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ADMP - 2-amino-2-deoksy-D-mannitol-6-fosforan

AGM1 - mutaza fosfoacetyloglukozaminy

AIDS - (ang. acquired immunodeficiency syndrome) — zesp6t nabytego
uposledzenia odpornosci

CDC - (ang. Centers for Disease Control and Prevention) — Amerykanskie
Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorobom

CoASH - koenzym A

DON - 6-diazo-5-oksonorleucyna

FMDP — kwas N3-(metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy

Fru-6-P  — Fruktozo-6-fosforan

GAT - (ang. glutamine amide transfer) — domena glutaminowa

Glc - Glukoza

GlcN - Glukozamina

Glc-6-P - Glukozo-6-fosforan

GIcN-1-P - Glukozamino-1-fosforan

GIcN-6-P  — Glukozamino-6-fosforan

GIcNAc - N-acetyloglukozamina

GIcNAc-1-P - N-acetyloglukozamino-1-fosforan

GIcNAc-6-P —  N-acetyloglukozamino-6-fosforan

GImM - mutaza fosfoglukozaminy pochodzenia bakteryjnego

GIlmu — N-acetylotransferaza GIcN-1-P (biatko dwufunkcyjne) pochodzenia
bakteryjnego

GNA1l - N-acetylotransferaza GIcN-6-P pochodzenia drozdzowego

GTS - (ang. glucose transfer system) — systemu transportu glukozy


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

INDEKS SKROTOW

I1Cso -

ISOM -
MD -

NADP —

Nagl —
NagB —
PBC -

PCA -

PME -

RMSD —

RMSF —

UAP1 —

UDP-GIcNAc -
URA -

VS —

(ang. inhibitory concentration) — stgzenie badanego zwiazku,

powodujace zahamowanie wzrostu komorek w 50%
domena izomerazowa
(ang. molecular dynamic) — dynamika molekularna

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — dinukleotyd

nikotynoamidoadeninowy

deaminaza GIcN-6-P pochodzenia eukariotycznego
deaminaza GIcN-6-P pochodzenia bakteryjnego

(ang. periodic boundary conditions) — otoczenie periodyczne

(ang. principal components analysis) — analiza glownych

sktadowych

(ang. particle mesh Ewald) — metoda Ewalda obliczania sumy

sieciowej

(ang. root mean square deviation) — srednie odchylenie standardowe

atomow czasteczki

(ang. root mean square fluctuation) — odchylenie potozenia atomu

od jego $rednich wspdtrzednych; srednie fluktuacje atomu

fosforylaza Urydyno-5'-difosfo-N-acetylo-D-glukozaminy

pochodzenia ludzkiego
Urydyno-5'-difosfo-N-acetylo-D-glukozamina
uracyl

(ang. virtual screening) — screening wirtualny, przeszukiwanie

wirtualne
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Niniejsza praca przedstawia wyniki badan poswigconych enzymowi syntazie
glukozamino-6-fosforanu pochodzacemu z drozdzy Candida albicans, prowadzone
metodami obliczeniowymi. Enzym ten odpowiedzialny jest miedzy innymi za biosyntez¢
kluczowych skladnikow $ciany komorkowej grzybow 1 bakterii, ma réwniez wptyw
na regulacje metabolizmu glukozy. Niniejsza praca stanowi jeden z etapéw poszukiwania
molekularnego mechanizmu inhibicji , ktorej eukariotyczna syntaza GIcN-6-P podlega pod
wplywem swego fizjologicznego inhibitora, ktorym jest UDP-GICNAc. Wyjasnienie tego
mechanizmu moze mie¢ wigc duze znaczenie nie tylko dla poszukiwan chemoterapeutykéw

przeciwgrzybowych, ale rowniez w leczeniu cukrzycy typu II.

Niestety, badania prowadzone klasycznymi technikami eksperymentalnymi nie przyniosty
dotychczas zadowalajacych rezultatow. Alternatywg i uzupetnieniem tradycyjnych technik
sa metody obliczeniowe, a w szczegolnosci metody modelowania molekularnego, ktore
umozliwiajg nie tylko wglad w zachowanie czasteczek, ale rowniez precyzyjne $ledzenie

zachodzacych zmian na niedostepnym innymi sposobami poziomie.

Aby przeprowadzi¢ analizy wyzej wymienionymi metodami, niezb¢dna byta struktura
krystaliczna biatka. W przypadku eukariotycznej syntazy GIcN-6-P, kompletny,
dwudomenowy model enzymu nie zostal jeszcze otrzymany. Na chwile obecna,
dysponujemy jedynie strukturg domeny izomerazowej, do ktérej wigze si¢ inhibitor.
Poroéwnanie modeli statycznych domeny w stanie wolnym i ze zwigzanym UDP-GICNAC
nie wykazuje istotnych roznic, tak wigc podejrzewa si¢, iz proces inhibicji wigze si¢
ze zmianami w dynamicznych wlasciwosciach czgsteczki. Zmiany te mozna by
zaobserwowaé¢ podczas symulacji zachowania enzymu w warunkach zblizonych
do komorkowych.

Przeprowadzone w pierwszym etapie badan analizy oparte na poréwnaniu wynikow
dynamiki molekularnej dla domeny ISOM w stanie wolnym oraz dla jej kompleksu
Z inhibitorem jednoznacznie wskazywaty na kluczowa rolg elastyczno$ci 1 ruchliwosci
pewnych fragmentéw struktury, m. in. i zwlaszcza ogona-C. Usztywnienie zachodzace
w wyniku zwigzania UDP.GIcNAc¢ moze skutkowaé zaburzeniami przekazywania sygnatu
pomiedzy domeng izomerazowa a glutaminowa i1 w konsekwencji prowadzi¢ do

zahamowania aktywno$ci katalitycznej enzymu.
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Drugi etap badan stanowil kontynuacj¢ poprzednich analiz i polegal na poréwnaniu
wynikow symulacji przeprowadzonych na analogicznych modelach domeny 1SOM,
aréznigeych si¢ od tych wykorzystywanych w pierwszym etapie jedynie obecnoscig
Fru-6-P w centrum katalitycznym. Celem byto z jednej strony sprawdzenie czy tez
poprzednio wysnute wnioski znajduja potwierdzenie dla symulacji struktur zawierajacych
substrat, z drugiej za$§ zapewnienie lepszego wgladu w inhibicje syntazy GICN-6-P pod
wptywem UDP-GIcNAc oraz rolg, jaka ogon-C odgrywa dla przenoszenia sygnatu
pomiegdzy domenami enzymu.

Zaobserwowane usztywnienie ogona-C w specyficznej formie ruchliwej petli
0 unieruchomionych koncach, majgce miejsce na skutek zwigzania substratu, zainspirowato
przeprowadzenie dodatkowego etapu badan. W ramach tego etapu, przeprowadzone zostaty
analizy symulacji modelu domeny ISOM ze sztucznie wprowadzong strukturg
»ogonozamka”, blokujaca koncowki ogona-C w sposob analogiczny do majacego miejsce
w biatku prokariotycznym. Celem tego etapu bylto sprawdzenie w jaki sposob obecnos¢ lub
brak ,,ogonozamka” w strukturze enzymu warunkuje stopien ruchliwo$ci ogona-C oraz jego

podatno$¢ na zmiany w ruchliwos$ci wywotane zwigzaniem inhibitora.

Analizy rezultatow przeprowadzonych symulacji wykazaty istotne roznice w ruchliwosci
specyficznych fragmentow porownywanych struktur. W szczegdlnosci dotyczy to waznych
z funkcjonalnego punktu widzenia regionow, ktore jako takie moga by¢ odpowiedzialne
za zmiany aktywnosci enzymu zachodzace pod wptywem zwigzania inhibitora. W oparciu
0 te obserwacje, wysuni¢ta zostala hipoteza dotyczaca mechanizmu inhibicji, dotyczaca
zaburzen katalitycznej aktywno$ci kilku reszt aminokwasowych, w tym His607%,
oraz ruchow ogona-C. Jako ze cztery koncowe aminokwasy ogona-C odgrywaja kluczowa
rolg¢ w komunikacji i przekazywaniu sygnatu pomigdzy domenami enzymu, wspomniane
zmiany mogg by¢ odpowiedzialne za inhibicj¢ enzymu pod wptywem UDP-GICNAC.

Otrzymane przeze mnie wyniki zapewnity wglad w zmiany ruchliwosci waznych
z funkcjonalnego punktu widzenia fragmentow domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
pochodzacej z C. albicans, majace miejsce na skutek zwigzania UDP-GIcNAc i stanowig
istotny krok ku zrozumieniu mechanizmu inhibicji zachodzacej pod jego wptywem.

Wyniki te stanowig rowniez potwierdzenie i wyjasnienie z poziomu molekularnego, wptywu
zmian konformacyjnych okreslonych fragmentow struktury enzymu na jego aktywnosc.
Wplyw ten sugerowany byt w licznych pracach eksperymentalnych, a jego konsekwencje
widoczne sg w strukturach krystalicznych jako brakujace fragmenty bialka.
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I. Wprowadzenie teoretyczne

Znaczenie prowadzonych badan

Od kilku dziesigcioleci sSrodowiska medyczne 1 naukowe z niepokojem odnotowuja
staty wzrost czgsto$ci wystgpowania ukladowych zakazen grzybiczych, wywolywanych
przez grzyby i drozdzaki chorobotwodrcze. Dotychczas uznawane za stosunkowo niegrozne
patogeny, dzi§ stanowig jedno z najwigkszych =zagrozen dla zycia 1 zdrowia
hospitalizowanych pacjentow. O randze problemu $§wiadczy¢ moga wyniki badan
dr A. Sameta z Akademii Medycznej w Gdansku wykazujace, ze ok. 70% $miertelnych
powiklan pooperacyjnych wywotanych jest przez zakazenia grzybicze (Samet, dane
niepublikowane). Najczgstszym czynnikiem etiologicznym sa grzyby z rodzaju Candida
(ok. 60-80% zakazen (Warzocha 2008), z czego ok. 53% dotyczy Candida albicans),
Aspergillus, Histoplasma i Cryptocossus (Kao et al. 1999).

Paradoksalnie, najwigkszy odsetek chorych wystepuje w krajach o wysokim poziomie
opieki zdrowotnej, a wing za taki stan rzeczy obarcza si¢ postep w medycynie. Powszechne
naduzywanie antybiotykoéw o szerokim spektrum dzialania doprowadzito z jednej strony
do powstania lekoopornych szczepow bakterii, z drugiej za$ umozliwito oportunistycznym
patogenom latwy dostep do pozbawionego naturalnej flory bakteryjnej organizmu.
Najbardziej zagrozeni rozwojem grzybicy ukladowej, z najwyzsza Smiertelno$cia
W przebiegu zakazenia, sg chorzy z zaburzeniami odporno$ci. Grupg¢ najwyzszego ryzyka
stanowig pacjenci po przeszczepach, chorzy na AIDS lub tez cierpigcy na choroby
autoimmunologiczne i wymagajacy stosowania lekoOw immunosupresyjnych, a takze
cierpigcy na nowotwory wymagajace intensywnej chemio- i radioterapii. Ocenia sig,
ze zagrazajace zyciu infekcje grzybicze rozwijaja si¢ u 20-30% chorych z ostra bialaczka
(glownie z ostra biataczka szpikowsg), u 10-15% chorych z chtoniakami, u 5% chorych
z nowotworami litymi (Hughes et al. 1997, Schimpff et al. 1986, Sickles et al. 1975).
W grupie chorych na AIDS, infekcje grzybicze sa tak powszechne, Ze niektore dane
statystyczne podajg grzybice uktadowe jako gtowng przyczyng $mierci chorych na zespot

nabytego uposledzenia odpornosci.

Bardzo podobna sytuacja dotyczy cukrzycy typu II, jednej z tak zwanych chorob
metabolicznych — §wiatowe statystyki odnotowuja staty i szybki wzrost zachorowan na to
schorzenie. Szacuje si¢, ze ponad 200 miliondéw ludzi cierpi obecnie na cukrzyce¢ a prognozy
mowig nawet o 400 milionach chorych w roku 2030. Tak wigc, cukrzyca typu II, zwana
réwniez insulinoniezalezng, jest obecnie uwazana za jedno z najczgséciej spotykanych
I najszybciej si¢ rozprzestrzeniajacych chronicznych schorzen na $wiecie. Amerykanskie
Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorobom (Centers for Disease Control and

Prevention, CDC) opisuje wzrost zachorowalnosci na cukrzyce typu II jako epidemig.
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Wobec tak alarmujgcych sygnatow, opracowanie skutecznych lekéw przeciwgrzybowych
| przeciwcukrzycowych wysuwa si¢ na jedng z wiodacych pozycji wsrdd wyzwan
wspotczesnych nauk biomedycznych. Cho¢ na pierwszy rzut oka nie zwigzane ze soba,
obate zagadnienia maja bardzo istotny punkt wspdlny: enzym syntaze GICN-6-P,
ktéry ze wzgledu na pelnione w eukariotycznych organizmach funkcje, moze by¢ celem
molekularnym zaréwno terapii przeciwgrzybowej jak i przeciwcukrzycowe;j.

Kluczowym kryterium w poszukiwaniach dobrego chemoterapeutyku jest jego
selektywna toksyczno$¢ — zwigzek powinien wywiera¢ maksymalnie szkodliwe dziatanie
na patogen przy minimalnym wptywie na komoérke gospodarza. Pozadana, wysoka wartos$¢
selektywnej toksycznos$ci, osiggnag¢é mozna przy wykorzystaniu roéznic w budowie

i funkcjach komorek patogenu i gospodarza.

Wieloletnie badania nad grzybami i drozdzakami pozwolity stosunkowo dobrze poznac
te organizmy. Niestety, ich podobienstwo biochemiczne do komorek ludzkich stanowi duza
przeszkode w poszukiwaniu chemoterapeutykéw o wysokiej selektywnej toksycznos$ci
(Baldauf & Palmer 1993).

Obecne na rynku leki przeciwgrzybicze wykorzystuja roznice w budowie blony
cytoplazmatycznej migdzy komoérkami ludzkimi i grzybowymi oraz obecno$¢ S$ciany

komorkowej u grzybdéw. Najwazniejsze sposrod tych roznic zestawione sg w Tabeli 1.

Tabela 1: Roznice biochemiczne w budowie komorek grzybowych i ludzkich wykorzystywane

przez zwiqgzki wykazujgce aktywnosé przeciwgrzybowq (Bruhl & Brzozowski 1979).

Struktura komérkowa Réznica/Cel molekularny | Leki przeciwgrzybowe

Sterole w btonie
cytoplazmatycznej / Antybiotyki polienowe:
Ergosterol w btonie nystatyna, amfoterycyna B

grzybowej
Btona cytoplazmatyczna

Konsekwencje
zahamowania biosyntezy
sterolu / demetylaza

Pochodne imidazolu
i triazolu: ketoconazol,

lanosterolowa

flukonazol, worykonazol

Sciana komorkowa

Obecnos¢ B-glukanu w
$cianie grzybowej / syntaza
B-glukanu

Echinokandyny:
kaspofungina,
anidulafungina
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W trakcie prowadzonych w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki
Gdanskiej badan, majacych na celu opracowanie skutecznych chemoterapeutykow
przeciwgrzybowych, stwierdzono, ze podstawg selektywnej toksycznosci mogg by¢ réwniez
tak zwane réznice konsekwencyjne — inhibicja danego enzymu ma r6zny skutek dla komorki
patogenu i gospodarza. Modelowym przyktadem takiego biatka jest syntaza
glukozamino-6-fosforanu: jej selektywna inaktywacja w komorkach grzybowych prowadzi
do zahamowania biosyntezy zawierajacych glukozaming makromolekut Sciany komorkowej
I w konsekwencji do zmian morfologicznych, aglutynacji i lizy komoérek. Natomiast
w organizmach ssakéw istnieje pula glukozaminy wystarczajaca do zaspokojenia
kilkudniowych potrzeb organizmu, czyli do czasu, gdy nowa ekspresja genu kodujacego
syntaze pozwoli zastgpi¢ nieaktywne czgsteczki enzymu ich funkcjonalnymi
odpowiednikami (Bontemps-Gracz et al. 1991).

Badania nad projektowaniem zwigzkow przeciwgrzybowych prowadzone w Katedrze
Technologii Lekoéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej koncentruja si¢ na dwoch typach
czasteczek: antybiotykach z grupy makrolidow polienowych, oddziatywujacych na btone
komorkowa oraz inhibitorach enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu, zwigzanego
Z biosynteza sktadnikéw $ciany komodrkowej. Makrolidy polienowe s3 potencjalnie
najciekawszymi czynnikami przeciwgrzybowymi, jednakze majg bardzo powazne wady,

Z ktorych najistotniejsze to staba rozpuszczalno$¢ w wodzie i bardzo wysoka toksycznos¢.

