allosteryczna w monomerze FBPazy. AMP (medakzowy) wskazuje miejsce
inhibitorowe (allosteryczne).

Domena katalityczna zawiera czterypdachy (38-B11) tworzce jeden antyréwnolegty
arkusz oraz cztery heligy (a4-a7) umieszczone parami pod i nad arkuszem. Elementy

pofaczone g osmioma tlami (Rysunek 43).
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F-6-P

Rysunek 43.Domena katalityczna w monomerze FBPazy. F-6-P (tnodeszowy) wskazuje miejsce
aktywne.

W obrbie ptli L2, L4, L5, L6, L11 oraz L17 znajduje eikilka krétkich helis 3.

Na poziomie struktur trzeciogdowych podjednostki wszystkich rozganych przeze
mnie struktur FBPazyasdo siebie bardzo podobne. Dla stanu R rmsd ator@ow
podjednostek wahaegpomidzy 0,21 a 0,33 A, natomiast dla podjednostek fofnwaha

sie od 0,16 do 0,48 A. Ponadto rmsd atoméwp@djednostek form R i T wynosi 0,51 A.
Jezeli to samo poréwnanie wykonamy dla domen allostanych i katalitycznych
odpowiednich stanéw, otrzymujemy waitoodpowiednio 0,79 i 0,33 A. Wynika z tego,
ze najweksze zmiany podczas prgejp ze stanu T do R na poziomie protomeru zachodz

w domenie allosterycznej.
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6.2.2. Miejsce allosteryczne/inhibitorowe

W obrbie domeny allosterycznej znajduje¢ siniejsce wazania nukleotydu.
Tworz je reszty wchodgce w skiad helisil i a2, tahcuchowp2 i B3 oraz ptli L1 oraz
L8. W strukturze w stanie T(+AMP) w kdej podjednostce w miejscu agania
nukleotydu znajduje ei jedna czsteczka AMP o dobrze zdefiniowanejestpsci

elektronowej (Rysunek 44).

Rysunek 44.(A) Numeracja atoméw w @steczce AMP. (B) Superpozycja czterechsteczek AMP z
czterech podjednostek struktury FBPazy w formi&dntur mapyOMIT wynosi 4.

Cztery casteczki AMP g prawie identycznie ulmne w przestrzeni w poszczegolnych
podjednostkach. Delikatne wmdice mana zaobserwowa jedynie w ul@eniu grupy

fosforanowej. Rmsd dla poszczegolinych passteczek wynosi 0,06(AB), 0,03(AC)
i 0,08(AD) A. Ze wzgtdu na swaj funkcje nukleotyd jest rozpoznawany specyficznie.

Fosforan tworzy wizania wodorowe z fecuchami bocznymi reszt Thr27, Lys112, Tyrl13
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oraz z t&cuchami gtéwnymi reszt Glu29 i Leu 30. Atomy tlengrup hydroksylowych
rybozy @ rozpoznawane przez Argl40, grupa aminowa z acderkgory skt z Vall7

i Thr31. Dodatkowo AMP dczy sk poprzez casteczki wody z resztami Gly28, Thr31,
Vall60, Thrl77, GIn179 (Rysunek 45, Tabela 37).

V160

Q179

K112

Rysunek 45.Reszty FBPazy twosze whzania wodorowe z AMP.
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Tabela 37.Wiazania wodorowe w miejscu ydania AMP w FBPazie w formie T.

Molekuta Atom Odlegtosé [A] Atom Reszta
N3 2,75 O Woda260
N6 2,94 O Vall7
N6 2,98 a1 Thr31l
N7 2,90 O Wodab4
O1P 2,66 N Lys112
O1P 2,48 OH Tyrl1l3
02 2,77 O Woda297
AMP O2P 3,04 N Glu29
O2P 2,95 N Leu30
O2P 2,58 O Woda54
o3 2,78 N1 Arg140
03 273 OH Tyr113
03P 2,69 @1 Thr27
O3P 2,80 N Thr27
Wodab4 O 3,07 N Gly28
Wodab4 O 3,07 ¢l Thr31l
Woda260 O 3,20 O Thrl77
Woda260 O 3,31 P GIn179
Woda260 O 2,87 O Woda297
Woda297 O 2,81 O Vall60

W wyniku dziatania jonami magnezu na krysztaty fgrih podczas mrgenia krysztatu
usurglem ze struktury citeczki AMP. Efektem tego jest obserwowangscmowy zanik
gestasci elektronowej helisyal oraz ptli L1 wchodzicych w skiad miejsca wrania
nukleotydu. Krysztaty formy R otrzymywane byty zeparatu wolnego od AMP i dlatego
ich miejsce wizania nukleotydu wygta zupeinie inaczej. Helisel ulegta catkowitemu
rozpleceniu z jednoczesnym utworzeniemctechapal (Rysunek 46). GZciowy zanik
gestaéci elektronowej przy braku gsteczki AMP byt ju obserwowany w innych
strukturach obu izoenzymow [Shi et al., 2013]. pdk dotd w zadnej z izoform FBPazy
nie nastpowata przemiana struktury drugedowej zo w f.

Z poréwnania rozwizanych struktur FBPazy wynikae petla L1 oraz helisal s
odpowiedzialne za wranie casteczki AMP orazze ich struktura ll-redowa jestscisle
Zwigzana z obecrigia nukleotydu. Przégie helisyal w tancuchpal po wymyciu AMP

odgrywa wana role w stabilizacji tetrameru FBPazy ¢dizie omowione piniej.
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Ba N

Rysunek 46.Poréwnanie miejsc wkania AMP w strukturach formy T z AMP (WT_T_AMP; Aprmy T
bez AMP (WT_T_0; B) oraz formy R (WT_R_0; C). Niebkim kolorem zaznaczone snalogiczne
fragmenty sekwencji (Leull-Vall7) widej ze struktur.
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6.2.3. Miejsce aktywne

Krysztaly FBPazy w stanie R ngzane byty roztworem substratu (F-1,6-BP) jak
rowniez produktu (F-6-P) reakcji katalizowanej przez enzykhcelu niedopuszczenia do
zmiany stanu biatka w krysztale, ktora spowodowatigo zniszczenie, roztwory do
nagczania wzbogacone zostaty 100 mM roztworem chlosapnia, ktory jest jednym
z inhibitorow enzymu. Dzki tym zabiegom mdiwe stato s¢ uchwycenie ligandéw
w miejscu aktywnym i poréwnanie struktur enzymue¢dniowego z pozostatymi
strukturami FBPazy. Miejsca aktywne w enzymie natym i mutancie E69Qasdo siebie
bardzo podobne, a ligandy zostaty rozpoznane ws#n sposob. Rmsd dla wszystkich
atomoéw niewodorowychB-fruktozo-6-fosforanu w obu strukturach wynosi 0,20
(Rysunek 47), a dIp-fruktozo-1,6-bisfosforanu wynosi 0,34 A (Rysune® 4

Rysunek 47.(A) Superpozycja dwoéch ggateczekp-fruktozo-6-fosforanu z struktury natywnej FBPazy
(kolor zielony) oraz mutanta E69Q (kolor czerwong) B-F-6-P z natywnej FBPazy w map@MIT
przedstawionej z konturenws2
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O5P
A

Rysunek 48.(A) Superpozycja dwéch egteczeki3-fruktozo-1,6-bisfosforanu z struktury natywnej FBdy
(kolor zielony) oraz mutanta E69Q (kolor czerwon(B) p-F-1,6-BP z natywnej FBPazy. Kontur mapy
OMIT wynosi 3. (C) B-F-1,6-BP z mutanta FBPazy E69Q. Kontur m&iT wynosi 1,5%.