Z drugiej strony, réznice konsekwencyjne inhibicji syntazy GlcN-6-P pomiedzy komadrkami
grzybowymi a ludzkimi, czynig z tego enzymu obiecujacy cel molekularny. Dotychczas
uzyskano do$¢ liczng grup¢ naturalnych i syntetycznych inhibitorow, obejmujaca miedzy
innymi tetaing (Rogers et al. 1965; Krynski et al. 1952; Atsumi et al. 1975) i chlorotetaine
(Rapp et al. 1988). Tetaina, antybiotyk o szerokim spektrum dziatania, wzbudzita duze
zainteresowanie japonskich, amerykanskich 1 polskich naukowcéw, miedzy innymi grupy
prof. Borowskiego z Katedry Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej.
Niestety, wysoka skuteczno$¢ przeciwgrzybowa tego zwiazku idzie w parze z jego
cytostatycznoscig wzgledem komorek ludzkich (Woynarowska et al. 1965). Sklonito to
badaczy do projektowania i syntezy oligopeptydéw o mniejszej szkodliwosci dla komorek
ludzkich, w ktorych sktad wchodza inhibitory syntazy GICN-6-P, w tym szczegolnie FMDP
(kwas  N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy). Poznanie molekularnego
mechanizmu katalizy enzymatycznej 1 ustalenie warunkéw strukturalnych zwigzku
niezbgdnych dla wybiodrczej inaktywacji enzymu bylo kluczowym etapem poszukiwan,
podczas Kktorych nieocenione okazaly si¢ techniki obliczeniowe, dzigki ktérym
Wojciechowski 1 in. opracowali farmakoforowg konformacj¢ selektywnych wzgledem
syntazy GICN-6-P analogow glutaminy (Wojciechowski et al. 1995).
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Tak zwane FMDP-peptydy (w szczegdlnosci Lys-Nva-FMDP (Milewski et al. 1988;
Milewski et al. 1991; Milewski et al. 1998), otrzymane na drodze racjonalnego
projektowania, w warunkach in vitro nie tylko wykazujg skuteczne dziatanie
przeciwgrzybowe przy braku aktywnosci cytostatycznej w odniesieniu do komorek ssaczych
(Bontemps-Gracz et al. 1991), ale sg rowniez inhibitorami wzrostu bakterii Gram-dodatnich
(Chmara et al. 1998).

Alternatywnym podejsciem w poszukiwaniach selektywnej metody zahamowania
aktywnosci syntazy GIcN-6-P moze sta¢ si¢ wykorzystanie zjawiska regulacji tejze
aktywno$ci za pomocg urydyno-5'-difosfo-N-acetylo-D—glukozaminy (UDP-GIcNAC).
Zwigzek ten jest koncowym produktem szlaku biosyntezy, ktérego pierwszy etap katalizuje
syntaza GIcN-6-P, prowadzacego do powstania waznych elementow $ciany komoérkowej
grzybow (Milewski 2002).

Poznanie molekularnego mechanizmu inhibicji, jakiej podlega enzym pod wplywem
UDP-GIcNAc, moze da¢ poczatek zupelnie nowej klasie lekow przeciwgrzybowych.
Ponadto, jako ze syntaza GIcN-6-P zwigzana jest z metabolizmem glukozy (Marshall et al.
1991), poznanie sposobu jej efektywnej regulacji moze by¢ takze pomocne w leczeniu
cukrzycy typu Il.

Podobnie jak w poprzednich badaniach, w ustalaniu mechanizmu inhibicji pod wptywem
UDP-GIcNAc bardzo pomocnym narzgdziem sg komputerowe metody modelowania
molekularnego. Niniejsza praca stanowi element tych poszukiwan i jest malym krokiem
na $ciezce prowadzacej by¢ moze w efekcie koncowym do przetomu w leczeniu ,,epidemii”
grzybic uktadowych icukrzycy typu Il. Poszukiwanie nowych lekéw wpasowuje si¢
w kanon najpilniejszych potrzeb dotyczacych ochrony zdrowia a stosowane podejscie
badawcze, okreslane jako racjonalne projektowanie chemoterapeutykow, uwazane jest za
jedng z najefektywniejszych metod poszukiwania nowych substancji leczniczych.

Przewidywany efekt koncowy badan, w zakres ktorych wpisuje si¢ wktad tej pracy
doktorskiej — propozycja mechanizmu regulacji aktywnosci syntazy GlcN-6-P,
moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej klasy lekow przeciwgrzybowych
i przeciwcukrzycowych, bedzie mie¢ zatem znaczenie dla rozwoju ochrony zdrowia

I biotechnologii, jak rowniez dla farmakoinformatyki.
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.1 Enzym syntaza glukozamino-6-fosforanu

Zgodnie z obecng klasyfikacja, syntaza glukozamino-6-fosforanu (L-glutamina:
D-fruktozo-6-fosforan amidotransferaza, EC 2.6.1.16) nalezy do rodziny amidotransferaz

glutaminowych klasy II, wzglednie amidotransferaz glutaminowych typu purF.

Enzymy nalezace do grupy amidotransferaz katalizujg reakcje przeniesienia azotu
amidowego z L-glutaminy na czgsteczk¢ akceptorowa, w wyniku Czego powstajg:
czasteczka kwasu glutaminowego i czasteczka aminowanego produktu. Enzymy te biorg
udziat w biosyntezie puryn i pirymidyn, niektorych aminokwasow, koenzymow,
antybiotykow oraz glukozamino-6-fosforanu (Zalkin 1993; Zalkin & Smith 1998;
Massiere & Badet-Denisot 1998). Jedng z charakterystycznych dla amidotransferaz cech jest
brak zapotrzebowania na kofaktor oraz zdolno$¢ wykorzystywania egzogennego amoniaku
jako alternatywnego zrodla azotu. Syntaza glukozamino-6-fosforanu jest wyjatkiem od tej
reguty, gdyz wykazuje catkowita specyficzno$¢ substratowa: w jej przypadku L-glutamina
nie moze by¢ zastgpiona amoniakiem. Klasyfikuje si¢ ja zatem jako amidotransferazg
glutaminozalezng (Milewski 2002).

Amidotransferazy glutaminowe mozna podzieli¢ na 2 podrodziny. Podstawg podziatu
sa W tym przypadku odmiany sposobu, w jaki wigzana jest glutamina. Wedlug klasyfikacji
Zalkina (Zalkin 1993) podrodziny te zwane sg grupami trpG i purF lub tez, wedtug Massiere,
odpowiednio klasg I (Triad) i klasg II (Ntn). Gtéwna réznicg pomiedzy domenami enzymow
klasy I'i klasy II jest potozenie strategicznej dla katalizy reszty cysteinowej oraz mechanizm
jej aktywacji. W przypadku amidotransferaz klasy I cysteina wchodzi w sktad triady
katalitycznej Cys-His-Glu i znajduje si¢ w zakonserwowanej sekwencji aminokwasowej
w $rodku tancucha (Smith 1995; Paluh et al. 1985; Zalkin et al. 1985).

W amidotransferazach glutaminowych klasy II, do ktérych nalezy syntaza GIlcN-6-P,
katalityczna cysteina jest N-koncowym aminokwasem tancucha polipeptydowego (Massiere
& Badet-Denisot 1998; Mantsala & Zalkin 1984). W przeciwienstwie do enzymow klasy |,
reszta tiolowa katalitycznej Cysl nie jest otoczona aminokwasami zwigkszajacymi jej
nukleofilowo$¢. Zamiast tego, Isupov i in. wysuneli hipotez¢ autoaktywacji Cysl
za posrednictwem jej niesprotonowanej wolnej grupy aminowej, co wymagatoby obecno$ci
czasteczki przekaznikowej, na przyktad wody (Isupov et al. 1996).
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Syntaza GIcN-6-P katalizuje pierwszy i praktycznie nieodwracalny etap szlaku biosyntezy
heksozoamin, czyli reakcje przeniesienia reszty aminowej z  glutaminy
na fruktozo-6-fosforan ~ (Fru-6-P) z  wytworzeniem  kwasu  glutaminowego
I glukozoamino-6-fosforanu  (GIcN-6-P). Powstawanie GICN-6-P  jest czynnikiem
warunkujagcym szybkos¢ catego szlaku biosyntezy heksozoamin, prowadzacego
do utworzenia UDP-GIcNAc. Szlak biosyntezy UDP-GICNAC u prokariotow i eukariotow
jest bardzo podobny; jedyne réznice polegajg na kolejno$ci dwoch etapow nastepujacych
bezposrednio po utworzeniu GICN-6-P. U prokariotow, GICN-6-P jest izomeryzowany
do D-glukozamino-1-fosforanu (GIcN-1-P) poprzez mutazg fosfoglukozaminy i nastgpnie
przeksztalcany w UDP-GIcNAc przez acetylotransferaz¢ GlecN-1-P (Durand et al. 2008),
podczas gdy w komorkach eukariotycznych etap izomeryzacji jest poprzedzony acetylacja
(Warren et al. 1972) (Rysunek 1).
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Rysunek 1: Sciezka biosyntezy UDP-GlcNac. 1 - syntaza GIcN-6-P; 2 - mutaza fosfoglukozaminy (GImM);
3 - N-acetylotransferaza GIcN-1-P (GImU); 4 — N-acetylotransferaza GIcN-6-P (GNA1); 5 - mutaza
fosfoacetyloglukozaminy (AGM1); 6 — urydylotransferaza NAG-1-P (GImU u prokariotéow, UAP1
U eukariotow); 7 — deaminaza GIcN-6-P (NagB u prokariotow, Nagl u eukariotow). U prokariotow Sciezka
obejmuje etapy: 1,2,3,6 podczas gdy u eukariotéw sq to etapy: 1,4,5,6. Przerywane linie opisujq Sciezke
ratunkowq” dla komorek, w ktérych gen kodujgcy biatko 1 zostal zmutowany lub usuniety (Durand et al.
2008)
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.1.1 Znaczenie biologiczne enzymu
1.1.1.1 Rola enzymu w organizmach bakteryjnych i drozdzakowych

W komorkach bakterii i drozdzakow, podstawowa rolg syntazy GICN-6-P jest kataliza
biosyntezy jednego z podstawowych sktadnikoéw $ciany komorkowej tych organizmow.

Urydyno-5'-difosfo-N-acetylo-D—glukozamina, koncowy produkt szlaku biosyntezy
heksozoamin zapoczatkowanego przez syntaze GlcN-6-P, peini rolg aktywowanej formy
N-acetyloglukozaminy, inicjujac wlaczenie tego aminocukru w struktury makroczasteczek
takich jak: peptydoglikan, lipopolisacharydy i kwasy tejchojowe u Gram-ujemnych bakterii
oraz chityna u grzybow. Jako enzym uczestniczacy w biosyntezie waznych elementow
$ciany komorkowej, syntaza GIcN-6-P ma kluczowe znaczenie dla komorek
ja posiadajacych. Delecja genu odpowiadajacego za synteze enzymu ma S$miertelne
konsekwencje zarowno dla grzybow (Whelan & Ballou 1975) jak i dla bakterii (Sarvas 1971,
Freese et al. 1970).

1.1.1.2 Rola enzymu w organizmach ssaczych

Fizjologiczna rola syntazy GIcN-6-P w organizmach ssaczych jest bardziej zlozona.
Bez watpienia jest to jeden z niezbednych enzymow, ale jego krotkoterminowa inhibicja
nie musi by¢ szkodliwa dla catego organizmu (Bates et al. 1966). Sciezka biosyntezy
heksozoamin, w ktorej bierze udzial syntaza, stanowi odgalezienie szlaku glikolizy.
Marshall i in. wykazali, ze w komoérkach ssakow, syntaza GICN-6-P jest odpowiedzialna
za przeksztatcanie 2-5% pochodzacego od glukozy Fru-6-P w GIcN-6-P (Marshall et al.
1991), co daje poczatek syntezie glikoprotein i glikolipidow. Odkryto, ze syntaza GlcN-6-P
odgrywa wazng rolg w procesie regulacji rownowagi glukozowej oraz w toksycznosci
glukozowej, przejawiajacej si¢ utratg wrazliwosci systemu transportu glukozy (ang. glucose
transfer system, GTS) na insuling u chorych na cukrzyce typu II (Traxinger & Marshall
1991). Ponadto, dowiedziono na kilka sposobow, ze regulacja aktywnosci syntazy GlcN-6-P
moze mie¢ duze znaczenie nie tylko w leczeniu grzybic uktadowych i cukrzycy, ale takze
stanow zapalnych 1 owrzodzen. Prowadzone sg rowniez badania nad aktywnoscig enzymu

w komorkach nowotworowych (Tsuiki & Miyagi 1975).

Cho¢ nie budzi watpliwosci, ze enzym zwigzany jest z wymienionymi procesami, jego rola
w ich molekularnych mechanizmach nadal pozostawia wiele niejasnosci. Sporne wyniki
badan réznych grup naukowcoOw prowadzi¢ mogag jedynie do konkluzji, iz konieczne sg
dalsze poszukiwania.

11
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1.1.1.3 Znaczenie enzymu jako celu molekularnego w chemoterapii

przeciwdrobnoustrojowej i terapii przeciwcukrzycowej

Rola syntazy GIcN-6-P w terapii przeciwdrobnoustrojowej oparta jest na zjawisku
selektywnej toksycznosci: inaktywacja enzymu w komoérkach drobnoustrojowych prowadzi
do zahamowania biosyntezy zawierajacych glukozaming makromolekut sciany komorkowej
I w konsekwencji do zmian morfologicznych, aglutynacji i lizy komoérek, podczas gdy
W organizmach ssakéw istnieje pula glukozaminy wystarczajgca do zaspokojenia
kilkudniowych potrzeb organizmu, czyli do czasu, gdy nowa ekspresja genu kodujacego
syntaze pozwoli zastagpi¢ nieaktywne czasteczki enzymu ich funkcjonalnymi
odpowiednikami (Bates et al. 1966; Milewski 2002).

Ponadto, jak wspomniano wcze$niej, syntaza GICN-6-P obecna w komorkach ludzkich,
odgrywa wazng role w regulacji rownowagi glukozowej oraz w toksycznos$ci glukozowej,
przejawiajacej si¢ utratg wrazliwosci systemu transportu glukozy na insuling u chorych
na cukrzyce typu II (Traxinger & Marshall 1991). Poznanie mechanizmow regulacji enzymu
eukariotycznego moze zatem przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych lekoéw
przeciwcukrzycowych.

.1.2 Struktura enzymu

Syntaza GIcN-6-P uznawana jest za stosunkowo duze biatko — dlugos$¢ jej tancucha
polipeptydowego waha si¢ od 589 reszt aminokwasowych u Methanobacterium do 716 reszt
dla enzymu z S. cerevisiae (Milewski 2002) i wykazuje pewne zrdznicowanie pomigdzy
sekwencjami pochodzenia prokariotycznego i eukariotycznego. Obie wersje enzymu
zawieraja dwa odrebne fragmenty, odpowiadajace dwom domenom: domenie glutaminowej
(ang. glutamine amide transfer, GAT) — odpowiedzialnej za transfer grupy amidowej
z glutaminy oraz domenie izomerazowej (fruktozowej, syntazowej, ISOM), wigzacej
akceptor, jakim  wprzypadku syntazy  GIcN-6-P  jest  fruktozo-6-fosforan
| przeprowadzajacej jego izomeryzacje (Mei & Zalkin 1989; Mei & Zalkin 1990). Pierwsza
z nich, odpowiadajaca N-koncowi tancucha biatkowego, zlokalizowana jest w zewnetrznej

czesci struktury; natomiast druga, lezaca na C-koncu, stanowi trzon biatka.
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1.1.2.1 Enzym prokariotyczny

Syntaza GIcN-6-P pochodzenia prokariotycznego jest dimerem sktadajgcym si¢ z dwoch
identycznych podjednostek (Rysunek 2), o catkowitej masie czgsteczkowej w zakresie
130-150 kDa. Enzym kodowany jest przez gen glmS, a jego struktura i mechanizm

katalityczny sa stosunkowo dobrze poznane.

domena izomerazowa

domena glutaminowa

domena glutaminowa

domena izomerazowa

Rysunek 2: Struktura bakteryjnej syntazy GIcN-6-P (PDB: 2J6H). Zwigzane w centrach aktywnych substraty
przedstawiono na modelu powierzchniowym w kolorze pomararczowym (Fru-6-P) i zielonym (GlIn). Domeny
ISOM stanowig wewnetrzng czes¢ czgsteczki, zas domeny GAT usytuowane sq w jej zewnetrznych regionach

W przypadku syntazy GIcN-6-P pochodzacej z E. coli, domeng GAT tworza reszty
aminokwasowe 1-240, zas domeng¢ syntazowg reszty 241-608 ( a Teplyakov et al. 1999).
W kazdej z podjednostek, obie domeny potaczone sa ze soba poprzez tacznik zbudowany
z dziewigciu reszt aminokwasowych (240-248), pozwalajacy na szeroki zakres zmian
utozenia domeny GAT wzgledem domeny ISOM w trakcie reakcji katalizy (Durand et al.
2008). Zmiany te, zainicjowane zwigzaniem substratu, umozliwiajg transfer sygnatu
pomigedzy domenami. Wewnatrzczasteczkowa ruchliwo$¢ domeny GAT w biatku
ze zwigzanym substratem cukrowym jest prawdopodobnie czynnikiem umozliwiajagcym
tej domenie zawiasowe ruchy o odchyleniu 23° wzglegdem domeny ISOM, ktére to maja
miejsce po zwigzaniu L-glutaminy ipozwalaja biatku na zachowanie oddzialywan
na powierzchni styku dimeréw (Mouilleron & Golinelli-Pimpaneau 2007; Mouilleron et al.
2008).
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Uzyskane gléwnie metodami rentgenografii strukturalnej informacje na temat drugo-
i trzeciorzedowej struktury domeny GAT wykazujg, ze ma ona strukture o2p2-kanapki
ztozonej z dwoéch antyrownoleglych P-kartek otoczonych dwiema warstwami a-helis
(Milewski 2002).

Rysunek 3: Domena GAT syntazy GIcN-6-P
pochodzgcej z E. coli (PDB: 1JXA). Substrat
pokazany jest w reprezentacji patyczkoweyj.

Centrum aktywne polozone jest na N-koncu tancucha polipeptydowego, w waskim rowku
pomiedzy koncami f-kartek (Rysunek 3). Reszta cysteinowa Cys1 uczestniczy bezposrednio
w hydrolizie glutaminy, ale kilka innych reszt bierze udziat w jej zwiazaniu 1 stabilizacji
produktoéw przejsciowych reakcji (Milewski 2002). Badania przeprowadzone przez Isupova
I in. wykazaty, ze tancuchy boczne Arg73 i Aspl23 oddzialujg bezposrednio z grupa
karboksylowg i aminowg substratu, a wspomagane sa miedzy innymi przez reszty Thr76
i His77. Z kolei reszty Gly99 oraz Asn98 tworza nisze¢ oksyanionowa, stabilizujacg ujemny
tadunek na tetraedrycznym stanie przejsciowym reakcji (Teplyakov et al. 2002).

Dwie petle, ztozone z aminokwaséw 73-80 (tzw. Q-petla, ang. Q-loop) i 25-29, wykazuja
duza elastyczno$¢ konformacyjng. Pierwsza z nich tworzy swego rodzaju ,,wieko”,
zamykajace centrum aktywne po zwigzaniu glutaminianu, druga za$ jest podejrzewana
0 udzial w systemie przekazywania sygnalu pomigdzy domenami. Pojawily si¢ sugestie,
ze po zwigzaniu czasteczki akceptorowej (Fru-6-P) w domenie ISOM, petla 25-29
przechodzi zmiany konformacyjne, w wyniku ktorych reszta Arg26 przybliza sie¢
do glutaminowego centrum aktywnego, inicjujac w ten sposob rotacj¢ Cysl w kierunku
jej aktywnej konformacji (Teplyakov et al. 2002; Milewski 2002).
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Analiza budowy przestrzennej prokariotycznej domeny izomerazowej (Rysunek 4) pozwala
stwierdzi¢, ze sktada si¢ ona z dwoch topologicznie identycznych podjednostek,
odpowiadajgcych C-koncowi i N-koncowi tancucha polipeptydowego (241-424 oraz
425-592). Kazda z nich ma strukture apa-kanapki (ang. afa-sandwich) zawierajacej
piecioniciowg rownolegla B-kartke (ang. f-sheet) otoczong z kazdej strony przez a-helisy.
Strukture domeny dopelnia nieregularna Q-petla (ang. ©Q-loop) zbudowana z szesnastu
C-koncowych aminokwaséw 593-608, zwana ogonem-C.

Rysunek 4: Domena ISOM syntazy GlcN-6-P
pochodzgcej z E. coli (PDB: 1IMOQ).
Substrat pokazany jest w reprezentacji
patyczkowe;j.

Pomimo widocznej symetrii, domena izomerazowa zawiera tylko jedno centrum aktywne,
znajdujace si¢ na N-koncu (Teplyakov et al. 1998). Jest ono utworzone przez trzy rdzne
elementy struktury drugorzedowej: [-kartke, o-helise oraz petle Q. Ta ostatnia,
odpowiadajaca ogonowi-C, cho¢ nalezy do C-koncowej czesci domeny, wysuwa si¢ z niej
I siega az do karboksylowego konca B kartki nalezacej do N terminalnej czesci domeny
(Teplyakov et al. 1999).

Trzy reszty aminokwasowe: Glu488, His504 i Lys603 sa bezposrednio zwigzane z reakcja
katalitycznag (Milewski 2002). Co ciekawe, reszta His504 ulokowana jest na peryferiach
domeny izomerazowej, z dala od centrum aktywnego. Udzial tej reszty udowadnia,
ze reakcja moze zachodzi¢ jedynie w funkcjonalnej, dimerycznej formie enzymu, gdzie
His504 z domeny jednego tancucha znajduje si¢ blisko centrum aktywnego domeny
nalezacej do drugiej podjednostki (Teplyakov et al. 2001). Oprocz wymienionych
aminokwasow, kilka innych reszt bierze udziat w wigzaniu substratu, w tym: Ser303,
Ser347, GIn348, Ser349 oraz Thr352, ktore stabilizujg substrat w centrum aktywnym

poprzez tworzenie wigzan wodorowych z tlenami grupy fosforanowej Fru-6-P.
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1.1.2.2 Enzym eukariotyczny

Struktura enzymu pochodzenia eukariotycznego jest na chwile obecng poznana o wiele
gorzej niz jej prokariotycznego odpowiednika. Eukariotyczna syntaza GIcN-6-P kodowana
jest przez gen gfa (u ludzi — gfat). Wszystkie poznane dotychczas wersje eukariotycznej
syntazy GICN-6-P maja struktur¢ homotetrameru o masie podjednostek wynoszacej okoto
79,5 kDa, ktorego rdzen stanowi tetramer domen ISOM. Eukariotyczng syntaz¢ GIcN-6-P
mozna potraktowa¢ jako dimer dimeréw, poniewaz miedzy podjednostkami AiCorazB i D
istniejg silne oddzialywania dimeryzujace, za§ obszar oddzialtywania w obrebie dimeru
roéwnoczesnie tworzy ptaszczyzne do oddzialywan z dimerem sgsiadujagcym. Sekwencja
tancucha polipetydowego eukariotycznej syntazy GlcN-6-P wykazuje duzy stopien analogii
do sekwencji tancucha prokariotycznej wersji enzymu, jednak wystepuja istotne roznice,

szczegblnie w obrebie domeny GAT.

Struktura krystaliczna kompletnej eukariotycznej syntazy GIcN-6-P nie zostata dotychczas
otrzymana. Ustalona zostala natomiast struktura tetrameru domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
z C. albicans (Raczynska et al. 2007). Raczynska i in. otrzymali dwie formy krystaliczne
domeny: tetragonalne krysztaly zawierajace jedynie glukozo-6-fosforan (Glc-6-P)
w centrum aktywnym oraz zawierajace dodatkowo inhibitor (UDP-GICNAC) krysztaty
w uktadzie jednosko$nym (Raczynska et al. 2007; Olchowy et al. 2005). Sumarycznie,
otrzymane, doktadnie opisane zarejestrowane w RCSB Protein Data Bank zostaty struktury
krystaliczne czterech nastepujgcych komplekséw domeny izomerazowej Gfalp:

e Struktura dimeryczna ze zwigzanym Glc-6-P (PDB: 2PUW)

e Struktura tetrameryczna ze zwigzanym Glc-6-P i UDP-GIcNAc (PDB: 2POC)

e Struktura tetrameryczna ze zwigzanym Fru-6-P i UDP-GIcNAc (PDB: 2PUT)

e Struktura tetrameryczna ze zwigzanym ADMP (analog stanu przej$ciowego)
i UDP-GIcNAc (PDB: 2PUV) (Raczynska et al. 2007)

Rysunek 5: Domena ISOM syntazy GIcN-6-P
pochodzgcej z C. albicans (PDB: 2PUT).
Substrat pokazany jest w reprezentacji
patyczkowe;j.
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Krystaliczna struktura domeny izomerazowej pochodzacej z C. albicans sktada si¢ reszt
aminokwasowych 346-712 (Rysunek 5). Niestety, pewne fragmenty tancucha nie mogty
zosta¢ wymodelowane ze wzgledu na niedostateczng gestos¢ elektronowa, w szczegdlnosci
jesli chodzi o dwanascie C-koncowych reszt wchodzacych w sktad ogona-C (tego fragmentu
brakuje we wszystkich tancuchach i we wszystkich czterech otrzymanych modelach) oraz
o fragment undekapeptydowy zawierajacy His607, jedng 2z kluczowych reszt
zaangazowanych w reakcje katalizy (fragment widoczny w dwoéch z czterech tancuchow
modeli ze zwigzanym inhibitorem). Pomimo tego, modele ze zwigzanym inhibitorem
otrzymano z rozdzielczoécig na poziomie 1,9 A i obecnych jest w nich 94% reszt
aminokwasowych (Raczynska et al. 2007).

Rysunek 6: Poréownanie struktury oligomerycznej syntazy GIcN-6-P pochodzenia prokariotycznego (na goérze)
i eukariotycznego (na dole). Struktura prokariotyczna pochodzi z PDB: 1JXA, zas eukariotyczna zostala
wymodelowana na podstawie PDB: 2PUV oraz bakteryjnej domeny glutaminowej w pracowni Modelowania
Molekularnego Katedry Technologii Lekow i Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej przez
dr inz. M. Wojciechowskiego

Struktura czwartorzgdowa enzymu eukariotycznego, a zwlaszcza domen izomerazowych,
moze by¢ opisana jako dimer prokarioto-podobnych dimeréw (gdzie tancuchy A i B tworzg
jeden dimer, za$ C i D drugi, jak pokazano na Rysunku 6). Kazda z ,,potéwek” odpowiada
dimerowi GImS i sklada si¢ z dwoch topologicznie podobnych podjednostek.
Monomery kazdego dimera oddziatuja ze sobg analogicznie do podjednostek w dimerze
bakteryjnym (Teplyakov et al. 1998).
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Jesli chodzi o oddziatywania tworzace tetramer, to powierzchnie styku pomiedzy
fancuchami A i D oraz B i C sg symetryczne i zawierajg petle taczaca helisy NH oraz CA
Z kazdego tancucha. Reszty Asp524 oraz Ser527, wchodzace w sktad petli, uczestniczg
w tworzeniu wigzan wodorowych (Rysunek 7b). Atomy tlenu karboksylowego reszty
asparaginianowej Asp524 oddzialuja z grupami hydroksylowymi Ser525 i Ser527 oraz
z azotem amidowym Ser527. Reszty 524 1 527 sa identyczne we wszystkich znanych
sekwencjach eukariotycznych. Reszta 1Ile526 w niektorych wersjach enzymu
eukariotycznego jest zastgpiona przez Val, zas na miejscu Ser525 w kilku przypadkach
wystepuje Arg. Co ciekawe, w strukturach prokariotycznych odpowiadajace fragmenty
sg zupetie inne (Raczynska et al. 2007).

Powierzchnia kontaktu pomiedzy podjednostkami utozonymi diagonalnie tj. pomig¢dzy
A1 Coraz BiD jest rowniez symetryczna. Obejmuje ona tancuchy boczne Arg394 i Argd42
(Rysunek 7c), oba calkowicie zakonserwowane pomigdzy znanymi sekwencjami
eukariotycznymi. Lancuchy boczne reszt arginylowych wnikaja w glab drugiego tancucha
| s3 zwigzane wigzaniami wodorowymi z kilkoma atomami tlenu wchodzgcego w sktad
tancuchow gtownych (dotyczy reszt: 391, 442 i 444), grupy hydroksylowej Thr445
(nie zakonserwowana) oraz grupy karboksylowej Asp443 (silnie zakonserwowana).
Ponadto, tancuch boczny Arg394 naklada si¢ na pierScien aromatyczny zakonserwowanej
reszty Phe441. Podobnie jak w przypadku powierzchni styku pomiedzy tancuchami A i D
oraz B i C, rowniez i tu odpowiadajace fragmenty w strukturach bakteryjnych sa zupetnie
inne (Raczynska et al. 2007).

E422B s R394C

‘-:( Dgr f Dadan :TMSA

£
~7,
a5y '/,....
R442A “RGasoA
| )

Rysunek 7: a) Monomer domeny ISOM pochodzqcej z C. albicans w reprezentacji wstgzkowej. Ligandy: ADMP
oraz UDP-GIcNAc sq przedstawione jako patyczki, odpowiednio czerwone i zielone. Jon magnezowy pokazany
jest jako pomarariczowa kula. b) i ¢) Specyficzne oddziatywania pomiedzy podjednostkami réznych dimerdow:
AiD (b) oraz Ai C (c) (Raczyriska et al. 2007).
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Izomerazowe centrum aktywne jest bardzo podobne do swego bakteryjnego odpowiednika.
Petla zawierajaca reszty aminokwasowe 450-455 (347-352 u E.coli) otacza grupe
fosforanowa liganda, umozliwiajac wytworzenie wigzan wodorowych z atomami
fosforanowych tlenéw. Ponadto, podobnie jak dla struktury prokariotycznej, trzy czasteczki
wody wigzag si¢ z grupg fosforanowsg, tworzac sumarycznie trzy wigzania wodorowe
dla kazdego z atomow fosforanowego tlenu. Jesli chodzi o oddziatywania z cukrowg cze$cig
zwigzanej czasteczki, zaleza one od rodzaju liganda, aczkolwiek wszystkie uwzgledniaja
obecnos¢ czasteczek wody oraz reszty Glu591. Ponizej przedstawiono sie¢ oddziatywan
wigzgcych dla fruktozo-6-fosforanu:

[Ge2 Giuso1]
[ NSers03] 01 Glusoi

[NZLys588

Rysunek 8: Schemat oddziatywan Fru-6-P z Gfal;

[yt Thraos] oddzialywania obecne we wszystkich tancuchach
[y — 0znaczono jako czarne przerywane linie, zas
obecne jedynie w niektorych taricuchach - jako
- jasnoszare linie (Raczyrnska et al. 2007).
M _____ [Oy1 Thrass
| Oy Ser406 ; f\% ........ o
o | Oy Serd50
[N Gins51 FR

[Nseras2 | [Oy Seras2 ]
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1.1.2.3 Pordéwnanie miedzy enzymem prokariotycznym a eukariotycznym

Kompleksowe analizy poréwnawcze przeprowadzone dla syntaz GIcN-6-P pochodzacych
roznych organizmow wskazuja na ogdélng zaleznos¢, iz sekwencje tancuchow
polipeptydowych eukariotycznych wersji enzymu sg o 70-90 reszt aminokwasowych
dhuzsze od sekwencji prokariotycznych (Milewski 2002).

Analiza dopasowania par sekwencji, przeprowadzona przez Milewskiego (Milewski 2002)
wykazata co najmniej 31% identycznos$¢ sekwencji w obrebie prokariotycznych wersji
enzymu i 49% identycznos$¢ sekwencji wersji eukariotycznych, podczas gdy poréwnanie
sekwencji homologow bakteryjnych i eukariotycznych wykazato 35-55% identycznoS$ci
(Durand et al. 2008)

Struktury drugorzgdowe domen izomerazowych GlmS i1 Gfal sg bardzo podobne, cho¢ Gfal
posiada dodatkowa helis¢ pomigdzy nicig C3 (reszty 516-519 wedlug numeracji w GImS)
oraz helisg CF (reszty 525-538 wedtug numeracji w GImS) natomiast nie posiada helis CE
oraz CG (Durand et al. 2008; Raczynska et al. 2007).

Cho¢ syntaza pochodzenia eukariotycznego rézni si¢ od swojej prokariotycznej wersji
kilkoma istotnymi cechami, najwazniejsza rozbiezno$¢ dotyczy budowy czwartorzedowe;j:
enzym bakteryjny jest dimerem, enzym eukariotyczny za$ tetramerem (Milewski et al.
1999).

Ponadto, natozenie wielosekwencyjne wykazato, ze wersja eukariotyczna biatka jest
0 50-100 reszt aminokwasowych dluzsza niz jej bakteryjny odpowiednik. Dodatkowy
fragment zlokalizowany jest w domenie GAT a jego funkcja, na t¢ chwile, nie jest znana.
Niektorzy badacze przypuszczaja, iz zawiera on reszty aminokwasowe zwigzane
z interakcja z UDP-GICNAC, inhibitorem majacym wptyw jedynie na eukariotyczng wersjg
enzymu. Nie jest to jednak oczywiste, gdyz dtugos¢ i sktad aminokwasowy tego fragmentu

sg bardzo rdzne 1 nie zawierajg zadnych konkretnych, mocno zakonserwowanych reszt.
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Rysunek 9: Poréwnanie sekwencji aminokwasowej (u gory) oraz struktury trzeciorzedowej (u dotu)
podjednostek syntazy GIcN-6-P pochodzgcej z E. coli (po lewej) oraz C. albicans (po prawej). Zaznaczono
rozgraniczenie pomiedzy domenami (kolor czerwony) oraz fragment obecny jedynie w biatku pochodzenia
eukariotycznego (kolor zielony) w jednej z mozliwych konformacji. Struktura prokariotyczna pochodzi
z PDB: 1JXA, zas eukariotyczna zostata wymodelowana na podstawie PDB: 2PUV oraz bakteryjnej domeny
glutaminowej w pracowni Modelowania Molekularnego Katedry Technologii Lekéw i Biochemii Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej przez dr inz. M. Wojciechowskiego.

Z drugiej strony, zarbwno w domenie ISOM jak i w GAT, obecne sg liczne zakonserwowane
fragmenty, w tym wszystkie reszty aminokwasowe zaangazowane w wigzanie substratu

i katalize, co sugeruje podobny mechanizm katalityczny u poréwnanych wersji enzymu.