Miejsce aktywne enzymu rgniowego omoéwg na przykiadzie podjednostki C1.
Zbudowane jest ono z reszt wchadgch w sktad zarowno domeny allosterycznej, jak
I katalitycznej. Ligandy (F6P, F-1,6-BP) stabilizame § w miejscu aktywnym przez sie
wiagzan wodorowych ponidzy grum fosforanows przy weglu C6 a resztami tyrozyn
(215, 244, 264) oraz asparagifl2. Dodatkowo lizyna 274 oddziatuje z atomanmmtle
01, O5i O6 czsteczki F-1,6-BP, tworr wiazania stabilizujce grug fosforanow przy
weglu C1l. Reszta Lys274 jest kluczowa dla stabilizéigandu w miejscu aktywnym
FBPazy [Ke et al., 1991]. Badania prowadzone nayraie watrobowym pokazaty,
ze mutacja tej reszty (K274A) powoduje spadgk dla F-1,6-BP oraX; dla F-2,6-BP
[El-Maghrabi et al.,, 1992]. Dwie grupy hydroksyloweuktozy (O3, O4) oddziatgj

z fancuchem gtéwnym metioniny 248. Interesgy jest réwnie fakt, ze w rozpoznawaniu
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grupy fosforanowej przy wglu C6 bierze rownie udziat taxcuch boczny argininy 243
nalezacej do asiadupcej podjednostki C2 (Rysunek 49, 50; Tabela 38, 39)

\ Y264

N212

R243(C2) F-1,6-BP
Y244 Wat11 -
O'

D251

K274

Rysunek 49. Reszty aminokwasowe podjednostek C1 (zielone) @2az(niebieskie) bicice udziat w
wiazaniu substratu F-1,6-BP w strukturze WT_R_F16BP.

Tabela 38.Wiazania wodorowe porgilzy czsteczl F-1,6-BP a biatkiem w strukturze WT_R_F16BP

Molekuta Atom Odlegtosé [A] Atom Molekuta
04P 2,74 N2 ARG243(C2)
O6P 2,90 N2 ASN212
O1 3,51 N LYS274
05 2,77 N LYS274
06 3,16 N LYS274

F-1,6-BP 03 2,60 N MET?248
04 3,21 N MET?248
O5P 2,49 OH TYR215
o6P 2,74 OH TYR244
O5P 2,63 OH TYR264
04 2,52 O WAT11

Wodall O 2,68 (0% ASP251
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R243(C2)

102 \ c3
. 1

| 03
’
’ L ’
’ | 4
M248
D251

Rysunek 50.Reszty aminokwasowe podjednostek C1 (zielone) @az(niebieskie) biaice udziat w
wiazaniu produktu F6P w strukturze WT_R_F6P.

Tabela 39.Wiazania wodorowe porgilzy czsteczl F-6-P a biatkiem w strukturze WT_R_F6P

Molekuta Atom Odlegtos¢ [A] Atom Molekuta
o4P 2,71 N2 ARG243(C2)
O6P 2,94 N2 ASN212
06 2,89 N LYS274
05 2,76 N LYS274
F-6-P 03 2,80 N MET?248
04 3,27 N MET?248
O5P 2,48 OH TYR215
o6P 2,61 OH TYR244
O5P 2,56 OH TYR264
04 2,70 O WATS
Woda5 O 2,62 @ ASP251

Cze$¢ aminokwasow z domeny allosterycznej twaaych miejsce aktywne nie
posiada dobrej gestt elektronowej. Dodatkowo w rozwaanych strukturach nie

obserwujemy estaici elektronowej pozwalagej na zlokalizowanie jonédw magnezu.

-112 -



Dyskusja wynikow

Moze to oznaczg ze jony zostaly zwizane z biatkiem w niepeinym obsadzeniu lub
posiadaj niepetrs sfek koordynacyjma, przez co g trudne do odrénienia od czsteczek
wody. Jednak brak jakiejkolwiek ¢gtasci elektronowej w teoretycznych miejscach
wystepowania jonOw magnezu nie potwierdza tej hipot&ardziej prawdopodobne jest
wyjasnienie oparte na analizie porownawczej znanychkstruFBPazy. Z prawie 90
zdeponowanych w PDB struktur FBPazy tylko w cztestm dwoch udalo si
zaobserwowé gestaié elektronowy dla jonéw metali dwuwartziowych (Md¢* lub Zrf).
Wszystkie struktury zawierge jony metali dwuwart@iowych mag réwniez w miejscu
aktywnym substrat (F-1,6-BP) lub produkt F-6-P ilmgogrupe fosforanows. Dodatkowo
zauwaono,ze zmiany w utaeniu reszty Asp74 na kou C gtli katalitycznej podczas jej
przechodzenia z patenia disengaged w engaged wplywaja reszty GIlu97 i Glu98
[Hines et al.,, 2007]. Na podstawie tej obserwacpznma stwierdzi, ze warunkiem
koniecznym do obecroi jonéw w strukturze jest obecftosubstratu F-1,6-BP, poniewa
tworzy on za pfrednictwem grupy fosforanowej przyeglu C1 oraz reszt Glu68, Glu97,
Asp118, Aspl21 i Glu280 silnie nukleofilowy rejordazej kumulacji tadunku ujemnego,
ktory przychga jony Md" nieztzdne do przeprowadzenia reakcji defosforylacji. Gioge
substratu pogpa za sobp przepcie ptli L2 w pozycg engaged, ktéra dodatkowo
stabilizuje utaenie reszt kwasowych w miejscu aktywnym. Krysztidymy R byty co
prawda nagczane zaréwno substratem jak i produktem, ale #odat w roztworze
znajdowaly si jony wapnia, ktére unieniwity przejscie petli katalitycznej do pozyciji
engaged. Brak w miejscu aktywnynastpici elektronowej jednego z aminokwaséw Glu68
wchodzcego w sktad ¢li L2 oraz odchylony tacuch Glu97 zdaj sie potwierdzé te
hipotez. Na rysunku 51 przedstawitem poréwnanie fragmentigjsca aktywnego,
odpowiedzialnego za wZanie jonO6w magnezu w FBPazietrobowej (PDB: 1NUX)

z dwoma strukturami FBPazy @dniowej w formie R rozw§zanej przeze mnie.
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B-F-1,6-BP
E280
‘ D118
) D121
4%8

s OV
@

D118

E280

&5

D121

L ¢

E97

B-F-6-P
E280
D118

D121

Rysunek 51. Reszty aminokwasowe bume udziat w reakcji defosforylacji za frednictwem jonoéw
magnezu. (Ap-F-1,6-BP ludzka miniowa FBPaza (W_R_F16BP), (B)F6P i R enzym watrobowy (Kod
PDB 1NUX), (C)B-F6P ludzka misniowa FBPaza (WT_R_F6P).

Dodatkowo istotnym elementem omawiania miejsca vakggo jest fakt,ze reakcja

hydrolizy jest stereospecyficzna. W roztworze fozd-1,6-bisfosforan wygpuje gtownie
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w formie anomeryl (80%) oraza (15%) [Frey et al.,, 1977]. Jednak to anomejest
gidbwnym substratem dla FBPazy. Anomgrulega hydrolizie dopiero po mutarotacji
[Benkovic i deMaine, 1982; Villeret et al., 199B]a podstawie znanych struktur enzymu
watrobowego wiemy,ze grupa hydroksylowa przy qglu C2 tworzy oddziatywanie
stabilizupce z reszt Serl23 poprzez ggteczk wody, a przez to umiejscawia substrat
weglem C1 na zewgtrz miejsca aktywnego. Taki system rozpoznawanibstsatu

uniemeliwia odciecie fosforanu w pozycji C6.

6.2.4. Rtla katalityczna

Petla katalityczna L2 w strukturze WT_T_AMP znajdsgje w pozycji disengaged.
Brak gstdsci elektronowej dla reszt Val63-Val70 nie stanowoldemu we wiaciwym
okresleniu jej konformacji. Podobne brakegjdsci elektronowej ptli L2 obserwowane
byly rowniez w strukturach enzymu atrobowego z gtla katalityczra w stanie disengaged.
tancuch gtéwny reszt Gly52-Ala53-Leu54 ztjp L2 podjednostki C2 tworzy vazania
wodorowe z tacuchem bocznym kwasu asparaginowego 187:zaajen do gtli L6
podjednostki C1 (Rysunek 52). ¥¥anie to stabilizuje ¢il¢ L2 w stanie disengaged.
W strukturze WT_T_0 ¢ptas¢ elektronowa gtli L2 zanika na odcinku Leu53-Lys71. Jest
to skutek przdécia petli w stan disordered, podczas ktérego enzym stigjegotowy na
przyjecie substratu. W strukturach formy Rtla znajduje si rowniez w stanie disordered.
W przypadku struktury FBPazy w stanie R bez ligamdé miejscu aktywnym g¢la
pozostaje w stanie disordered wige ze wzgidu na brak substratu w miejscu aktywnym.
W strukturach nagzanych ligandem lub produktemtla pozostaje w stanie disordered ze
wzgledu na zastosowanie przy mesaniu roztworu jonéw wapnia, ktére na podstawie
licznych hipotez odpowiedzialnea sza blokowanie ruchéw efli katalitycznej w

izoenzymie mgsniowym [Zarzycki et al., 2007].
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a2

C2

@ -.G52
D187\ .

al

C1
L2

Rysunek 52.Wiazania wodorowe (linia przerywana) pauizy resztami gtli katalitycznej w stanie
disengaged podjednostki C2 a resxsp187 ptli L6 podjednostki C1. Diugiei wiazan podatem w Tabeli
40.

6.2.5. Mutacja E69Q

Préba uzyskania informacji o budowie miejscazania jon6w wapnia poleggja
na nagczaniu krysztatow ich roztworem nie powiodtg.sW zadnej z rozwizanych
przeze mnie struktur nie znalazlengstpici elektronowej metalu. Dodatkowo, brak
gestaéci elektronowej w okolicach kwa C gtli L2 uniemaliwit wbudowanie reszty
kwasu glutaminowego lub glutaminy w pozycji 69.

Na podstawie rozwrzanych struktur enzymu natywnego (W_R_0, W_R_F16BP)
oraz mutanta E69Q (E_R_0, E_R_F16BPYyn@jednak stwierdzj ze faktycznie mutacja
reszty 69 pozwolita na zniesienie hamowania enzpnzez jony wapnia. W tych samych
warunkach podczas rmzania krysztaldw roztworem zawieggym jony magnezu,
wapnia oraz substrat reakcji, obserwujemy mniejgzaice w uzyskanym modelu dla

enzymu natywnego (rmsd wynosi 0,25 A} dia mutanta E69Q (rmsd wynosi 0,37 A).
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6.3. DIMER

6.3.1. Budowa ogolna

Rysunek 53.Dimer ,gérny”, C1C2, FBPazy w formie T (WT_T_AMP)..

Protomery C1 i C2 oddzialjze soh tworzac dimer ,gorny” (Rysunek 53).
Analogicznie protomery C3 i C4 tweyzdimer ,dolny”. Si€ wiazaa wodorowych
pomicdzy dwoma protomerami podzielona jest, podobniepjdtomery, na dwie @&ci.
Wiazania wodorowe zlokalizowane pogdzy domenami katalitycznymi as state
I zmieniap Sig podczas przégia ze stanu T do R tylko w nieznacznym stopniua2éfnia
wodorowe pontdzy domenami allosterycznymi protomeréw ulagajzerwaniu podczas
zmian konformacyjnych enzymu. Przyktadem takichzai jest oddziatywanie poraizy
resztami ptli katalitycznej protomeru C1 a regzAspl87 protomeru C2 (rozdziat 6.2.4).
Dlugosci wiazan wodorowych pontidzy resztami biaicymi udziat w tworzeniu dimeréw
podatem w tabeli 40. Poniewav strukturach formy R w kilku miejscach nie obsejgmy
gestasci elektronowej dla niektorych reszt aminokwasowydtatego diugéci wiazan
pomigdzy tymi resztami nie zostaty wyszczegolnione wawgeniu.
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Tabela 40.0dlegtcici pomiedzy aminokwasami podjednostek C1-C2 w strukturachy R i T. Kolorem
szarym zaznaczon@ seszty nieujte w modelu z powodu brakgsgiosci elektronowe).

Forma R Forma T
C1/C2 Odlegiéé [A] C2/C1 C1/C2 Odlegtéé [A] C2/C1
Tyr258 - Tyr258 (OH) 2,50 (O) Ser124
Arg243 - Arg243 (\12) 3,43  (OB) Ser124

Serl69 - Serl69 (N) 2,99 (O) Leul29
Arg49 (Nnl1 3,15 (O) Gly168 Arg49 (Nn1) 3,12 (O) Gly168
Arg49 (Nnl) 2,64 (O) Ser169 Arg49 (N\n1) 2,73 (O) Ser169

- Aspl87 Gly52 (N) 2,93 (Oyl) Aspl87

- Aspl87 Ala54 (N) 2,89 (Oyl) Aspl87

- Aspl87 Leu53 (N) 3,17 (Oy2) Aspl87
Ala242 (N) 2,96 (Oyl) Asn212 Ala242 (N) 2,99 (Oyl) Asn212
Tyr244 (N) 2,89 (O) Tyr244 Tyr244 (N) 2,72 (O) Tyr244

- Tyr258 Cys128 (N) 3,03 (OH) Tyr258

Lys231 (N) 3,72 (082) Glu213 | Lys231(N) 3,37 (082) Glu213

Niezwykle interesujcy jest fakt,ze pomimo olbrzymich zmian jakie zachadz
w domenach allosterycznych obu podjednostek dinfensd atoméw @ form R i T
wynosi 1,43 A), uktad domen katalitycznych pozasiajawie niezmieniony (rmsd wynosi
0,54 A) (Rysunek 54).