Jesli chodzi o reszty aminokwasowe zaangazowane w interakcje pomiedzy podjednostkami,
to wigkszos¢ z nich jest zakonserwowana w obu wersjach enzymu, aczkolwiek ich wzajemne
oddziatywanie jest r6zne. Durand i wspolpracownicy sugerujg mimo to ze, biorgc pod uwage
stopien nieuporzadkowania C-koncowego fragmentu biatka oraz petli histydynowej w Gfal,
réznice w interakcji miedzy dimerami pomig¢dzy prokariotyczng i eukariotyczng wersja
enzymu, obserwowane w strukturach krystalicznych, mogg wynika¢ raczej z formy
aktywnej izomerazowego centrum aktywnego w biatku prokariotycznym i nieaktywnej
formy w tymze centrum w enzymie eukariotycznym niz z rdéznic wynikajacych
z bakteryjnego badz eukariotycznego pochodzenia syntazy (Durand et al. 2008).
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1.1.3 Mechanizm katalizowanej reakcji

Syntaza GIcN-6-P katalizuje pierwszy i praktycznie nieodwracalny etap szlaku biosyntezy
heksozoamin, czyli reakcj¢ przeniesienia reszty aminowej z  L-glutaminy
na D-fruktozo-6-fosforan z wytworzeniem kwasu L-glutaminowego
i D-glukozoamino-6-fosforanu. Jej ogdlny przebieg przedstawia schemat ponizej:

Qa MNH;

2- -
2 0:PO 0y_.0
0sPO
W/D CH,OH o
| \{ — OH  SwwoH +

HO

+ o o
HNT Y \_/QH HO Hal Y
0 OH NH; o]

Rysunek 10: Reakcja katalizowana przez syntaze GleN-6-P (Milewski 2002).

Badania przeprowadzone mig¢dzy innymi w Katedrze Technologii Lekoéw i Biochemii
Politechniki Gdanskiej wykazaty, iz enzym wykazuje catkowita specyficzno$¢ wzgledem
L-glutaminy jako donora grupy aminowej i D-fruktozo-6-fosforanu jako jej akceptora.

W kompleksowej reakcji katalizowanej przez syntaze GIcN-6-P mozna wyrdznic trzy etapy:
hydrolize glutaminy, transfer grupy aminowej na fruktozo-6-fosforan oraz izomeryzacje
tak utworzonego fruktozoimino-6-fosforanu (Teplyakov et al. 1999). Kolejno$¢ wigzania
substratow jest $cisle okreslona: najpierw wigzany jest D-fruktozo-6-fosforan, a w drugiej
kolejnosci L-glutamina (Chmara et al. 1986; Badet et al. 1988) — taki mechanizm zapobiega
hydrolizie L-glutaminy w sytuacji, gdy niedostepny jest drugi z substratow, wymaga jednak
obecnosci systemu komunikacji, przenoszacego zmiany konformacyjne zapoczatkowane
zwigzaniem Fru-6-P w domenie ISOM za pomoca oddzialywan migdzydomenowych
do domeny GAT. Obecno$¢ takiego mechanizmu przenoszenia sygnatu zostata dowiedziona
dla bakteryjnego biatka GImS (Bera et al. 2000). Uwolniony w wyniku hydrolizy
L-glutaminy amoniak zostaje nastgpnie przeniesiony do izomerazowego centrum
aktywnego, gdzie powstaje GICN-6-P. Rysunek 11 przedstawia ogdlny zarys katalizowanej
reakcji.

Nalezy zauwazy¢, iz wigkszos¢ informacji na temat mechanizmu przeprowadzanej przez
syntaz¢ GIcN-6-P reakcji pochodzi z badan nad enzymem bakteryjnym, prowadzonych
glownie przez zespot prof. Badet (Gif-sur-Yvette, Francja). Dzigki intensywnej pracy
tej grupy udato si¢ ustali¢ doktadny mechanizm katalizowanej reakcji dla prokariotycznej
syntazy GIcN-6-P.
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Rysunek 11: Schemat reakcji katalizowanej przez syntazg GleN-6-P, dla uproszczenia pokazany dla struktury
monomerycznej (Mouilleron et al. 2010)

Na temat eukariotycznego enzymu jest o wiele mniej danych, gdyz zarowno izolacja syntazy
GIcN-6-P z komorek eukariotycznych jak i otrzymanie postaci krystalicznej kompletnego
biatka sg bardzo klopotliwe. Ogodlnie, mimo istotnych roznic strukturalnych pomig¢dzy
enzymem pochodzenia prokariotycznego a eukariotycznego, réznice w budowie centréw
aktywnych oraz mechanizmach katalizy wydaja si¢ niewielkie, gdyz wszystkie istotne reszty
aminokwasowe biorace udzial w katalizowanej reakcji i wigzaniu substratow znajduja si¢
w silnie zakonserwowanych regionach struktury pierwszorzedowej enzymu (Durand et al.
2008). Mozna jednak dostrzec drobne roznice w strukturze drugorzedowej, bedace
wynikiem tetramerycznej budowy eukariotycznej wersji enzymu a rzutujagce na mechanizm
katalizowanej reakcji. Jak zauwazyli Raczynska i in., centrum aktywne w domenie
izomerazowej bialka pochodzacego z C. albicans wydaje si¢ mie¢ bardziej otwartg
konformacj¢ niz w przypadku enzymu bakteryjnego (Raczynska et al. 2007). Podejrzewa
sig, iz ogon-C jest w tym przypadku bardziej ruchliwy, nie tworzy wigc uporzadkowane;j
struktury obserwowalnej dla enzymu z E. coli. Ponadto, réznice dotycza budowy petli
histydynowej, odgrywajacej jedng z kluczowych rol w reakcji zachodzacej w domenie
ISOM: reszta Pro506* (* oznacza przynalezno$¢ do sgsiedniego monomeru) zastgpiona
zostata 11e609”. Ta substytucja skutkuje zmiang konformacji oraz wzrostem elastycznosci
petli histydynowej, nie powoduje jednak zmiany funkcji reszty His607* (odpowiednika
His504% w enzymie z E. coli). Wigcej na temat rdznic strukturalnych miedzy obiema
wersjami enzymu oraz ich konsekwencji dla katalizowanej reakcji bedzie mozna powiedzie¢
gdy otrzymana zostanie kompletna struktura krystaliczna eukariotycznej syntazy GIcN-6-P.
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1.1.3.1 Wiazanie Fru-6-P do domeny izomerazowej

Substratem reakcji katalizowanej przez domen¢ izomerazowag syntazy GIcN-6-P jest
fruktozo-6-fosforan, ktory wystepuje w postaci mieszaniny dwoch cyklo-furanozydow
(B i o) oraz formy liniowej w stosunku 82/16/2 w stanie rownowagi (Pierce et al. 1985).
Na chwilg obecna nie zostato jednoznacznie wykazane ktéra z form (liniowa czy cykliczna)

jest rozpoznawana przez enzym oraz ktdra zostaje zwigzana w centrum aktywnym.

Proponowany mechanizm wigzania 1 otwierania pier§cienia cukrowego, ustalony
na podstawic mechanizmu dziatania innych izomeraz cukrowych oraz analizy struktur

krystalicznych prokariotycznego biatka GlmS, pokazuje ponizszy schemat (struktury 1 i 2).
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Rysunek 12: Proponowany przez zespét prof. Badet mechanizm reakcji zachodzgcej w domenie ISOM GImS
(Durand et al. 2008)

Miejsce wigzace Fru-6-P w biatku GImS zbudowane jest glownie z o$miu C-koncowych
reszt aminokwasowych wchodzacych w sklad ogona-C (sg to reszty 600-608) oraz
Z tancuchow glownych reszt budujacych petle histydynowa, pochodzacych z sasiedniej
podjednostki: Lys503*His504*-Gly505%. Porownanie struktur GImS w stanie wolnym oraz
w kompleksie z substratem cukrowym (Rysunek 13), wykazato, ze co najmniej siedem reszt
aminokwasowych z ogona-C przyjmuje uporzadkowang forme¢ i zamyka centrum aktywne
ze zwigzanym substratem. Liniowe formy cukru, w przeciwienstwie do form cyklicznych,
umiejscawiajg si¢ gleboko wewnatrz kieszeni wigzacej, wchodzac w bezposrednie
oddziatywania z katalitycznymi resztami: Glu488 oraz Lys485 (Durand et al. 2008).
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Rysunek 13: Zmiany w domenie
izomerazowej GImS zachodzgce
W wyniku zwigzania substratu
cukrowego uwidocznione
poprzez natozenie struktur
bakteryjnej domeny ISOM

W stanie wolnym (kolor zolty

i pomarariczowy) oraz jej
kompleksu z Fru-6-P (kolor
jasno- i ciemnoniebieski; kolor
turkusowy — domena GAT)
(Durand et al. 2008).

Przypuszczalnie, po zwigzaniu cyklicznego cukru, zmiany w ulozeniu domeny
glutaminowej wywotuja zmiane konformacyjng w tancuchu bocznym Lys503*, ktéra to
wzmacnia oddzialywanie pomiedzy ogonem-C a domeng syntazowa (Mouilleron et al.
2008). Prowadzi to do otwarcia pier$cienia cukrowego przez His504* poprzez przeniesienie
wodoru z atomu tlenu O2 na O5 ( a Teplyakov et al. 1999), w wyniku czego pomigdzy
Fru-6-P a resztag Lys603 tworzy si¢ zasada Schiffa (Golinelli-Pimpaneau & Badet 1991).
Nowo powstaty cukier, majacy forme liniowg, zostaje schowany wewnatrz izomerazowego
centrum aktywnego, ktore poprzez zamknigcie ogonem-C staje si¢ catkowicie niedostgpne
dla rozpuszczalnika. Rezultatem tego indukowanego przegrupowania jest aktywacja
katalitycznej Cysl ( a Teplyakov et al. 1999) a reakcja moze przej$¢ do kolejnego etapu.

W przypadku biatka eukariotycznego, jak juz zostalo powiedziane wczes$niej, mechanizm
reakcji jest mniej klarowny. Poniewaz na chwile obecng znana jest jedynie struktura domeny
izomerazowej, wszelkie rozwazania oparte sg na analizie struktury niekompletnej, co samo

w sobie moze stanowi¢ zrodto obserwowanych rozbieznosci.

Raczynska i inni zauwazyli, ze dla kompleksu domeny izomerazowej Gfal, katalityczna
reszta His607* znajduje sie poza zasiegiem wigzan wodorowych. Zaobserwowany sposob
wigzania cyklicznej formy Glc-6-P nie daje mozliwosci aby pierécien imidazolowy His607*
zwiazal si¢ analogicznie do mechanizmu zachodzacego w GImS (Raczynska et al. 2007).
Izomerazowe centrum aktywne, w ktorego sktad w GImS wchodzg gldwnie aminokwasy
ogona-C oraz petla histydynowa, nie jest prawidlowo wyksztalcone w Gfal. Struktury
krystaliczne sugeruja, ze petla histydynowa albo jest niewyksztalcona (nieuporzadkowana)
albo tez przyjmuje konformacje zupetnie r6zng od tej w GImS. Co wiecej, caty ogon-C i pigé
poprzedzajacych go reszt aminokwasowych, maja nieuporzadkowang konformacj¢ w kazde;j
z podjednostek wszystkich analizowanych struktur. Sugeruje to, iz, w bialku
eukariotycznym, usztywnienie ogona-C jest konieczne do odpowiedniego utozenia cukru
w centrum aktywnym, co umozliwi katalitycznej histydynie otwarcie pier§cienia cukrowego
(Durand et al. 2008).
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1.1.3.2 Hydroliza glutaminy

Mechanizm hydrolizy glutaminy, przedstawiony na Rysunku 14, zaproponowany w 1996
roku przez Isupova i in., opiera si¢ na analizie struktury krystalicznej kompleksu enzymu
z jego glutaminowym substratem (Isupov et al. 1996).

H
H L . % NHz"
% NHs* -00C N ooci/NH‘* -00C—# 3
‘00C - [——‘] l ( lutamate
L-Gl . rf /*\ ___~ e HO‘I {-E)/) =
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Thr606 Thré06 Thr606J
) W

Rysunek 14: Proponowany przez zespol prof. Badet mechanizm reakcji zachodzgcej w domenie GAT GImS
(Mouilleron et al. 2010).

Caly proces zostaje aktywowany poprzez prawidtowe ustawienie wzgledem siebie reszt
Cysl i Asn98, o czym wspomniane zostalo w poprzednim podrozdziale. Grupa tiolowa
Cysl, poczatkowo skierowana przeciwnie do centrum aktywnego, musi ulec rotacji o 180°
wzdhuz osi wigzania Co—C i1 o okoto 120° wzdluz osi wigzania Co—Cp, aby przyjac
konformacje¢ aktywna i umozliwi¢ atomowi siarki zajecie pozycji, w ktorej mozliwy jest jego
atak na wegiel amidowy glutaminy. Z drugiej strony, tancuch boczny Asn98, zwigzany
wigzaniem wodorowym z grupa aminowa Cysl, musi ulec rotacji o okoto 100° aby,
wspélnie z Gly99, utworzy¢é nisze oksyanionowa stabilizujgcg tetraedryczny stan
przejsciowy reakcji. Tlen amidowy z glutaminy zostaje nastgpnie zwigzany wigzaniami
wodorowymi z grupa aminow3g z tancucha bocznego Asn98 oraz z grupa aminowa Gly99.
Obie te reszty aminokwase sg zresztg zakonserwowane we wszystkich amidotransferazach
glutaminowych typu purF (Isupov et al. 1996).

Rysunek 15: Zmiany w bakteryjnej domenie GAT zachodzqce w wyniku zwigzania glutaminy, uwidocznione
poprzez natozenie struktur kompleksu bakteryjnej domeny GAT z Fru-6-P (kolor turkusowy) oraz z Glc-6-P
i DON (kolor zielony) (Durand et al. 2008).
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Zwigzanie glutaminy indukuje zmiany konformacyjne w obrebie centrum aktywnego,
ktore pokazane zostaly na Rysunku 15. Kieszen wigzgca substrat zostaje zamknig¢ta dwiema
petlami: petla Q tworzaca ,,wieko” (reszty 73-81) oraz petla ztozong z reszt 121-125,
co umozliwia hydroliz¢ zwigzanej czasteczki oraz zapobiega utracie amoniaku uwolnionego
w reakcji (Isupov et al. 1996; Teplyakov et al. 2001). Prawidlowe zwigzanie glutaminy
wewnatrz kieszeni wigzacej zapewnia obecnos$¢ wigzan wodorowych pomiedzy grupa
a-karboksylowa substratu a Arg73 oraz pomiedzy grupa a-aminowa substratu i Aspl23
(Mouilleron et al. 2006). Ponadto, grupa hydroksylowa reszty aminokwasowej Thr606,
nalezacej do ogona-C, zmienia swe potozenie tak aby utworzy¢ wigzanie wodorowe z grupa
a-aminowa Cysl. To przegrupowanie wzmacnia zasadowo$¢ terminalnej grupy
a-aminowej, ktora pelni role odczynnika nukleofilowego i1 indukuje deprotonacje grupy
tiolowej Cys1 poprzez dziatajaca na zasadzie przekaznika czasteczke wody. Tak utworzony
nukleofilowy tiolan moze przypusci¢ atak na amidowy atom wegla substratu, w wyniku
czego powstaje oksyanionowy, tetraedryczny produkt przejsciowy (Durand et al. 2008).
Produkt ten rozpada si¢ z wytworzeniem vy-glutamylotioestru i amoniaku, na ktory
przeniesiony zostaje proton z lezacej pomiedzy nimi czasteczki wody. Amoniak zostaje
uwolniony i przeniesiony do centrum aktywnego akceptora, za$ deacetylacja acetyloenzymu
nastepuje w wyniku ataku nukleofilowego innej czasteczki wody (Floguet et al. 2007).

Jak podkreslajg w swych artykutach m.in. Durand i in., aktualny stan wiedzy nie pozwala
na definitywne wyjasnienie sposobu aktywacji hydrolizy glutaminy zainicjowanej
zwigzaniem czasteczki akceptora, nawet dla dobrze poznanego biatka prokariotycznego.
Tym niemniej, wysoce prawdopodobny wydaje si¢ dwuetapowy proces aktywacji
przy udziale ligandéw domeny izomerazowej oraz glutaminy, podobny do mechanizmu
proponowanego dla enzymu syntazy glutaminianowej (Dossena et al. 2007; Durand et al.
2008).

Jesli chodzi o biatko eukariotyczne, na chwilge obecna dostgpna jest bardzo skapa ilo§¢
informacji na temat zachodzacej w nim reakcji. Struktura krystaliczna domeny GAT
pochodzacej z C. albicans nie zostata jeszcze otrzymana, za$ dla biatka pochodzenia
ludzkiego, hGfatl, odnotowano aktywacj¢ hydrolizy glutaminy zardwno przez Fru-6-P jak
i GICN-6-P oraz GIcNAc-6-P (Floguet, Durand, Maigret, Badet, Marie Ange Badet-Denisot,
et al. 2009). Tym niemniej, nadal nie wiadomo czy wystepowanie tego zjawiska zalezy
od rodzaju liganda czy tez jest konsekwencja zwigzania jakiejkolwiek czasteczki w centrum
aktywnym (Durand et al. 2008).
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1.1.3.3 Transfer grupy aminowej

Mechanizm hydrolizy glutaminy byl jeszcze przed kilku laty przedmiotem sporu
naukowcow i podzielit ich na zwolennikow dwoch alternatywnych hipotez, réznigcych sie
sposobem zapoczgtkowania transferu atomu azotu: ,,uwolnienia amoniaku” (ang. amonia
release) i ,,skoordynowanego ataku” (ang. concerted attack). Dla enzymu prokariotycznego,
watpliwosci zostaly rozwiane dzigki opublikowanym na przetomie XX i XXI badaniom
grupy prof. Badeta (Durand et al. 2008; Floquet et al. 2009; Teplyakov et al. 1998;
Teplyakov et al. 2001), jednoznacznie potwierdzajagcym istnienie hydrofobowego kanatu
miedzy oddalonymi od siebie o okoto 20 A domenami syntazowa i izomerazowa bakteryjne;
syntazy GIcN-6-P.