0 S “',‘ p "\"4!‘7';'« 2
Ok

\
»\

g&l 9,

Rysunek 54.Poréwnanie przebiegufauchéw gtéwnych FBPazy w stanie T (czerwony) oratamie R
(niebieski). W tle rysunku umieitem dimer FBPazy w stanie R (szary).
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Utworzenie dimeru jest zwzane z aktywngia enzymatycza FBPazy. Jak ju
wczesniej wspomniatlem, w rozpoznawaniu substratu w roiejaktywnym bicg udziat
reszty aminokwasowe z domen katalitycznych obu gubpstek tworacych dimer.
tancuch boczny Arg243 z podjednostki C1 bierze udaiavorzeniu miejsca aktywnego
w podjednostce C2 (Rozdziat 6.2.3).ncachy gtébwne Tyr244 z obydwu podjednostek
oddziatlup ze solh za pomog wiazah wodorowych. Asn212 z podjednostki C1 tworzy
wigzanie wodorowe z fauchem gtéwnym Ala242 z podjednostki C2, a reszataski
glutaminowego Glu213 z podjednostki C1 oddziatufeyna Lys231 (Rysunek 55).

Y215

Rysunek 55. Sie¢ wigzaa wodorowych pomidzy resztami aminokwasowymi domen Kkatalitycznych
podjednostek C1 (zielona) i C2 (niebieska) w sttt WT_R_F6P. \Wjle Cu przedstawioneasjako kulki.
Czasteczki wody oznaczoneg gko O.

Zrodtem stabilngci domen katalitycznych podczas pe&pég enzymu ze stanu
aktywnego w nieaktywny jest szczegodlna substrukuegteczek wody znajdaga sé
w przestrzeni wewgtrz dimeru (Rysunek 55). Zbudowana jest ona z $tezzek wody
(01-08) pohczonych wizaniami wodorowymi o zedicowanych diugéciach. Tworza
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one swoist struktue oktaedrycza. Dlugcsci wiazaa wodorowych mgdzy czsteczkami
wody oraz lgty miedzy nimi ré@nia sie dla stanu R i T (Rysunek 56, Tabela 41), co
wskazuje na niewielkie zmiany strukturalne w cemtralimeru zachodge podczas

wigzania ligandow.

Tabela 41.0dlegtdici [A] pomiedzy atomami tlenu w oktaedrycznej strukturze wody w
strukturach FBPazy formy Ri T.

Odcinek Forma R Forma T
01-02 3,02 2,81
01-04 2,68 2,65
03-02 2,86 2,71
03-04 3,06 2,95
05-06 2,68 2,65
05-08 3,02 2,81
07-06 3,06 2,95
07-08 2,86 2,71
01-05 3,49 3,55
02-06 3,92 3,85
03-07 2,76 2,70
04-08 3,92 3,85
05
/o ~
- - 4 = ~
- ’ ~
O1 ‘ - .

Q\ \ 08 © . - - Wos

/ = -~ Y

/ / 7 02 \ . y;

Rysunek 56.Superpozycja struktur oktaedrycznych wody obecnyctmodelach WT_T_AMP (zielony) i
WT_R_F6P (niebieski).
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Rysunek 57.Zestawienie 6w w strukturze oktaedrycznej wody w modelach FBP& stanie R (A)
i stanie T (B).

Doktadna analiza bezp@®dniego otoczenia oktameruasieczek wody pokazuje,
ze tworz one dodatkowe wrania wodorowe z resztami Glu213, Arg243 i Tyr244.
Przedstawiona przeze mnie struktura wody oktaedgjczobecna jest rownie
w niektérych zdeponowanych w PDB strukturach FBRagtyobowej (np. 4MJO).

Oktaedryczna  struktura wody jest zmanjej forma  strukturalm
[Benson et al., 1992; Blanton et al., 1999]. Pojestaa z dwoch tetraedréw, ktére twprz
w dimerze FBPazy rodzaj amortyzatora zapewnego stabilné struktury domen

katalitycznych podczas prZeja enzymu porngdzy stanami R i T.
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6.4. TETRAMER

6.4.1. Budowa ogolna

(b)

C3

ca4 TN

C2

Rysunek 58.Tetramer FBPazy w formie T (a) i formie R (b)atkc pomiedzy wektorami C2C1 i C3C4 w
stanie T (c) i R (d).

Tetramer sktada siz dwoch dimerow oddziatgych ze sobp poprzez domeny
allosteryczne. W centrum tetrameru znajduje lseszé hydrofobowa utworzona przez
reszty zlokalizowane na kou C helisya2, petle L9 oraz reszty na kou N petli L2.
Kieszern hydrofobowa jest rejonem bardzo zachowawczym ti pecna we wszystkich
znanych FBPazach. Badania przeprowadzone na enmatrigbowym wykazuj, ze rejon
ten peini istota rolg podczas przechodzenia FBPazy pgimy stanami R i T
[Gao et al., 2014]. Oprécz oddziatyivhydrofobowych stan T FBPazy stabilizupwniez
wiazania wodorowe porailzy podjednostkC1 i C4 oraz analogicznie C2-C3 (Tabela 42).
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W stanie R oddzialywania te znikaja w ich miejsce tworzsie oddziatywania midzy
podjednostkami C1-C3 oraz C2-C4 (Tabela 43).

Tabela 42.0ddziatywania pomidzy podjednostkami C1-C4 w strukturach formy T.

C1/C4 Odlegtasé [A] c4/c1
Arg15(Nnl) 2,70 (@)Ser36
Arg15(Nn2) 2,81 (Q)Ser87

Arg22(Ng) 2,99 (O)Thr27
GIn32(Ne2) 2,98 (@1)Glul9
GIn32(Ne2) 3,01 (O)Arg15
Thr39(0y1) 3,24 (@2)Glu192
Tyr89(OH) 3,02 (®@2)Asp9
Ser36(Q) 2,85 (M1)Argls
Ser87(Q) 2,77 (M21)Argls
Thr27(0) 2,93 (M)Arg22
Glul9(Ms1) 3,17 (N2)GIn32
Argl5(0) 2,97 (N2)GIn32
Glu192(®»2) 2,89 (@1)Thr39
Glul192(®2) 2,88 (N)Lys42
Asp9((pl) 3,02 (OH)Tyr89
Lys42(Ng) 2,89 (@2)Glu192
Lys109(N:) 3,07 (@®2)Asp9

Tabela 43.0ddziatywania pomidzy podjednostkami C1-C3 w strukturach formy R.

C1/C3 Odlegtosé [A] C3/C1
Thr8(0y) 2,72 (O)Tyr16
Asp9(N) 3,36 (®)Asn35
Leul1(N) 2,88 (O)Phe193
Thr12(N) 2,78 (O)Thr14

Thr14 (Oy) 3,09 (0)Thr12
Tyr16(N) 2,90 (O)Met10
Phe193(N) 2,85 (O)Asp9
Leu195(N) 2,87 (O)Leull
Lys42(Ne) 3,89 (®)Asp9

W stanie T dimery ssobrécone wzgidem siebie o & k= +22, co jest poréwnywalne z
sytuaci w enzymie watrobowym. W aktywnej FBPazie (stan R) dimery agdoe § w
stosunku do siebie niemal prostopadle (Rysunek &@niennie do stanu R izoenzymu

watrobowego =0°).
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6.4.2. Zatrzask leucynowy

W nastpstwie przejcia FBPazy ze stanu T do R fragmenty nadezh N
podjednostek C1 i C3 oraz C2 i C4 zhiy sie do siebie, tworzc rejon hydrofobowy,
ktory nazwalem ,zatrzaskiem leucynowym”. Nazwa ngwije do charakterystycznego
utozenia széciu reszt leucytowych, trzech zAdej podjednostki. Znajdage s¢ na kacu
N reszty Leull i Leu 13 oddzialug reszi Leul90 z ptli L9 drugiej podjednostki
(Rysunek 59).

Rysunek 59.Zatrzask leucynowy porgilzy podjednostkami C1 (zielona) oraz G8Ha) w stanie R.

W enzymie wgtrobowym nie ma midiwosci utworzenia takiego zatrzasku ze
wzgledu na ina sekwengi aminokwasow. Leucyna 190 jest zagtiona przez izoleucyn
natomiast w pozycji 11 mamy asparagiktorej polarny tacuch boczny uniemiiwia
utworzenie hydrofobowych oddziatywa Jedynie leucyna 13 wygtuje w obu
izoenzymach. Analizag budow zatrzasku zaobserwowatenmg stanowi on G&¢
wickszego rejonu hydrofobowego, w sklad ktérego wchodzszty aminokwasowe z
konca C facuchaP6 oraz ptli L9. Gtdwna funkcja tego rejonu jest odseparowanie od
czasteczek wody reszt kwasu asparaginowego Aspl8Te ldadgryway istotra role w
przegciach pom¢dzy stanem R i T.
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W stanie R, reszty Aspl187 podjednostek C1 i C3z(&@a i C4) znajduj Sig w
bardzo bliskiej odlegkri. Odlegta¢ miedzy pan atoméw tlenu (@2...082) wynosi
2,40 A (Rysunek 60B). Poréwrygj te odlegtéci z diuggciami najsilniejszych wizan
wodorowych [Jaskolski et al., 1978] vma stwierdza, ze tak bliski kontakt pomgdzy
ujemnie natadowanymi resztami kwasowymi jest nigmgy. Sugeruje to peln lub
potowiczry protonact reszt Aspl87. Peinej protonacji przeczy jednak, fak odlegtdé¢
pomiedzy drug pam atomoéw tlenu (@1...001) wynosi 3,17 A, podczas gdy dwie
protonowane reszty kwasu karboksylowego powinnyoutyé dimer z porownywalnymi
odlegtagciami O...0. Rownie pH roztworu krystalizacyjnego (pH 7,4) jest nie do
pogodzenia z utrzymaniem w peini protonowanej grigayboksylowej (pKa ~3,9).

Konkludujapc mazna stwierdzt, ze reszty Aspl87asprotonowane tylko w potowie.

Rysunek 60. (A) Umiejscowienie Zatrzaskéw Leucynowych w tetramee FBPazy w stanie R. (B)
Oddziatywanie kacéw N podjednostek C1 (zielona) i C&lta). Umiejscowienie reszt Aspl87 w ebie
rejonu hydrofobowego. Reszty kwasu asparaginowegedstawioneasw mapie gstasci elektronowej 2Fo-
Fc o konturze 16

Gdy tetramer FBPazy przechodzi ze stanu R do T.ediygorny” obraca si
wzgledem dimeru ,dolnego”. W wyniku obrotu koe N podjednostek C1 i C3 oddalaj
sie od siebie, powoduaf zanik zatrzasku leucytowego i odblokowanie résgil87, ktore
w kontakcie z rozpuszczalnikiem o fizjologicznym pit€gap deprotonacji. Po prz&jiu

tetrameru w stan T orazftti katalitycznej w pozygj disengaged, Asp187 z podjednostki
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C1 znajduje si w sasiedztwie gtli L2 z podjednostki C2. Tworzsie wiazania wodorowe
N-H...O pomkdzy taacuchem gtownym Ala52-Gly53-Leu54 antaichem bocznym
Aspl187 (Rysunek 61B). Oddziatywania te stabilizpgtle L2 w pozycji disengaged

I uniemazliwiaja jej udziat w katalizie reakcji.

Rysunek 61. (A) Umiejscowienie oddziatywa podjednostek w tetramerze FBPazy w stanie T. (B)
Oddziatywanie Asp187 z podjednostki C1 (zielonaggztami aminokwasowymiefi L2 podjednostki C2
(niebieska). Reszta kwasu asparaginowego przedstawiest w mapie ggtasci elektronowej 2Fo-Fc o
konturze 1.8. Obraz na panelu B przedstawiony jest pod innytark niz na panelu A.

6.4.3. Obroét dimer-dimer

Istotnym zagadnieniem dotygzym budowy tetrameréw FBPazy w stanach R i T
jest okrdlenie kierunku obrotu dimeréw wzglem siebie. W przypadku bardzo dobrze
poznanego izoenzymuatvobowego obrét dimeru C1C2 wzdem nieruchomego dimeru
C3C4 odbywa sj dla przejcia z T do R, przeciwnie do ruchu wskazowek zegakat ok.
-20° (Céarcano, 2000). W przedstawionych przeze mateukturach izoenzymu
migsniowego dimery w stanie Raniemal prostopadte do siebie. Przyjauugza punkt
wyjscia stan T (Rysunek 62B) widzimye przy obrocie w prawo (Rysunek 62Cjt k
pomiedzy podjednostk C1 a C4 zwikszylby sié o 72,8. Gdyby obrét nagpit w lewo

wowczas zmianagta wynosita by 2107,2° (Rysunek 62A).
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Rysunek 62.Poréwnanie poteenia helisul, 02 oraz kawca N w tetramerze FBPazy w formie R po obrocie
w lewo (A), w formie T (B) oraz w formie R po obiieav prawo (C).
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Chac odpowiedzié na pytanie, w ktar strorg nastpuje obrot postanowitem
przeanalizowa wszystkie argumenty za i przeciw. Okazuje, gsie za obrotem dimeru
C1C2 w prawo przemawia tylko mniejsza zmiantake, ktéra mae by korzystniejsza
energetycznie. Jednak dotychczas nie zaobserwowano w FBPazach obroterdv

wzgledem siebie w prawo podczas péog z formy T do R.