Zajs$cie nizej opisanego mechanizmu ,,uwolnienia amoniaku” mozliwe jest dzieki obecnosci
niedostepnego dla rozpuszczalnika kanatu, ktéry faczy obie domeny i umozliwia transfer
amoniaku pomiedzy nimi. Jego hydrofobowy charakter pozwala na uniknigcie
sprotonowania uwolnionego amoniaku i podtrzymanie jego nukleofilowego charakteru
(Durand et al. 2008).

Zaproponowany przez Teplyakova i in. mechanizm uwzglednia udziat reszt 596-608 (w tym
ogona-C) w budowie takiego kanatu u E. coli (Rysunek 16) oraz sugeruje kluczowa role
pier§cienia indolowego Trp74, ktory funkcjonujace jako ,,brama” wewnatrz kanatu,
blokujaca go od strony domeny GAT (Durand et al. 2008; Teplyakov et al. 2001; Floquet et
al. 2009). Przesunigcie reszty Trp74 otwiera kanal, pozostajacy dotychczas w konformacji
zamknietej, umozliwiajac tym samym transport amoniaku, wspomagany resztami Ala602
i Val605 (Floquet et al. 2007).

Warto wspomnieé, iz nie zaobserwowano istnienia kanatu amoniakowego w strukturze
GImS w stanie wolnym, dla ktorej to petla tworzona przez ogon-C jest nie jest uformowana.
Powstanie kanatu zainicjowane jest dopiero zwigzaniem substratu cukrowego
i odpowiednim ustawieniem reszt Trp74 oraz Arg26 (Durand et al. 2008).

Nalezy tu podkresli¢, ze ze wzgledu na roznice w budowie biatka prokariotycznego
i eukariotycznego, mechanizm hydrolizy glutaminy poprzez enzym eukariotyczny nadal jest
tematem dyskusyjnym. Badania przeprowadzone przez Olchowego i in. dla biatka
pochodzacego z C. albicans pozwolity na zaproponowanie podobnej struktury kanatu oraz
roli Trp97 (analogu Trp74) jako jego ,.bramy” (Olchowy et al. 2007). Nie wiadomo
doktadnie w jaki sposob czasteczka amoniaku przechodzitaby przez kanat, aczkolwiek
badania przeprowadzone metodami dynamiki molekularnej sugeruja wptyw elastycznos$ci
kluczowych fragmentow struktury oraz znaczacg role dwdch czasteczek wody znalezionych
w kanale (Amaro & Luthey-Schulten 2004; Amaro et al. 2005).
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Rysunek 16: Reszty
aminokwasowe tworzgce
kanat amoniakowy
pomigdzy domenami,
pokazane na strukturze
GImS. Powierzchnia
oznaczona kolorem
niebieskim nalezy do
centrum aktywnego
domeny GAT, zas kolorem
zottym — do centrum
aktywnego domeny ISOM ;
reszty tworzqce kanal
opisano kolorem zielonym
i czerwonym

(Floquet et al. 2007)

1.1.3.4 Izomeryzacja fruktozoimino-6-P do GlcN-6-P

Po przejéciu przez kanal, amoniak zostaje przeniesiony na przypuszczalnie aktywowang
liniowg form¢ Fru-6-P, w konsekwencji czego powstaje fruktozoimino-6-fosforan, produkt
addycji grupy ketonowej Fru-6-P oraz grupy e-aminowej reszty Lys603 (Golinelli-
Pimpaneau & Badet 1991). Fruktozoimino-6-fosforan odlacza sie¢ nastepnie
od kowalencyjnie zwigzanej Lys603 by, w ostatnim stadium reakcji, zosta¢ poddany
izomeryzacji do glukozamino-6-fosforanu. W ten mechanizm zaangazowane sg reszty
Glu488 oraz Lys485 (Durand et al. 2008).

Reakcja izomeryzacji rozpoczyna si¢ oderwaniem protonu pro-R od wegla Cl1
frutozoimino-6-fosforanu, w wyniku czego powstaje cis-enolamina. Dzieje si¢ to przy
udziale Glu488, jednoczesnie za$ reszta His504” zamyka pierécien. W nastepnej kolejnosci
dochodzi do przylaczenia protonu od strony re wegla C2 cis-enolaminy, co w rezultacie
prowadzi do powstania glukozamino-6-fosforanu (Milewski et al. 1999) (Rysunek 12).
Uwolnienie produktu w postaci cyklicznej piranozy nastepuje w wyniku odsunigcia sig¢
,,wieka” tworzonego przez ogon-C oraz reszt Lys485, Lys603 oraz His504* od centrum
aktywnego.

W wyniku otwarcia izomerazowego centrum aktywnego, do kanatu dostaje si¢ czasteczka
wody, transportowana do domeny glutaminowej i wykorzystywana do uwolnienia kwasu
glutaminowego (Badet et al. 1988; Golinelli-pimpaneau & Badet 1991; Teplyakov et al.
1998; A. Teplyakov et al. 1999; Mouilleron et al. 2006).
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.14 Regulacja aktywnos$ci enzymu

Syntaza GIcN-6-P pelni kluczowsg rolg w procesie biosyntezy aminocukréw we wszystkich
znanych organizmach, musi wiec podlegaé $cistej 1 precyzyjnej regulacji. Niemniej jednak,
natura i mechanizm kontroli aktywnosci r6znig si¢ mi¢dzy sobg w zaleznosci od organizmu
gospodarza (Durand et al. 2008).

1.1.4.1 Regulacja w organizmach prokariotycznych

Istnienie mechanizmu precyzyjnej regulacji prokariotycznej syntazy GIcN-6-P wydaje si¢
oczywiste ze wzgledu na role tego enzymu w biosyntezie sktadnikow bakteryjnej $ciany

komoérkowe;j.

Regulacja na poziomie transkrypcji i translacji (potranslacyjna)

Syntaza GIcN-6-P pochodzenia bakteryjnego podlega kontroli aktywnosci na kilku
poziomach, aczkolwiek gtowny mechanizm regulacji oparty jest na regulacji ekspresji genu
glmsS, kodujacego biatko GlmS.

W komorkach E. coli, GImS, tak jak i inne enzymy szklaku biosyntezy heksozoamin,
kodowane sg przez operon gImUS. Dwa promotory tego operonu zlokalizowane sg powyzej
sekwencji genu glmU, kodujacego biatko GImU odpowiedzialne za przeksztatcanie
GIcN-1-P kolejno do GIcNAc-1-P i do UDP-GIcNAc. Dowiedziono, ze geny glmU i glmS
sg w Scistej koekspresji (Plumbridge & Kolb 1995). Mechanizm regulacji jest bardzo
ztozony i na chwile obecng nie wszystkie jego aspekty zostaly jednoznacznie wyjasnione.
Wiadomo jednak, iz w komorkach E. coli, w regulacj¢ zaangazowane sa czynniki post-
transkrypcyjne regulonu N-acetyloglukozaminowego (Kalamorz et al. 2007; Urban et al.
2007), za$ u bakterii Gram-dodatnich, takich jak B. subtilis — przetaczniki rybozymowe
(tzw. ryboprzetaczniki) (Winkler et al. 2004; Winkler & Breaker 2005; Klein &
Ferré-D’Amaré 2006; Barrick et al. 2004).
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Regulacja poprzez koricowe produkty biosyntezy

Kucharczyk i in. dowiedli, iz bakteryjna syntaza GIcN-6-P podlega inhibicji przez produkt
katalizowanej przez siebie reakcji, glukozamino-6-fosforan, aczkolwiek dopiero
w stezeniach rzgdu milimoli (Ki= 0,35 mM) (Kucharczyk et al. 1990). Cho¢ jest to cecha
wspolna wszystkich prokariotycznych syntaz GIcN-6-P, nie wydaje si¢ aby miata ona
znaczenie fizjologiczne (Teplyakov et al. 2001). Produkt katalizowanej przez GImS reakcji
jest natychmiast przetwarzany do GIcN-1-P przez kolejny z enzymoéw uczestniczacych
w szlaku lub tez inicjuje mechanizmy regulacji na poziomie ekspresji, zapobiegajac w ten
sposob akumulacji GIcN-6-P do poziomu wywotujgcego inhibicjg.

Inng cecha wspolng enzymow pochodzenia bakteryjnego jest natomiast brak inhibicji
pod wptywem UDP-GICNACc, koncowego produktu szlaku biosyntezy heksozoamin
(Buse 2006; Kornfeld 1967). Nalezy tu wspomnie¢ jednak, ze jaki$ czas temu pojawita si¢
dotychczas niepotwierdzona sugestia, iz domena izomerazowa enzymu prokariotycznego
zawiera miejsce regulatorowe (Todorova 2001).

1.1.4.2 Regulacja w organizmach eukariotycznych

Podobnie jak w przypadku biatka prokariotycznego, aktywnos$¢ enzymatyczna
eukariotycznej syntazy GICN-6-P moze by¢ regulowana na kilku poziomach. Biorac
pod uwage stopien zakonserwowania kluczowych reszt katalitycznych wséréd znanych
sekwencji syntazy GIcN-6-P, jest bardzo prawdopodobne, ze mechanizmy zachodzace
U eukariotow sg analogiczne do tych zachodzacych w komorkach prokariotycznych.
Tym niemniej, dwie istotne cechy odr6zniaja obie wersje enzymu: podatnos¢ na inhibicje
pod wptywem UDP-GIcNAc oraz obecnos¢ dodatkowego fragmentu w biatku
eukariotycznym. W swietle potencjalnych zastosowan terapeutycznych syntazy GIcN-6-P,
poznanie metod kontroli jej aktywnos$ci nabiera szczegdlnego znaczenia.

Regulacja na poziomie transkrypcji i translacji

Do dnia dzisiejszego odkryto kilka przykladéow regulacji ekspresji genu kodujacego
eukariotyczng syntaz¢ GIcN-6-P na poziomie transkrypcji. W komorkach ssaczych,
a przynajmniej mysich i ludzkich, wystepuja dwa geny kodujace enzym: gfatl i gfat2
(Oki et al. 1999; Yamazaki et al. 2000; Sayeski et al. 1997). Liczne dowody wskazuja, ze ich
ekspresja jest w duzym stopniu zalezna od rodzaju tkanek (Yki-Jarvinen et al. 1999) a wptyw
na jej regulacje moga mie¢ pewne czynniki wzrostu. W komorkach drozdzowych natomiast,
ekspresja genu gfa jest spotggowana dziataniem czynnika oo (feromonu plciowego)
w komorkach haploidalnych (Zalkin 1993). Wiadomo réwniez, iz na regulacje ekspresji
genu gfa w komorkach drozdzowych moze mie¢ wptyw fosfataza Glc7p (Zheng et al. 2000).

Pojawily si¢ doniesienia ze w regulacji ekspresji genow uczestniczyé mogg, wzorem
komorek prokariotycznych, ryboprzetaczniki (Sudarsan et al. 2003).
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Regulacja poprzez potranslacyjnq fosforylacje

Eukariotyczna syntaza GICN-6-P podlega réwniez regulacji poprzez potranslacyjng
fosforylacje. Analiza dostepnych struktur pierwszorzedowych wykazata istnienie znaczacej
liczby miejsc potencjalnej fosforylacji dla réznych kinaz biatkowych, takich jak:
CAMP-zalezna kinaza A (PKA), kinaza aktywowana 5AMP (AMPK) oraz
Ca?*/kalmodulino-zalezna kinaza II (CaMKII). Fosforylowane sa wylacznie reszty
serynowe, rézne w zaleznosci od organizmu gospodarza oraz typu fosforylujacego enzymu.
Przyktadowo, dla C. albicans zidentyfikowano jednoznacznie Ser208 jako miejsce
fosforylacji przez PKA, za$ dla enzymu pochodzenia ludzkiego sg to: Ser205, Ser235
I Ser243 (Durand et al. 2008).

Odnotowano co najmniej trzy mozliwe zmiany, jakie zachodza w syntazie GIcN-6-P
pod wplywem fosforylacji:

. Enzymy pochodzace z C. albicans, Drosophila melanogaster oraz komorek
szczurzej watroby zwiekszaja swa aktywnos¢ (Milewski et al. 1999; Zhou et al. 1998;
Marshall 2006).

. Aktywnos$¢ enzymu pochodzenia ludzkiego, fosforylowanego in vitro przez PKA,
ulega zahamowaniu (Chang et al. 2000).

. W enzymie pochodzacym z wodnego grzyba B. emmersonii, ulega modyfikacji
wrazliwos$¢ na inhibicj¢ poprzez sprzezenie zwrotne (Frisa & Sonneborn 1982; Etchebehere
& da Costa Maia 1989).

W syntazie GIcN-6-P pochodzacej z C. albicans konsekwencja fosforylacji Ser208 przez
PKA jest stymulacja aktywnos$ci amidohydrolazowej domeny GAT, co z kolei wptywa
na szybkos¢ reakcji katalizowanej przez caty enzym. Co ciekawe, analogiczne miejsca
fosforylacji zostaly wyodrebnione réowniez dla enzymoéw pochodzenia mysiego oraz
ludzkiego (Milewski et al. 1999; Gabriel et al. 2004; Olchowy et al. 2007).
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Regulacja poprzez koricowy produkt szlaku biosyntezy - inhibicja poprzez
UDP-GIcNAc

W przypadku eukariotycznej syntazy GIcN-6-P, wazniejszym od innych sposobem regulacji
wydaje sie by¢ inhibicja poprzez sprze¢zenie zwrotne. W warunkach in vitro, UDP-GIcNAC,
koncowy produkt cytoplazmatycznej biosyntezy zapoczatkowanej przez syntazg GlcN-6-P,
jest stosunkowo silnym i specyficznym inhibitorem enzymu. Jego stezenie hamujace
(ang. inhibitory concentration) 1Cso wynosi 0,67 mM (Raczynska et al. 2007).

Warto$ci stalej inhibicji K;j s3 mocno zréznicowane - odnotowane warto$ci wahajg sie
od 6 uM dla enzymu z watroby szczura, do 0,7 mM dla syntazy GlcN-6-P z C. albicans
(Kornfeld 1967; Milewski, Kuszczak, Jedrzejczak, Smith, a J. Brown, et al. 1999).
Co wigcej, eukariotyczne enzymy wyizolowane z r6znych zrodet r6znig si¢ typem inhibicji.
UDP-GIcNAc hamuje enzym z komorek szczurzej watroby kompetycyjnie wzgledem
Fru-6-P i niekompetycyjnie wzgledem glutaminy (Winterburn & Phelps 1971). Identyczna
sytuacja zachodzi dla komoérek pochodzacych z Blastocladiella emersonii (Maia 1994).
W przypadku C. albicans i Neurospora crassa, inhibicja jest nickompetycyjna wzgledem
obu substratow (Milewski et al. 1999; Endo et al. 1970), podczas gdy dla Aspergillus
nidulans enzym hamowany jest akompetycyjnie (Borgia 1992).

Jako ze dimeryczny enzym prokariotyczny nie podlega regulacji przez UDP-GIcNAC,

miejsce wigzace UDP-GIcNAc wydaje si¢ by¢ cechg charakterystyczng tetramerycznej
formy syntazy GIcN-6-P (Milewski 2002).

Liczne zrodta donoszg, ze wrazliwos¢ enzymu na UDP-GICNAC spada wraz ze stopniem
oczyszczenia biatka. To zjawisko moze by¢ konsekwencjg usunigcia czasteczek o niskiej
masie molekularnej. Wykazano bowiem, ze obecno$¢ niektorych fosforanéw cukrow
(szczegodlnie Glc-6-P) wptywa na wrazliwo$¢ syntazy GIcN-6-P na UDP-GIcNAC.
Wigkszos¢ doniesien sugeruje zalezno$¢ wprost proporcjonalng (Miyagi & Tsuiki 1971),
aczkolwiek badania Touriana 1 in. wykazaly bezposredni wplyw hamujacy na enzym
pochodzacy z ludzkich fibroblastow (Tourian et al. 1983).

Szacuje sie, ze miejsce wigzania inhibitora polozone jest ok. 10 A od miejsca aktywnego
domeny ISOM (Raczynska et al. 2007). Reszty odpowiedzialne za wigzanie inhibitora
sg zakonserwowane wsrod wszystkich eukariotycznych sekwenciji.

Warto w tym momencie zauwazy¢, ze dwie z tych reszt: Gly474 i Gly490, w strukturze
GImS zastapione s3 resztami alanylowymi, co podkresla istotno$¢ tych aminokwasow
dla wigzania liganda. Sztywno$¢ reszt alanylowych w potaczeniu z ich masywnos$cig
nie pozwolityby na zwigzanie UDP-GIcNAc do GImS. Ponadto, petla 381-388 wigzaca
fosforan 1 pierScien rybozowy w Gfal, ma zupelie inng konformacj¢ w GImS
(Rysunek 18b) (Durand et al. 2008).
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W budowie UDP-GIcNACc, przestawionej na Rysunku 17, mozna wyrdzni¢ dwie czesci:
uracylowg oraz glukozaminowa. W miejscu wigzania tylko pierwsza z nich oddziatuje

z resztami budujgcymi kieszen, podczas gdy druga skiecrowana jest na zewnatrz biatka
(Durand et al. 2008).

CH,OH o
O
OH o 9 ﬁt /Nl\\H Rysunek 17: Struktura UDP-GIcNAc
OH o—Fl’—o—FI’—o N X0
OYNH O O o
CHs

OH OH

Prawdopodobny mechanizm inhibicji pod wpltywem UDP-GIcNAc zaklada, ze zwigzanie
liganda powoduje pewne przeksztalcenia struktury enzymu, ktore utrudniaja podejscie
substratu do centrum aktywnego, lub tez jego stabilizacj¢ w miejscu wigzacym, co w obu
przypadkach uniemozliwia prawidlowe dziatanie syntazy. Badania eksperymentalne
przeprowadzone przez Olchowego i in. na biatku Gfal sugeruja, ze zwigzanie UDP-GICNAC
indukuje zmiany konformacyjne w domenie ISOM, ktére w wyniku blizej nieokreslonych
oddziatywan migdzydomenowych przekazywane sa do domeny GAT 1 prowadza
do zahamowania aktywnosci amidohydrolitycznej biatka (Olchowy et al. 2007).

UDP-GIcNAc

H488

w388

Rysunek 18: a) Reszty biorgce udzial w wigzaniu UDP-GICNAc do domeny ISOM. Wigzania wodorowe
pomiedzy inhibitorem a biatkiem oznaczono czarnymi przerywanymi liniami, zas wigzania wodorowe jonu
metalu (fioletowa kula) przerywanymi liniami koloru szarego. b) Nalozenie trzech wersji domeny ISOM:
eukariotycznej w stanie wolnym (kolor z6tty), eukariotycznej zwigzanej z UDP-GICNAc (kolor czerwony, ligand
jako zielone patyczki) oraz prokariotycznej (kolor niebieski) (Raczynska et al. 2007).
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Mechanizm wigzania UDP-GIcNAc oraz jonu magnezu (w oddziatywaniach biatka
Z inhibitorem bierze udziat sze$ciokoordynowany jon metalu, prawdopodobnie magnezu
albo sodu zostat opisany przez Raczynska i in. (Raczynska et al. 2007). Uracylowa cze$¢
czasteczki idealnie wpasowuje si¢ w kieszen wigzaca, znajdujaca si¢ na powierzchni biatka,
uformowang przez strukturg drugorzedowsa Papaf. Dno tej kieszeni zbudowane jest z reszt
Gly474 1 Val476, zas jej Sciany tworza: Serd484, tancuch boczny Thr487, tancuch gtowny
reszt 489-491 oraz His492 (Rysunek 18a). Sciana kieszeni zbudowana z reszt 489-491
(w tym Gly490) jest niemalze ptaska. Powierzchnia utworzona przez atomy od Ca reszty
489 do Ca reszty 491, jest rownolegta do plaskiej powierzchni pierscienia uracylowego,
za$ pomiedzy pierScieniem aromatycznym i dwoma wigzaniami peptydowymi wystepujg
niekowalencyjne oddziatywania przyciagajace typu pi-pi (ang. stacking interactions).
Reszty tworzace miejsce wigzania inhibitora sg zakonserwowane ws$rod wigkszosci
eukariotycznych enzyméw Gfalp (Raczynska et al. 2007). Atom N3 uracylowej czesci
inhibitora tworzy dwa wigzania wodorowe: z grupa hydroksylowg Thr487 oraz z tlenem
karbonylowym Ser484. Rola Thr487 jako akceptora wigzania wodorowego od N3
jest konsekwencja obecnosci innego wigzania Wwodorowego, utworzonego pomiedzy reszta
Met483 i atomem wodoru hydroksylowego Thr487. Dodatnio natadowane Srodowisko
zapewnia Arg372, za§ w strukturze enzymu bez zwigzanego UDP-GICNAC, tadunek
neutralizuje jon chlorkowy.

Poréwnanie struktur domeny ISOM w stanie wolnym oraz ze zwigzanym inhibitorem,
ktore przeprowadzita Raczynska 1 in., wykazato jedynie nieznaczng zmiang konformacyjng
majacg miejsce na skutek zwigzania UDP-GICNAC, i to majacg miejsce w bliskim
sasiedztwie liganda. Grupy fosforanowe oraz pierscien rybozowy zostaty potaczone petla
zbudowang z reszt 381-388, zas tancuch boczny koncowego Trp388 ulegt przemieszczeniu
wzgledem enzymu w stanie wolnym na skutek kontaktu z tlenem O2 rybozy. Kontaktowi
temu posredniczy czgsteczka wody (Rysunek 18b) (Raczynska et al. 2007).

Regulacja przez sprzezenie zwrotne, zachodzaca pod wptywem UDP-GIcNAc, ktorej
podlega jedynie syntaza z komorek eukariotycznych, jest jedng z najistotniejszych roéznic
pomiedzy syntazg GIcN-6-P wyizolowang z organizméw prokariotycznych a enzymem
pochodzenia eukariotycznego (Kornfeld 1967; Winterburn & Phelps 1971). Roéznice
konsekwencyjne migdzy eukariotycznymi komoérkami grzybowymi a ludzkimi, ktére moga
by¢ podstawa selektywnej toksyczno$ci inhibitoréw syntazy GIcN-6-P, czynig z tego
enzymu wyjatkowo kuszacy cel molekularny dla poszukiwan chemoterapeutykow
przeciwdrobnoustrojowych.

Wytyczne do projektowania inhibitorow syntazy GIcN-6-P, oddziatujacych z enzymem
w miejscu wigzania UDP-GICNAC, moga zosta¢ uzyskane przy zastosowaniu metod
obliczeniowych, w tym modelowania molekularnego.
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1.2 Metody obliczeniowe w modelowaniu molekularnym

.21 Modelowanie molekularne, najwazniejsze zalety i ograniczenia

komputerowych metod analizy

Wedtug definicji, modelowanie molekularne polega na komputerowym tworzeniu modeli
czasteczek chemicznych, za pomocag ktorych opisuje si¢ lub przewiduje rzeczywiste
wilasnosci fizykochemiczne molekut (Schlick 2010).

Modelowanie molekularne jest cenionym przez naukowcow narzgdziem, wykorzystywanym

na wielu obszarach badan strukturalnych, z ktorych najwazniejsze dotycza:

e Oddziatywan migedzyczasteczkowych

e Dynamicznych wlasciwosci czasteczek lub ich zespotow

e  Wplywu $rodowiska na strukturg zwigzku

e Pol sitowych i energetycznych generowanych przez czasteczke

e Przewidywania trojwymiarowej struktury zwigzkéw chemicznych

Oprocz ustalania najtrwalszej konformacji danej czasteczki i symulowania jej zachowania
w okreslonych warunkach, modelowanie molekularne jest pomocne przy uscislaniu struktur
czasteczek — na przyktad bialek — okreslonych metodami eksperymentalnymi takimi jak
krystalografia czy magnetyczny rezonans jadrowy.

Kolejnym popularnym zastosowaniem metod modelowania molekularnego jest
przeszukiwanie wirtualne (zwane rowniez screeningiem wirtualnym, z ang. virtual
screening, VS), szeroko stosowane w podejsciu badawczym okreSlanym mianem
racjonalnego projektowania chemoterapeutykow. Technika VS pozwala zawezi¢ pole
poszukiwa¢ nowych potencjalnych zwiazkoéw aktywnych, wyodrgbniajac sposrod licznych
mozliwych modyfikacji znanych juz substancji tylko te, ktore daja nadzieje na sukces.
Modelowanie molekularne pozwala zatem ograniczy¢ droga i klopotliwg synteze
potencjalnych  chemoterapeutykow. Przewidujac wzajemne uloZzenie czasteczek
w kompleksach, oddaje rowniez nieocenione ustugi przy projektowaniu catkiem nowych
lekoéw, oddzialujacych z receptorami komoérkowymi w S$cisle zaplanowany sposob
(Schlick 2010).

W modelowaniu molekularnym mozna wydzieli¢ dwie grupy technik:

. Metody chemii obliczeniowej (ang. computational chemistry)
. Srodowisko graficzne (ang. molecular graphics)
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Metody chemii obliczeniowej pozwalaja przewidzie¢ wilasciwosci czasteczki i jej
zachowanie w danym S$rodowisku, zgodnie z podstawowymi prawami fizycznymi.
Dla niewielkich czasteczek, wlasciwosci te mozna co prawda przewidywac przy uzyciu
réwnan mechaniki kwantowej - sg to tzw. metody ab initio — ale cho¢ obliczenia tg droga
dajg znacznie doktadniejsze wyniki, wymagaja ogromnych mocy obliczeniowych.
Przyktadowo, efektywnos$¢ obliczen energii dla peptydu ztozonego ze 126 reszt
aminokwasowych rézni si¢ pomigdzy metodami chemii kwantowej a metodami
empirycznymi o cztery rzgdy wielkosci. Roznica ta ro$nie wraz ze wzrostem ztozonosci
uktadu, dlatego tez symulacje oparte na metodach ab initio ograniczaja si¢ do kilkunastu
atoméw w stanie rownowagi, a obliczenia dla kazdego bardziej zlozonego uktadu
W mniejszym lub wigkszym stopniu przeprowadzane sg przy pomocy metod empirycznych,
na ktorych oparte sg wtasnie techniki modelowania molekularnego. Z kolei srodowisko
graficzne umozliwia przetozenie wynikow obliczen, otrzymanych najczesciej W postaci
rzedow cyfr, na graficzne odwzorowanie, ulatwiajace wizualng analize wynikow
I pozwalajace na uwidocznienie wielu ich wilasciwoséci wynikajacych ze wzajemnych
oddziatywan poszczegdlnych elementdw analizowanych uktadow. Stad tez rozwdj technik
modelowania molekularnego — zwigzanego nicodzownie z komputerem jako narz¢dziem
pracy — nastgpil rownolegle z rozwojem technik informatycznych oraz systematycznym

zwigkszaniem mocy obliczeniowej komputerow.

Dostepnych jest wiele komercyjnych i niekomercyjnych programéw do modelowania
molekularnego 1 wizualizacji struktur. Wsrdd nich najpopularniejszymi sa: AMBER,
TINKER, GAUSSIAN, CHARMM, SYBYL, NAMD, Pymol, HyperChem czy tez uzywane
w niniejszej pracy: GROMACS (Van der Spoel et al. 2005; Hess et al. 2008), RasMol
(Bernstein 2000) i VMD (Humphrey et al. 1996).

Najwazniejsze ograniczenia wykorzystywania metod modelowania molekularnego
w analizie zjawisk biologicznych, zwigzane sg ze stopniem zlozono$ci analizowanych
uktadow oraz dostgpnoscig zrodet duzej mocy obliczeniowej. Wielkos¢ uktadu, zwlaszcza
z odpowiednio dobranymi modelami czasteczek wody, z obliczeniowego punktu widzenia
stanowi niemate wyzwanie, zwykle ograniczajac skal¢ czasowa symulacji dla duzych
makroczgsteczek do dtugosci rzedu nanosekund. Wiekszo$¢ biologicznie istotnych zjawisk
obserwowalna jest w skali czasowej o kilka rzgdoéw wielkosci dtuzszej, rzgdu milisekund
lub dluzszych. Zatem, niedostateczne probkowanie jest nadal znaczaca przeszkoda,
uniemozliwiajaca wyodrebnienie wszystkich znaczacych skorelowanych ruchow
z dynamiki molekularnej (Balsera et al. 1996; Hess 2000).
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Istotnym problemem moga by¢ rowniez struktury wyjsciowe do obliczen — jako$¢ modelu
ma kluczowe znaczenie dla doktadnosci wynikow, za$ dostgpne w bazach struktury
krystaliczne czesto sg niekompletne — brak w nich poszczegdlnych atomow,
calych aminokwasow, sktadajacych si¢ z wielu reszt fragmentéw struktury, a nawet cale
fancuchy. W takich przypadkach konieczne jest ,,dobudowanie” brakujacych elementow,
np. metodami modelowania homologicznego w oparciu 0 podobne, znane struktury.
Takie modele i przeprowadzone dla nich obliczenia sg niestety mniej wiarygodne
niz dla modelu o idealnie jednoznacznej strukturze wyjsciowej (Hess 2000; Balsera et al.
1996).

Pomimo wspomnianych ograniczen, metody modelowania molekularnego sg coraz bardziej
godne zaufania i stanowig dzi$ nie tylko wsparcie dla analiz przeprowadzanych metodami
tradycyjnymi, ale réwniez cenne narzgdzie umozliwiajace wglad w aspekty struktur

dotychczas niemozliwe do zbadania metodami tradycyjnymi.

1.2.2 Empiryczny model oddzialywan i pola silowe

Podstawg najczgsciej stosowanych w modelowaniu molekularnym technik jest empiryczny
model oddziatywan, ktorego kluczowym zatozeniem jest istnienie pewnej optymalnej
konformacji dla kazdej czgsteczki, od ktorej kazde odchylenie powoduje wzrost energii
uktadu (Karplus 2003; Schlick 2010).

Przyjmujac uproszczone zatozenie, ze atomy to sprezyste kulki o pewnej masie, a wigzania
chemiczne migdzy nimi dziataja na zasadzie sprezynek, taczacych atomy ale
umozliwiajacych pewng swobodg ruchu, to strukturg i ruch powstatego uktadu da si¢ opisac
przy pomocy serii prostych rownan matematycznych. Réwnania te, stanowigce podstawe
mechaniki klasycznej, musza zawiera¢ odpowiednie parametry, dzigki ktorym
uwzglednione sg takie cechy uktadu jak rozmiar atomow, sprezysto$¢ wigzan, itp. Zestaw
takich rownan matematycznych wraz z odpowiednimi parametrami nazywany jest polem
sitowym (ang. force field). W oparciu o zdefiniowane pole sitowe, mozliwe jest
przeprowadzenie symulacji numerycznych, opisujacych zachowanie danej czasteczki
wdanych warunkach, np. ruchy biatka w $rodowisku analogicznym do panujgcego
w komorce (McCammon & Harvey 1987; Karplus 2003; Schlick 2010).

Z zalozenia, pole sitowe jest matematycznym modelem opisujagcym sume wszystkich
mozliwych oddziatywan, zarowno wewnatrz- jak i migdzyczasteczkowych dla wszystkich
atomow i w kazdym punkcie uktadu. Poniewaz jednak liczba sumowan czlonow
oddzialywan niewigzacych ro$nie wraz z kwadratem liczby atoméw, dla duzych uktadow
(biatka, kwasy nukleinowe) uwzglednienie wszystkich cztondw rownania dla wszystkich
atomow okazuje si¢ bardzo czasochtonne i nieuzasadnione z punktu widzenia doktadnos$ci
obliczen. Mozna jednak przyspieszy¢ obliczenia poprzez zastosowanie pewnych uproszczen
(Karplus 2003; Schlick 2010).
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Oddziatywania indukcyjne, poza nielicznymi wyjatkami (Donchev et al. 2005), sa pomijane,
czego przyktadem sg klasyczne pola sitowe CVFF (Lifson et al. 1979), CHARMM (Brooks
et al. 1983), AMBER (Weiner et al. 1986), OPLS (Jorgensen & Tirado-Rives 1988),
TRIPOS (Clark 1989), zas wypadkowy efekt oddziatywan walencyjnych i van der Waalsa
najczesciej  opisuje  si¢  potencjalem  Lennarda-Jonesa. Wktad  oddziatywan
elektrostatycznych najczgsciej ogranicza si¢ do oddziatywania, zgodnie z prawem
Coulomba, czgstkowych punktowych tadunkéw elektrycznych centrowanych na atomach
czasteczki. Opisuje si¢ go tzw. potencjatem coulombowskim. By przyspieszy¢ obliczanie
oddziatywan elektrostatycznych dlugiego zasigegu, stosuje si¢ specjalne algorytmy. Jednym
z nich jest metoda Ewalda obliczania sumy sieciowej (ang. particle mesh Ewald, PME).

Oproécz redukeji cztondw energetycznych, popularnymi sposobami upraszczajacymi
obliczenia sg: promien obcigcia (ang. cut-off) i model zespolonych atomow (ang. united
atoms). Pierwsza metoda polega na redukcji uwzglednianych oddziatywan do zachodzacych
w odlegltosci nie wigkszej niz promien obcigcia. W drugim sposobie natomiast, dana, mata
grupa atomoOw zostaje zastgpiona wirtualng molekula; dzigki temu chcac policzy¢
na przyktad oddziatywania z grupa metylowa, zamiast uwzglednia¢ atom wegla i trzy atomy
wodoru, brany jest pod uwage jedynie wirtualny ,,atom” CH3 (McCammon & Harvey 1987).