T

Rysunek 63.(A) Umiejscowienie ptli L2 (fioletowy) oraz zatrzaskéw leucynowych (hieski) w strukturze
FBPazy w stanie T (a) i R (b). Kolorem pomarzowym na obu panelach zaznaczoppetle L9.

Analizujac struktug formy R i T izoenzymu mggniowego mana stwierdzi, ze
zarowno stan TkE+21,4°) jak i stan RkE-85,8°) g skrajnymi stanami stabilizowanymi
przez specyficzne dla siebie oddziatywania (Rysud&k Dla stanu R jest to ,zatrzask
leucynowy”, natomiast dla stanu % ® pctle L2 znajdujce se w pozycji ,disengaged”.
Podczas przégia ze stanu T do R, gdyta L2 przechodzi w pozyegjdisordered, zanika
zawada przestrzenna blokcg ruch dimeréw. Jednak w tym momenciezhingy jest tylko
obrét w lewo, przeciwnie do ruchu wskazéwek zeg&m@owodowane jest to obecoa
swego rodzaju ,odbojnikébw” utworzonych przez reszyinokwasowe z qbli L9
(Rysunek 64A). Po przgjiu FBPazy w stan R twoazsic dwa ,zatrzaski leucynowe”,
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w ktérych whzania wodorowe porailzy tancuchami bocznymi Aspl87 unietdiwiaja

dalszy obrot dimerow (Rysunek 64B).

(a)

L190 D187

Rysunek 64.Budowa ,odbojnikow” gtli L9 w strukturze FBPazy w stanie T (a) i stafe(b). Wektory
C2—C1 (czarna linia) oraz G3C4 (szara linia) pokazajorientacg dimerow gornego (C1C2) i dolnego
(C3cC4).
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6.5. MECHANIZM PRZENOSZENIA SYGNALU AKTYWACJI/INHIB 1CJI

Ludzka mésniowa FBPaza jest enzymem, ktory w normalnych wiaah
fizjologicznych pozostaje nieaktywny. Struktury doy T(+AMP), T(-AMP) oraz R
pozwalaj zaproponowa molekularny mechanizm aktywacji enzymu oraz posgtpego
zwickszonej podatriei na inhibicg przez AMP.

Izoenzymy FBPazy wykazajstosunkowo wysoki stopieidentycznéci sekwencji
aminokwasowej (Rysunek 65). W przypadku enzymowehiah 23% rénicy w sekwenciji

aminokwasowej przektadagana 78 ranych reszt aminokwasowych rozrzuconych po catej

sekwenciji.
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Rysunek 65. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych ludzkich FBRaatrobowej i mgsniowej.
Identyczné¢ wynosi 77%, podobiestwo 89%. Reszty biace udziat w wizaniu AMP (#), jonéw M§ (@)
orazsubstratu (&). Niebieski kolor tta oznacza identya% wedtug macierzy BLOSUM®62.

Porownanie rozwizanych przeze mnie struktur formy R z substraterdl,GFBP)
i produktem (F-6-P) ze strukturami enzymuatmwbowego pokazujeze pomimo daych
zZmian w aramacji tetrameru miejsce aktywne pozostaje niezmiemniaZ powyszych
obserwacji wynika,ze przyczyn zwikszonej podatn@i enzymu mgsniowego nha
hamowanie przez AMP naig szuk& w domenie allosterycznej, ponieavi w jej obebie

dochodzi do najwikszych zmian podczas prgejp FBPazy ze stanu T do R.
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Najwigksze ranice sekwencyjne obserwujemy w elbie reszt aminokwasowych
bioracych udziat w wizaniu nukleotydu. W pozycji 20 w izoenzymieatvobowym
wystepuje reszta kwau glutaminowego, a w enzymiesmowym zasadowa reszta lizyny.
Dodatkowo znacce r&nice wystpuja w resztach tworgych gtle L8. W FBPaziel
wystepuje sekwencja Alal76-Metl77-Aspl78-Cysl79, podagmhs w FBPazie2 mamy
sekwenat Serl76-Thr177-Glyl178-GIn179. Tazrbca powoduje zmian w otoczeniu
miejsca wizania AMP (Rysunek 66). Wskazuje ona révinie potencjalm mozliwosé
aktywacji enzymu poprzez fosforylacyeszt seryny lub treoniny w miejscu awania
nukleotydu. Tak mazliwos¢ regulacji aktywnéci FBPazyin vivo poprzez fosforylagj
konkretnej treoniny lub serynyjypostulowano [Ekdahl, 1987; 1988; Rakus, 2003].

A176 D178

Rysunek 66.Poréwnanie wizania AMP w enzymie girobowym (A) oraz mgsniowym (B).
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Przylhczenie AMP do enzymu atrobowego nie prowadzi do powstaniagpania
wodorowego pomidzy inhibitorem a gtla L8, a ponadto reszta kwasu glutaminowego
Glu20 nie tworzy stabilizagego wazania z gtla L8, przez co nukleotyd jest stabiej
przytaczony do enzymu grobowego.

W wyniku odhczenia AMP od jednej z podjednostek (np. C1) FBRadfgrmie T
ulega rozpleceniu helisel na kaicu N oraz zanikajoddziatywania z ¢la L8. Podobnie
jak w enzymie wtrobowym helisya2 i a3 zmieniag swop pozycg, powodujc przegcie
petli katalitycznej L2 w stan disordered. Na skutekazania pomgdzy tarcuchem
gtdbwnym reszt Ala52-Gly53-Leu54 zeffi L2 a kwasem asparaginowym Aspl87
Z podjednostki C2, przemieszczeniu @odka tetrameru ulegacta L9. W efekcie tego
ruchu zmienia si objetos¢ kieszeni hydrofobowej. Zmiany te powoduwpbrét dimerow
wzgledem siebie. W efekcie tego obrotu rasie wytworzenie dwdch ,zatrzaskéw
leucynowych”, ktore stabilizgj tetramer FBPazy w formie R za pomoevigzan
wodorowych Aspl187...Aspl87. Dodatkowo zmianyzghoia tli L9 wywotuja zmiany w
potozeniu tli L7, ktora przenosi sygnat na aminokwasytlip L5 podjednostki C2.
Zmiany w getli L5 powodup dalsze zmiany w miejscu g#@ania substratu, w efekcie czego
fruktozo-1,6-bisfosforan zostaje wtwie rozpoznany, a grupa fosforanowa przy atomie
wegla 1 wraz z kwasowymi resztami Glu68, Glu97, AshlAspl21 i Glu280 tworzy
nukleofilowa kieszé, do ktorej mog przylczy¢ sie jony magnezu niezidne do
przeprowadzenia hydrolizy.