Odpowiednio sparametryzowane pole sitowe stanowi kluczowy element dla uzyskania
prawidtowych wynikow przeprowadzanej symulacji. Powinno ono by¢ jednoczesnie
doktadne — aby maksymalnie szczegétowo odwzorowywac ztozono$¢ opisywanych zjawisk,
a z drugiej uniwersalne — aby moglto by¢ stosowane dla wigkszej grupy czasteczek
(Karplus2003; Schlick 2010).

Wybdr pola sitowego nalezy do podstawowych decyzji dotyczacych symulacji i ma
kluczowe znaczenie dla uzyskanych wynikow. Cho¢ teoretycznie kazda czasteczka posiada
wlasne, unikalne pole sitowe, z pewnym przyblizeniem mozliwe jest stosowanie jednego
pola w catej klasie komponentow podobnych do wykorzystywanej w parametryzacji
czasteczki. W ten sposob, liczba po6l do wyboru z kilkudziesieciu milionéw ograniczona
zostaje do kilkunastu. Decyzje podejmuje si¢ zwykle na podstawie kryteriow takich jak:
stopien wyspecjalizowania pola, popularno$¢ w literaturze oraz adekwatno$¢ do danego typu

problemow.
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.2.3 Dynamika molekularna

Dynamikg molekularng (ang. molecular dynamics, MD) okresla si¢ zbidr technik
obliczeniowych, stluzacych do otrzymywania trajektorii dynamicznej uktadu oraz analizy
jego kinetycznych i dynamicznych wiasciwosci, w tym rowniez ruchéw molekularnych
(Karplus 2003; Schlick 2010; McCammon & Harvey 1987). Pozwala ona na symulowanie
ruchu uktadu w polu okreslonego potencjatu, a wigc na obserwacj¢ zmian zachodzacych
w symulowanym uktadzie w okre§lonym przedziale czasu.

Trajektoria dynamiczna jest zbiorem wspolrzednych 1 predkosci atoméw, obrazujacym
ewolucj¢ uktadu w czasie symulacji, ktora powstaje w wyniku rozwigzywania réwnania
ruchu Newtona dla wszystkich atomow uktadu.

F=m, g

dv d*r,
——=m,-

dr dt?

F— sita [N]
m; — masa atomu i [kg]
ai — przyspieszenie atomu i [m/s?]

Symulacja dynamiki molekularnej wymaga obliczenia gradientu energii potencjalnej V,
bedacej funkcja wspotrzednych atomowych ri. Jako ze dla ukladow wieloatomowych
nie da si¢ rozwigza¢ tych réwnan metodami fizyki klasycznej, trzeba stosowaé metody
numeryczne. Zaktada si¢ wtedy, ze ruch pojedynczego atomu w krdotkim czasie mozna

przedstawi¢ w postaci szeregu Taylora:

dr 1d?r
r¢g+xX)=rt)+ —t+—-—-
( )=r® dt 2 dt?

(R +...=r(t)+o(t)dt + % a(t)(a) +...
gdzie:

r(t) — potozenie atomu w chwili t

v(t) — predkos¢ atomu w chwili t

a(t) — przyspieszenie atomu w chwili t

r(t+ ot) - potozenie atomu po czasie 6t

(Karplus 2003; Pantano et al. 2004; McCammon & Harvey 1987).

Rownania te sg klasycznymi rownaniami deterministycznymi, co oznacza, ze jesli znane
sg warunki poczatkowe, to dla dowolnej chwili czasowej t mozna wyznaczy¢ polozenia

I predkosci atomow.
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Informacje na temat warunkéw poczatkowych uzyskaé mozna znajac zoptymalizowang
konfiguracje przestrzenng o najnizszej energii oraz generujgc pedy w okre$lonej
temperaturze. Polozenia atomow bierze si¢ przewaznie z krystalografii lub danych NMR
(na przyktad znajdujacych si¢ w bazie Protein Data Bank). Poczatkowe predkosci
Ssa natomiast losowo przypisywane na podstawie rozktadu Maxwella-Boltzmana dla danej
temperatury.

Symulacja metodg dynamiki molekularnej musi by¢ poprzedzona procesem wyrownania
temperatury 1 doprowadzenia uktadu do stanu réwnowagi termodynamicznej,

czyli minimalizacja energii (Haile 1993).

Warunki brzegowe

Aby zapobiec dyfundowaniu czasteczki poza obszar pudetka oraz by symulowany uktad nie
znajdowal si¢ ,,w prozni”, konieczne jest specjalne traktowanie czasteczek zlokalizowanych
na krancach symulowanego uktadu. Najczgséciej stosowanym sposobem jest tzw. otoczenie
periodyczne (ang. Periodic Boundary Conditions, PBC). Polega ono na otoczeniu
pierwotnego pudetka symulacyjnego identycznymi pudetkami — w kazdym kierunku uktad

staje si¢ swym wlasnym sasiadem. Schematycznie ilustruje to rysunek ponize;.

O ‘. O .. ®_0
O Q e O Rysunek 19: Otoczenie periodyczne.

et o * . e & "Wypadnieciu" czqsteczki z pudetka towarzyszy
e 06 60 O Jjednoczesne "wpadniecie" jej kopii 7 przeciwngj
.‘ .. “ O strony (Cheatham et al. 1995).

o/® o'® ¢
@ _0 e _o0. 0

O O O

® g'® g/® of

Jednym z mozliwych sposobow realizacji PBC jest model minimalnego odwzorowania
(ang. minimum-image model), w ktorym atom rzeczywisty nie moze oddziatywac z wigcej
niz jedna kopig innego atomu. Dlatego ustawiajac otoczenie periodyczne, bardzo wazne jest
wybranie odpowiedniej warto$ci promienia obcigcia. Prawidlowo dobrany promien obcigcia
powinien wynosi¢ maksymalnie potowe dtugosci najkrotszego boku pudetka, w przeciwnym
wypadku mozliwe jest nienaturalne i niepozagdane oddziatywanie czasteczki z dowolnym
innym atomem i jego obrazem. Dla duzych czgsteczek, jakimi sg biatka, takie ograniczenie
moze okazac¢ si¢ niewystarczajace. By mie¢ pewnos¢, ze zadna z czasteczek rozpuszczalnika
nie oddzialuje z dwiema stronami makromolekuly, dlugo$¢ kazdego wektora pudetka
symulacyjnego powinna przekracza¢ sume¢ najwickszego wymiaru czasteczki 1 dwoch
standardowo dobranych promieni obcigcia (Van Der Spoel et al. 2005).
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Stosowanie promienia obciecia, oprocz redukeji czasu obliczen, wprowadza jednoczesnie
pewne niescistosci. Moze si¢ zdarzy¢, ze poprzez zmniejszenie promienia oddziatywan
| zignorowanie cz¢sci oddziatywan coulombowskich, w uktadzie wygenerowany zostanie
znaczacy moment dipolowy, wynikajacy z niezbilansowania uktadu przez ,,obcigte”
oddziatywania. Zapobiega si¢ temu poprzez tworzenie grup atomow (ang. charge groups),
ktorych tadunki sumaryczne sg zerowe (Van Der Spoel et al. 2005).

Czas trwania symulacji

Symulacja dynamiki molekularnej zwykle przeprowadzana jest w dwoch etapach.
Czas trwania kazdego z nich jest uzalezniony zar6wno od wielkosci uktadu, jak i od celu

symulacji.

Pierwsza faza jest stadium réwnowazenia uktadu, a jego celem jest takie przygotowanie

systemu, by nadawat si¢ on do dalszych obliczen dynamiki molekularne;.

Po tym etapie uktad zyskuje najbardziej prawdopodobna konfiguracje, zgodng z warunkami
zewnetrznymi  (np. temperatura, cisnienie). Osiggnigcie stanu réwnowagi mozna
zaobserwowaé jako fluktuacje wartosci réznych wielkos$ci termodynamicznych wokoét
swych wartosci $rednich. Inng mozliwg metoda jest przeprowadzenie podobnej symulacji
z r6zng warto$cig poczatkowa generatora liczb losowych (ang. random seed). Jesli uktad
zbiegnie si¢ do podobnego stanu po kazdym z etapoéw stabilizacyjnych, wskazuje to,

ze rownowaga zostalta osiggnigta.

Drugi etap, to proces zbierania danych. Trwa on zazwyczaj kilkakrotnie dluzej
niz stabilizacja.

Calkowity czas trwania symulacji dynamiki molekularnej, zalezny od natury modelowanego
procesu oraz stopnia ztozonosci ukladu, waha si¢ od pojedynczych femtosekund
dla reorganizacji wigzan wodorowych w wodzie do wielu sekund dla proceséw denaturacji
bialek. Dla dynamiki uktadu zawierajacego bialko skladajace si¢ z kilkunastu tysiecy
atoméw w wodzie, symulacja powinna trwac kilkadziesigt do kilkuset nanosekund.
Kilkosekundowa symulacja proceséw denaturacji biatka przy obecnym rozwoju technik
informatycznych nie jest jeszcze osiagalna (Van Der Spoel et al. 2005).

Krok czasowy

Krok czasowy (At) jest jednym z najwazniejszych parametréw dynamiki molekularne;j.
Rozsadnie dobrany, powinien stanowi¢ kompromis pomi¢dzy precyzja wynikdw a czasem
przeprowadzania symulacji.

Maksymalny krok czasowy w dynamice molekularnej ograniczony jest najkrétszym czasem
oscylacji wystepujacym w symulowanym uktadzie. Aby uzyskaé¢ zadowalajaca doktadnos¢,
zaleca si¢ aby krok czasowy nie przekraczat 3-4 femtosekund (Van Der Spoel et al. 2005).
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Zespdol statystyczny

Standardowe symulacje dynamiki molekularnej odpowiadaja zespolowi statystycznemu
mikrokanonicznemu (NVE), w ktérym liczba czastek, objetos¢ i catkowita energia sg state,
ktory to zesp6l nie odpowiada doktadnie typowym warunkom do$wiadczalnym.
Inne mozliwe zespoly to NVT, w ktorym za pomocg termostatu utrzymywana jest stata
temperatura, lub NPT, w ktorym przy pomocy termostatu i barostatu utrzymywane sg stalta
temperatura i ci$nienie (Kneller & Miilders 1996).
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1.2.4 Analiza gtownych sktadowych (PCA)

W uktadach molekularnych ruchy nawet odleglych segmentéw sg czgsto skorelowane,
CO ma istotne znaczenie biologiczne. Analiza tych korelacji moze pozwoli¢ zaproponowad
ich ewentualne znaczenie funkcjonalne. Metoda gléwnych sktadowych (ang. principal
component analysis, PCA) jest skutecznym narz¢dziem chemometrycznym i statystycznym,
ktore umozliwia oddzielenie istotnych zmian w strukturze przestrzennej czasteczki
od szuméw powstatych na skutek jej lokalnych fluktuacji (Amadei et al. 1993).

Ogolnie, PCA jest jedng z metod tzw. analizy czynnikowej, ktorej celem jest sprawdzenie,
czy kilka nowych zmiennych wyjasnia maksymalnie duzo zmiennosci wyjsciowego uktadu,
co daje w efekcie redukcje wymiarowosci problemu i umozliwia wykrywanie ukrytych
uwarunkowan, ktore miedzy zmiennymi, wyjasniajagcymi ich wystgpowanie. Mozliwe jest
to w sytuacji, gdy tylko czes$¢ informacji wnoszone przez kazda z analizowanych zmiennych
jest swoista, reszta za$ jest powtdrzeniem informacji zawartej w innych zmiennych.
Mozna wowczas przeksztalci¢ zmienne pierwotne w nowe, wzajemnie niezalezne
(tzw. ortogonalne) zmienne, zwane czynnikami lub tez gtéwnymi sktadowymi. Podczas gdy
analizowanie kazdego zagadnienia (zmiennej pierwotnej) osobno pozwala uzyska¢ wiele
szczegotowych informacji, zastosowanie analizy czynnikowej umozliwia uzyskanie
ogoblnego, syntetycznego obrazu sytuacji. Dzigki temu, ze wyodrgbnione czynniki majg inng
interpretacje merytoryczng przy jednoczesnym zachowaniu znacznej czgéci informacji
zawartych w zmiennych pierwotnych, PCA umozliwia prezentacje¢ graficzng zalezno$ci
wielowymiarowych (Amadei et al. 1993).

Mozna wyznaczy¢ tyle gltownych sktadowych, ile bylo zmiennych pierwotnych.
Kazda glowna sktadowa stanowi liniowa kombinacje zmiennych pierwotnych i wyjasnia
pewnag czgs¢ catkowitej zmienno$ci (wariancji). Wariancja nowej zmiennej nazywana jest
jej warto$cia wiasng. Gtowne sktadowe wyznaczane sg w taki sposob, ze wartos$ci wlasne
kolejnych sktadowych sa coraz mniejsze i zazwyczaj kilka pierwszych sktadowych
W stopniu wystarczajagcym wyjasnia wiekszo$¢ wariancji uktadu zmiennych. Przykladowo,
jesli w uktadzie dziesigciu zmiennych, pierwsza sktadowa wyjasnia 90% wariancji, oznacza
to, 1z prawie cata zmiennos¢ tego uktadu da si¢ przedstawi¢ w uktadzie jednowymiarowym

tj. na prostej, zamiast w dziesigciu wymiarach (Amadei et al. 1993; Pluta 1977).

Zakladajac, ze przedmiotem analizy jest macierz danych, zawierajaca n realizacji

m zmiennych, procedura metody gtéwnych sktadowych obejmuje nastepujace etapy:

e  Wybor m zmiennych do analizy

e Woyznaczenie macierzy kowariancji X (po standaryzacji Z)
e Wyznaczenie gtownych sktadowych Gi

e Rotacja glownych sktadowych w przestrzeni zmiennych

e Interpretacja gldéwnych sktadowych
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Przed przystapieniem do PCA, dane wej$ciowe muszg zosta¢ wycentrowane (ich $rednia
musi wynosi¢ zero) lub, w przypadku gdy analizowane zmienne sg istotne ale majg r6zng
zmiennos$¢, rézne rzedy wielkoSci oraz rdzne jednostki, poddane autoskalowaniu
($rednia danych réwna zero i1 odchylenie standardowe réwne jeden).

Macierz danych, zawierajgca n realizacji m zmiennych:

X = [xi], xij=>0 j=12,..m

po standaryzacji:

Z= [zij]

Podstawowe rownanie metody gtéwnych sktadowych moze by¢ zapisane w postaci uktadu

réwnan liniowych:
ZT = AGT
G=ATZ

gdzie:

Z - macierz j standaryzowanych zmiennych pierwotnych

A - macierz wspotczynnikow sktadowych giéwnych

G - macierz sktadowych gtownych

Podstawg do wyznaczania elementow macierzy wspotczynnikéw sktadowych gtownych jest
macierz korelacji:

n

1 1 ,
R = [rij] = EZ,Z = EZzipzij(p,] =1..m)

i=1
Wariancje na gtoéwnej przekatnej macierzy sa miarg zasobéw informacyjnych zmiennych
pierwotnych.
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Kazda z gléwnych skladowych Gi moze zosta¢ przedstawiona jako liniowa kombinacja
pierwotnych zmiennych Z:

gdzie:

m — liczba zmiennych pierwotnych

k — liczba sktadowych gtownych

Zj— j-ta zmienna standaryzowana (pierwotna)
G — I-ta sktagdowa gtéwna

ajl — tadunki czynnikowe

Pierwsza glowna skladowa G jest taka kombinacja zmiennych pierwotnych, dla ktorej

wariancja probkowa moze by¢ wyrazona wzorem:

m m
2 _
Sé1 = Zz a;; a;;S;;

i=1 j=1
Ta wariancja jest najwieksza wsrdd wszystkich kombinacji liniowych takich, ze
a1 Ta1 =1
(warunek jednoznacznego wyznaczenia wektora wspotczynnikow)

Druga i kazda kolejng gléwng sktadowa mozna przedstawi¢ w sposdb analogiczny.
(Pluta 1977; Sharaf et al. 1986; Devilliers & Karcher 1991)

W przypadku stosowania PCA w analizie trajektorii, zwykle juz pierwszych kilka wektorow
zawiera ponad potowg¢ informacji o zmianach uktadu. Dla dhlugie; symulacii,
tych pierwszych kilka sktadowych opisuje globalne, najwazniejsze ruchy czgsteczki, dlatego

tez sa one wystarczajace do jej analizy.

Nalezy podkresli¢, iz metoda PCA dostarcza jedynie orientacyjnej wiedzy na temat
gléwnych oscylacji uktadu 1 w wielu przypadkach wygenerowane struktury nie sg poprawne
pod wzgledem fizycznym (Czerminski et al. 1986). Przyktadowo, w analizie trajektorii,
przejScie pomiedzy skrajnymi strukturami nie nastgpuje w sposob ciagly, jest raczej

odzwierciedleniem oscylacji czasteczki wokot struktury $redniej.