Krétkie nagczanie krysztatdw kompleksu FBPazy z AMP pozwoliichwyci
moment, w ktorym dimery nie ulegly jeszcze przemigeniu, ale siekrysztatu zacga
juz sig¢ zmieni&. W strukturze brakuje ¢gtasci elektronowej czsci miejsca wazania
nukleotydu oraz gli katalitycznej L2. Obserwujemy roéwrniedrastyczne pogorszenie
zdolndci dyfrakcyjnych krysztatu z 1,84 do 3 A. Dlugotd@anasczanie jonami magnezu
powodowato rozpuszczanie krysztatu. Dziejetak, poniewa w efekcie uwolnienia AMP
I przegcia petli w stan disordered nagtuje obrét dimeréw czyli zmiana konformacji z T
na R. Zmiana konformacji enzymu powoduje destadmizsieci krystalicznej, w efekcie
czego krysztat rozpadaesiW stanie R réwnie nie obserwujemy gptasci elektronowej
petli L2. Widzimy natomiast,ze po rozfaldowaniu helisal na kacu N oddziatuje z
identycznym fragmentem z innej podjednostki twaordwie strukturyBal. Wiaze sk to z
faktem wymycia z biatka AMP przed krystalizagraz zastosowania podczas gragania

krysztatéw ligandami jonéw G§ ktére odpowiedzialneasza blokowanie ruchu efli.
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tatwos¢ uzyskiwania krysztatow FBPazy w kompleksie z AMBkazuje,ze stan T jest
uprzywilejowany termodynamicznie gdy w miejscuazania nukleotydu znajduje esi
AMP. Rozpad krysztatu pod wplywem dziatania jonéwg?M swiadczy o tym, ze

wyptukanie AMP destabilizuje foren T, a obrot dimerow jest adeniem enzymu do
uzyskania kolejnego stanu rownowagi, stanu R.
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7. PODSUMOWANIE

W pracy przedstawitem wyniki bafiakrystalograficznych rekombinowane;j
ludzkiej miesniowej fosfatazy fruktozo-1,6-bisfosforanu.

Nadekspresj biatka (FBPazy) prowadzitem w komoérkadh. coli uzywajac
konstruktu, ktory otrzymatem z Zaktadu Fizjologii dMkularnej Zwierat Instytutu
Biologii Eksperymentalnej Wydziatlu Nauk Biologicaty Uniwersytetu Wroctawskiego.
Biatko oczyszczano metadfrakcjonowania siarczanem amonu oraz chromataegrafi
powinowactwa. Czysty preparat FBPazy zawierat pelas¢ AMP, ktora wystarczyta do
wysycenia wszystkich miejsc gaania nukleotydu w biatku i uzyskania nieaktywnego
enzymu, ktéry jako pierwszy zostat poddany krygtadji. W celu odblokowania FBPazy
inkubowatem biatko w roztworze zawiezaym jony Md* oraz zastosowatemyczenie
molekularne na kolumnie HiLoad200. Tak otrzymahktywmn FBPaz rowniez poddatem
krystalizacji. Otrzymatem dwa rodzaje krysztatdwiedktywny enzym z AMP (stan T)
krystalizowat w uktadzie rombowym, natomiast FBPa#dywna (stan R) w ukladzie
tetragonalnym. Zarejestrowane dane dyfrakcyjne ptignwrozwiazaé struktury enzymu
migsniowego w dwoch stanach, T i R. Struktura FBPazgtanie T okazata siniemal
identyczna ze struktamieaktywnego ludzkiego enzymuwutnobowego. Tetramer zawiera
cztery casteczki AMP, ptla katalityczna znajduje giw potazeniu disengaged, aak
skrecenia dimeru ,gérnego” w stosunku do ,dolnega®) (vynosi okoto 21 Krysztaty
FBPazy w stanie T naszatem dodatkowo roztworem jonéw Rgw celu usunicia
czasteczek AMP. Kroétkie naszanie spowodowato zmiarzdolngci dyfrakcji krysztatow
z 1,84 do 2,99 A, czego nie obserwowatem przycemiu krysztatow innymi zwzkami
(np. C&", F-1,6-BP). W rozwizanej strukturze nie ma gsteczek AMP, miejsce wiania
nukleotydu ulegto cgciowej zmianie, ptla katalityczna jest w stanie disordered €inge
nasapit jeszcze obrot dimeréw wzglem siebie. Struktura FBPazygéniowej w stanie R
okazata si diametralnie réna od struktury enzymu atrobowego w tej formie. §la
katalityczna znajduje siw potazeniu disordered, aak skrcenia dimeréw goérnego
w stosunku do dolnegacl wynosi okoto -85, Krysztatow FBPazy w stanie Rxyem
dodatkowo do ustalenia struktury aktywnego enzymigsmowego z substratem
i produktem katalizowanej przez niego reakcji. Wintycelu nagczatem krysztaty

roztworami odpowiednich ligandéw (F6P i F-1,6-BP3bmgaconymi o jony C& ktére
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mialy zapobiec przégiu pxtli katalitycznej w potdgenie engaged i zaiu reakcji
defosforylaciji.

Rozwigzalem te i udoktadnitem trzy struktury mutanta E69Q ludzkré¢sniowej FBPazy
w stanie R. Krysztaly tego biatka otrzymano wedteg samej procedury co krysztaty
natywnej FBPazy w stanie R. Krysztaly mutanta bgdyniez nasiczane roztworami
substratu i produktu reakcji wzbogaconymi o jony*’Ca&truktury FBPazy natywnej
I mutanta E69Q sidentyczne. Sumarycznie rozwatem osiem struktur krystalicznych
ludzkie] migsniowej FBPazy, z czego trzy dla mutanta E69Q ¢¢pdla enzymu
o sekwencji natywnej. W dwoch przypadkach enzymyjptznieaktywry forme T,
natomiast w pozostatych przypadkach jest on w stRni

Zauwaytem, ze zrodiem stabilnéci domen katalitycznych podczas pkogg enzymu ze
stanu aktywnego w nieaktywny jest osiemasteczek wody tworxrych oktaedryczn
struktue. Petni ona r@ amortyzatora zmian strukturalnych w ¢le dimeru FBPazy.
Analizujac oddziatywania pomgdzy protomerami w stanie R, znalaziem goforme
oddziatywania podjednostek C1-C3 (C2-C4), ktdazwatem ,zatrzaskiem leucynowym”.
Spetnia on ral stabilizupca tetramer w stanie R, a jednoéai izoluje od czsteczek
wody resz¢ Aspl87, ktéra odgrywa kluczawrole w mechanizmie aktywacji i inhibicji
ludzkiej] misniowej FBPazy. W stanie T reszta kwasu asparagigowi87 stabilizuje
petle katalityczm w pozycji disengaged. Oddzialywanie to ma miejsge parach
protomeréw C1-C2 i C3-C4. W stanie R Aspl87 oddgéak tak samy reszy z drugiej
podjednostki tworzc wiazanie wodorowe stabilizage forne krzyzowa tetrameru.
Oddziatywanie to zachodzi poguizy protomerami C1-C3 oraz C2-C4. Szczegotowa
analiza i porobwnania odpowiednich rejonow ragminych struktur, w szczegokw obu
struktur stanu T, pozwolita wykagzaze przejcie ze stanu T do R rozpoczyna §io
usungciu czasteczek AMP z miejsca allosterycznego. W efekcignigsia nukleotydow
nastpuja liczne zmiany w domenach allosterycznych podjetilogetrameru. Obserwag
takie ruchy w krysztatach mina s¢ spodziewd, ze in vivo sytuacja przebiega podobnie.
W komérce jednak nie jest move, by odblokowanie FBPazy napbwato na skutek
wzrostu st¢zenia jondbw magnezu. Jednym 2z obecnie postulowangetiliwych
mechanizméw odblokowania enzymu jest utworzenie (Heksu FBPazy z aldolaz
W nastpstwie tego oddziatywania FBPazagmiowa staje si niewraliwa na hamowanie
przez AMP. Mechanizm tego odblokowania pozostagegee nieznany.
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FBpaza, enzym znany od ponad 80 Ilat, pozostajgleci atrakcyjnym obiektem
badawczym. Przedstawione przeze mnie wyniki znajgotwierdzenie w najnowszych
badaniach. Opublikowana niedawno struktura ludzWigjrobowej FBPazy w stanie R
(PDB: 5LDZ) [Ruf, 2016] potwierdzaze po odiczeniu AMP z miejsca wrania
nukleotydu naspuja zmiany struktur ll-rgdowych na kacu N biatka.
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8. STRESZCZENIE

Fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu jest kluczowyatiosterycznym enzymem
szlaku gliko- i glukoneogenezy, wypuje prawie we wszystkich organizmach. Katalizuje
nieodwracala reakcg hydrolizy fruktozo-1,6-bisfosforanu do fruktozof@sforanu
z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu oraz biewdeiat w regulacji metabolizmu
energetycznego i homeostazy. Wszystkie FBPazy dojegvaktywndgci katalitycznej
wymagaj jonéw metali dwuwart@iowych (Mg, Mn?*, Zr?"). Jako jeden z kluczowych
enzymow wanych dla utrzymania glukostazy FBPaza znajdugepsid kontrod dwaéch
antagonistycznych hormonow: insuliny i glukagonwridony te kontroly wytwarzanie
I degradag inhibitora kompetycyjnego FBPazy fruktozo-2,6-bsfbranu (F-2,6-BP).
Aktywnosé enzymu jest réwnieinhibowana przez AMP i jony Ga

U ssakow istniej dwa izoenzymy: wtrobowy i mesniowy kodowane przez dwa
rézne geny. Biatka te tinia si¢ kinetyka i wikasndgciami immunologicznymi, jak rownie
sktadem aminokwasowym. ghniowa FBPaza jest okoto 100 razy bardziej zkvea na
dziatanie inhibitora allosterycznego i okoto 10G&y bardziej wrdiwa na hamowanie
przez jony Ca* niz enzym wtrobowy. Pomimoze FBPaza znana jest od ponad 80 lat,
a liczba zdeponowanych w banku danych PDB jej stiyrzekracza 80, znaczniegog]
wiadomo o strukturze i funkcji izoenzymuwtrobowego ni migsniowego.

Celem mojej pracy bytlo poznanie struktury ludzkiejicsniowej FBPazy.
W wyniku przeprowadzonych batlaozwiazatem osiem struktur krystalicznych enzymu
migsniowego w r@nych jego stanach. Na podstawie struktur nieaktyWwB&azy w stanie
T przedstawitem zmiany konformacyjne, jakie zachogzobrbie podjednostek tetrameru
FBPazy. Zmiany te zachoglma skutek usuacia z bialka czsteczek inhibitora AMP
poprzez dziatanie jonami magnezu. Dodatkowo rezane struktury aktywnego enzymu
w stanie R pozwolito zrozumie sposob stabilizacji tetrameru aktywnego enzymu.
Pomkdzy dimerami gérnym i dolnym twaizsie specyficzne oddziatywania, ktére
nazwatem ,zatrzaskiem leucynowym”. Jego utworzej@st maliwe dzigki niemal
prostopadiemu ufeniu dimeréw wzgidem siebie, &dacego nasfpstwem obrotu
podjednostek magego miejsce w trakcie aktywacji enzymu. Hydrofolpotzatrzask
leucynowy" ufatwia tworzenie wrania wodorowego pordzy kluczowymi resztami

Aspl187, ktore bez takiej ochrony nie mogtoby powstAonadto, za pomactrzech
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struktur ludzkiej mgsniowej FBPazy, wykazatenze wiazanie AMP do enzymu jest

pofaczone z ll-redowymi zmianami na kicu N biatka.
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9. ABSTRACT

Glucose is the main energy source in mammals witefgomeostasis in blood is
maintained by the balance of catabolic glycolysistlee one site and gluconeogenesis on
the other hand. Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPas@ allosteric enzyme crucial for
gluco- and glyconeogenesis pathways. It occurs stlimaall living organisms. It catalyzes
non-reversible hydrolysis of fructose-1,6-bisphadph to fructose-6-phosphate and
inorganic phosphate. Moreover, the enzyme playsw rkle in the control of energy
metabolism and glucose homeostasis. All FBPasasreedivalent cationssuch as Mg,
MnZ*or Zrf*, for their activity to further enhance the catadygks one of the key enzymes
vital for maintaining of glucose homeostasis, FEBP&spermanently under the control of
two reciprocally antagonistic hormones: insulin agidcagon. They both control the
production and degradation of a competitive inbibit of FBPase,
fructose-2,6-bisphosphate (F-2,6-BP). Furthermtne, enzyme activity is regulated by
two other inhibitors, AMP and Ga

Vertebrate genomes contain two distinct genesvior EBPase isozymes of liver
and muscle. These proteins differ in the kinetied emmunological properties, as well as
amino acid sequence. In addition muscle FBPaséastal00 times more susceptible to
allosteric inhibitors and about 1000 times moresi@a to inhibition by C& than the
liver isozyme. FBPases form a homotetramer of 32@nsetry with a upper and a lover
dimer. The dimers can rotate with respect to edlbhrpleading to the inactive T-state and
active R-state conformations of FBPase. Despitweslth biochemical and structural data
accumulated mostly for liver FBPase in last halhtoey, the molecular basis for a
mechanism of their action is not clear.

The aim of my Ph.D. thesis was to investigate ttmecture of human muscle
FBPase. In the cause of studies | solved eightargtuctures of the muscle enzyme in its
various states. On the basis of the structuresaxdtive FBPase in T-state, | was able to
describe and map the conformational changes thatroeithin the tetramer of FBPase.
These changes occur due to the removal of the AMBitor from protein molecules as a
consequence of the additiv of magnesium ions. Eurtbre, the fact that | was able to
solve the structure of the active enzyme in thad®esgave me the unique possibility to
understand the equilibrium state for the activeyarezin the tetrameric form. The upper

and lower dimmers form- apecific interactions which | called the "leucihack”.
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Its formation is possible by almost perpendiculaeration of the dimmers on relative to
each other, following a subunits rotation duringe tlactivation of the enzyme.
The hydrophobic “leucine lock” allows the creatioha hydrogen bond between the key
residues, Aspl87, which could not be created witlsoigh protection. In addition, using
snapshots from three crystal structures of humaschalFBPase, | could demonstrate that
the AMP-binding event is correlated witlga>a transition at the N-terminus of the protein

and with the formation of a new helical structure.
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