Co wazne, PCA jest w stanie wyodrebni¢ istotne ruchy jedynie przy dostatecznie dlugiej
trajektorii, gdy spelniony jest warunek zbieznos$ci probkowania podczas dynamiki
molekularnej.
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1.2.5 Zbieznos¢ probkowania w analizie trajektorii

Analiza glownych skladowych stosowana do analizy trajektorii powstatej za pomoca
dynamiki molekularnej opiera si¢ na zatozeniu, ze ruchy o duzej amplitudzie i malej
czestoscl sg powigzane ze zmianami geometrii wiasciwymi dla danej czasteczki, podczas
gdy fluktuacje o malej amplitudzie i duzej czestosci odzwierciedlajg chaotyczne drgania
atomow. Zatem, gdy trajektoria jest zbyt krotka, w analizie gldéwnych sktadowych
te przypadkowe drgania moga zostaé wzigte za zmiany istotne. W celu weryfikacji
czy warunek zbieznosci trajektorii zostat spelniony, stosuje si¢ wiele roznych wskaznikow.
Niestety, na chwile obecng zadna ze stosowanych metod nie jest idealna (Hess 2002)
a dobranie kryterium pozwalajagcego na ocen¢ zbieznosci jest bardzo problematyczne.
Wiadomo jednak, ze ani osiggnigcie plateau na wykresie odchylenia standardowego
od struktury wyjsciowej (RMSD), bedace czesto pierwszym i jedynym Kkryterium
zbieznosci, ani tez kosinusoidalny ksztatt krzywej dla RMSD pierwszych kilku sktadowych,

nie majg nic wspdlnego z kryterium zbieznosci trajektorii.

W rzeczywistosci, stabilizacija RMSD s$wiadczy o0 relaksacji struktury, czyli
0 zrownowazeniu uktadu 1 wyznacza moment, od ktérego powinno si¢ zaczaé zbieral
trajektori¢ do dalszej analizy. W Zadnym stopniu nie jest to kryterium reprezentatywnos$ci
probki, gdyz nie zawiera informacji o tym, czy symulacja jest wystarczajaco diuga
by uchwycone zostaty wszystkie istotne ruchy czasteczki. Co wiecej, przeprowadzone przez
Hessa (Hess 2000; Hess 2002) poszukiwania najbardziej miarodajnego kryterium wykazaty,
ze $rednie odchylenie standardowe gldwnych sktadowych jest najgorszym wskaznikiem
sposrod wszystkich przez niego testowanych, gdyz w wigkszosci przypadkow odzwierciedla
zmiany wynikajace zruchow dyfuzyjnych zamiast skorelowanych zmian geometrii
struktury (Hess 2000).

Z kolei na pozér regularny, kosinusoidalny przebieg krzywej odchylenia atomow
dla pierwszych kilku sktadowych, w przypadku krotkich symulacji duzego bialtka,
jest najprawdopodobniej pochodng losowych ruchéw dyfuzyjnych atomow gdyz dynamika
jest zbyt krotka aby kilkakrotnie osigga¢ bariery energetyczne na wykresie energii
swobodnej (Hess 2000).

Hessowi nie udato si¢ znalez¢ idealnego kryterium oceny, czy dana symulacja osiggneta
minimalng dlugo$¢ konieczng do wnioskowania na temat globalnych ruchow bialka,
wytypowal natomiast wskaznik nieosiagnig¢cia tego minimum. Jest nim cosinus content (cc),
miara oparta na analizie podobienstwa danej gtéwnej sktadowej i do iloczynu tej sktadowe;j
I Z potowg dtugosci trajektorii (T/2).
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Parametr cc przyjmuje wartosci od 0 (idealna zbiezno$¢) do 1 (zupelny brak zbieznosci)
| opisywany jest wzorem:

%( .[OT co{i?ﬂtj o} (t)dt) ( jOT p’ (t)dt)_l

gdzie:
T — dlugos$¢ trajektorii
pi(t) — wartos¢ i-tej glownej sktadowej

Gdy wartos¢ wspotczynnika cc rowny jest jednoSci, zalezno$¢ glownej sktadowej (i)
od potowy dlugosci trajektorii (T/2) idealnie opisana jest funkcjg cosinus, a dana sktadowa
odzwierciedla wylacznie przypadkowe ruchy dyfuzyjne. Gdy natomiast jego warto$¢ wynosi
zero, ruchy opisywane dang sktadowa sa catkowicie skorelowane. Parametr cc moze by¢
wigc uwazany za udzial ruchdéw dyfuzyjnych w ruchach opisywanych dang sktadowa.
Parametr cc jest wyznacznikiem bezwzglednym, otrzymywanym na podstawie jednej
analizy kowariancji, co czyniloby z niego dobre kryterium zbieznosci dynamiki
molekularnej, gdyby nie to, Ze niepewnos¢ pomiarowa jest rzedu samego cc (Hess 2002).
W praktyce uwaza sig¢, ze W przypadku makromolekul, dla wartos$ci cc wyzszej niz 0,5,
symulacja jest za krotka, by na podstawie wynikow analizy gtéwnych sktadowych wysuwac

daleko idace wnioski.
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II. Celizakres pracy

Celem badan przeprowadzonych w ramach przygotowania pracy doktorskiej byto poznanie
molekularnych aspektow regulacji enzymu syntazy glukozamino-6-fosforanu pochodzacego
z C. albicans poprzez jego inhibicje za pomocg UDP-N-acetylo-D-glukozaminy.

Przewidywanym efektem koncowym badan bylo zaproponowanie mechanizmu wyzej
wymienionej inhibicji. Tym niemniej, juz samo p0szerzenie stanu wiedzy na temat regulacji
syntazy GIcN-6-P pochodzenia eukariotycznego poddaje nowe pomysty badaczom
pracujgcym z enzymem przy pomocy tradycyjnych metod eksperymentalnych i w ten sposob
— w dluzszej perspektywie — przyczynia si¢ do opracowania nowej klasy lekow
przeciwgrzybowych oraz przeciwcukrzycowych.

Zaktadane etapy prowadzonych przeze mnie badan obejmowaly w szczego6lnosci:
» Przygotowanie uktadéow do symulacji

Przygotowatam pi¢¢ uktadow symulacyjnych tetrameru domen ISOM syntazy GIcN-6-P
pochodzacej z C. albicans. Cztery z nich dotyczyly biatka natywnego w nastepujacych
wersjach:

W stanie wolnym
Ze zwigzanym inhibitorem

Ze zwigzanym substratem

o O O O

Ze zwigzanym substratem i inhibitorem

Pigty model dotyczyt muteiny w stanie wolnym, zmodyfikowanej poprzez wprowadzenie

struktury ,,ogonozamka” spinajacego oba konce ogona-C.
» Przeprowadzenie symulacji

Przygotowane uklady zostaly poddane dynamice molekularne; o dlugosci 300 ns

w warunkach mozliwie zblizonych do komorkowych.
» Analiz¢ porownawcza symulacji

Analizy porownawcze czterech symulacji biatka natywnego pozwolity wyodrebnié
elementy struktury, ktorych ruchliwo$¢ ulegta najwigkszym zmianom w wyniku zwiazania
UDP-GIcNAc. Z kolei porownanie symulacji muteiny z biatkiem natywnym wykazalo
wptyw mutacji Leu434Arg na ruchliwos$¢ i stopien uporzadkowania ogona-C.

» Okreslenie roli i znaczenia ogona-C w inhibicji pod wptywem UDP-GICNAcC

Wyniki analizy porownawczej przeprowadzonych symulacji pozwolity zaproponowac role,

jaka ogon-C odgrywa w procesie przenoszenia sygnatu pomigdzy domenami enzymu.
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III. Przeprowadzone badania

Metody

Przeprowadzone przeze mnie badania opieraly si¢ na analizach poréwnawczych
otrzymanych metodami dynamiki molekularnej trajektorii domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
pochodzacej C. albicans. Z przeprowadzonych na poczatkowym etapie testow
(dane niepublikowane) wynikto jednoznacznie, iz symulacje o dtugo$ci 100 ns powinny by¢
co najmniej dwa lub trzy razy dtuzsze aby spetniony zostal warunek zbiezno$ci trajektorii.
Dlatego tez, wszystkie przeprowadzone dynamiki uwzglgdnione w niniejszej pracy, miaty
dtugos¢ 300 ns.

Do minimalizacji energii, symulacji dynamiki molekularnej oraz pdzniejszej analizy
trajektorii postuzono si¢ programami pakietu GROMACS (skr6t od GROningen MAchine
for Chemical Simulations) w wersjach 4.5.3 i wecze$niejszych. GROMACS jest
wszechstronnym pakietem obliczeniowym przeznaczonym do symulacji dynamiki
molekularnej dla uktadow zawierajacych dochodzaca do setek milionow, liczbe czastek.
Pakiet ten stworzony zostat dla molekut biochemicznych o duzej liczbie skomplikowanych
oddziatywan wigzacych (takich jak biatka czy lipidy), ale jego mozliwosci pozwalajace
na obliczenie réwniez oddziatywan niewigzacych sprawily, ze 2z powodzeniem
wykorzystywany jest takze do badania systemow nie-biologicznych, np. polimerow.
GROMACS uznawany jest za jeden z najszybszych i najpopularniejszych pakietow
obliczeniowych. Moze wykorzystywa¢ zar6wno moc obliczeniowg standardowych
procesoréw (CPU) jak i procesoréw graficznych (GPU). Umozliwia rowniez obliczenia
réwnolegle przy uzyciu standardowych bibliotek MPI. Jest dostgpny bezplatnie, na licencji
otwartego oprogramowania (ang. open-access) (Van Der Spoel et al. 2005; Hess et al. 2008).

Wybrano pole sitowe Gromos96 podtyp 43a2, zalecane do symulacji biatek ze wzgledu
na zaawansowang parametryzacja katéw torsyjnych w tfancuchach alifatycznych.
Pole to oparte jest na empirycznym modelu oddziatywan, uproszczonym poprzez

zastosowanie modelu zespolonych atomow.

W  przygotowywaniu ukladow do symulacji operowano dwoma typami plikoéw
strukturalnych, nazywanych na podstawie ich rozszerzen plikami pdb i gro. R6znig si¢ one
glownie forma zapisu danych - podczas gdy pdb jest standardowym plikiem strukturalnym
w formacie uzywanym w biatkowych bazach danych (ang. protein data bank, skad nazwa
PDB), gro zawiera informacj¢ zapisang w formacie Gromos87 i stosowang domyslnie przez
wigkszo$¢ programow pakietu GROMACS. Pliki pdb akceptowane sg jako dane wejSciowe
tylko pod warunkiem, Ze struktura danej czasteczki zdefiniowana jest w wewngtrznej bazie
danych GROMACSa i mozliwa jest automatyczna konwersja pdb do pliku gro.
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Dhugoczasowe 1 wieloetapowe obliczenia przeprowadzane byty w pracowni Modelowania
Molekularnego Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej oraz na komputerach
Tréjmiejskiej Akademickiej Sieci Kompterowej i Cyfronetu (oba centra nalezg do Polskiej
Infrastruktury Gridowej PL-Grid).

111.1.1 Przygotowanie struktur poczatkowych

Poprawne przygotowanie uktadu do dynamiki molekularnej ma kluczowe znaczenia dla jej

jakosci oraz wiarygodnosci.

Ze wzgledu na brak kompletnej struktury eukariotycznej syntazy GIcN-6-P,
do modelowania zachowania kompleksu enzymu =z inhibitorem uzytam fragmentu
odpowiadajacego jej ,,rdzeniowi” — tetrametrowi domen ISOM. W bazie RCSB Protein Data
Bank dostepnych jest kilka wersji tej struktury, z ktorych, jak wspomniano wcze$niej,
zadna nie jest kompletna. Jednakowoz model pozbawiony ligandow (PDB: 2PUW)
ma najgorsza sposrdd dostepnych rozdzielczos¢ 1 brak w nim wiekszej ilosci fragmentow
niz ktéremukolwiek z kompleksow. Dlatego tez zdecydowatam si¢ oprze¢ na modelu 2PUV,
ktory, w oparciu o struktur¢ homologicznego biatka pochodzenia bakteryjnego
(PDB: 1JXA), zostal uzupelniony o elementy niewidoczne przy ustalaniu struktury
krystalograficznej, w tym C-koncowy fragment (etap wykonany przez dr inz.
M. Wojciechowskiego). Wszystkie czasteczki wody obecne w wyj$ciowej strukturze zostaty
odrzucone, podobnie jak jony magnezu, czasteczki UDP-GICNAC oraz 5-amino-5-deoxy-1-
O-fosfono-D-mannitol, zastepujacy Fru-6-P w miejscach jego wigzania.

Na podstawie tak przygotowanej struktury, wykonatam modele kompleksow domeny ISOM
z: substratem, inhibitorem, substratem i inhibitorem oraz model muteiny, w ktorej Leu434
zastgpiono resztg arginylowa. Model muteiny Leu434Arg wykonany zostat przez dr inz.
M. Wojciechowskiego.
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111.1.2Przygotowanie i przeprowadzenie Dynamiki Molekularnej

Przed przystapieniem do wiasciwej dynamiki molekularnej, kazdy z otrzymanych modeli
poddany zostal kilkuetapowemu, ustandaryzowanemu protokotowi, ktorego schemat

przedstawilam ponizej.

Struktura* domeny fruktozowej, ... umieszczona w prostopadtosciennym ... zneutralizowana poprzez dodanie
uzupetniona "pudetku" wypefnionym czgsteczkami odpowiedniej ilosci jonéw sodowych
o brakujgce elementy... wodly...

*PDB: 2PUV:
plik pobrany z bazy RCSB
Protein Data Bank

... wstepna dynamika z
wiezami

Dynamika Molekularna

Rysunek 20: Etapy przygotowania uktadu do dynamiki molekularnej

Otrzymany ze struktury krystalicznej PDV: 2PUV model biatka w stanie wolnym postuzyt
jako podstawa do wygenerowania wspotrzednych w formacie obstlugiwanym przez pakiet
GROMACS (plik gro). Informacje na temat parametryzacji poszczegolnych aminokwasow
uzyskane zostaty z wewngetrznej biblioteki GROMACSa.

Topologie matoczasteczkowych ligandow: UDP-GIcNAC oraz Fru-6-P, ktorych nie zawiera
wewnetrzna biblioteka GROMACSa, zostaly otrzymane przy pomocy serwera Dundee
PRODRG2 (Schuttelkopf & van Aalten 2004) i zmodyfikowane na podstawie topologii
strukturalnie podobnych czasteczek: fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NADP) i uracylu w przypadku UDP-GIcNACc oraz glukozy, fruktozy i NADP dla Fru-6-P.

Kazdy z przygotowanych modeli zostal zanurzony w prostopadlosciennym pudetku
wypelionym zrownowazonymi czgsteczkami wody zgodnymi z modelem spc (ang. single
point charge) (Berendsen et al. 1984), zalecanym dla pola sitowego Gromos96.
Wymiary pudetka i ilo$¢ czasteczek wody zostaly dobrane w taki sposob, by odlegtos¢
pomigdzy skrajnymi atomami czasteczki a §ciankami pudetka wynosita co najmniej 1 nm,
co W rezultacie dawato uklad objetosci okoto 2500 nm?® (w zaleznosci od modelu).
Aby zobojetni¢c wypadkowy tadunek, w kazdym z uktadow losowo wybrane czasteczki
wody, dobrane w taki sposob, by odleglos¢ pomiedzy nimi wynosita co najmniej 0,6 nm,

zostaly zastgpione odpowiednig iloscig jonéw sodu.
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Wszystkie uktady zostaly poddane minimalizacji energii metodg najszybszego spadku
(ang. steepest descent), ktorej warunkiem konca bylo osiggniecie maksymalnej zmiany
energii mniejszej niz 0,1 kJ/mol lub tez wykonanie przez algorytm 5 000 krokow.
We wszystkich przypadkach minimalizacja zatrzymala si¢ na skutek spetnienia drugiego
Kryterium.

Na ostatnim etapie wstepnym, przeprowadzitam 100 ps dynamiki z wigzami, podczas ktorej
nastgpita stopniowa relaksacja uktadu. Cigzkie atomy domeny zostaty usztywnione stalg
sitowg o wartosci 1 000 kJ*mol™*nm, podczas gdy na cigzkie atomy ligandow, jak rowniez
na atom magnezu towarzyszacy UDP-GIcNAc, natozono wigzy o wartosci
50 kJ*mol**nm=2. Aby uniknaé¢ deformacji uktadu, na tym etapie obliczen zastosowatam
Zespot statystyczny NVT.

Rysunek 21: Gotowy do symulacji tetramer
domeny ISOM w pudetku wypetnionym wodg.
Jony sodowe przedstawione zostaly w postaci
czerwonych kul, biatko jako model tasiemkowy.

Kazdy etap kontrolowany byl za pomoca analizy wizualnej uktadu. Przykiad gotowego
do symulacji, zneutralizowanego jonami sodowymi i zminimalizowanego tetrameru
w pudetku wypelionym woda, ilustruje Rysunek 21.

Po fazie wstgpnej stabilizacji, wtasciwa dynamika molekularna przeprowadzana byta
w warunkach statego ci$nienia i temperatury, co odpowiada zespotowi statystycznemu NPT.
Utrzymywanie temperatury na stalym poziomie odbywato si¢ metoda tazni termicznej
(inaczej zwang metodg Berendsena) przy temperaturze odniesienia 300 K i czasowej statej
relaksacji 0,1 ps (Berendsen et al. 1984).

Stabilizacja ci$nienia na poziomie 1 bar realizowana byta za pomoca algorytmu
wykladniczej relaksacji (Berendsena) typu izotropowego, przy stalej czasowej 0,5 ps
(Berendsen et al. 1984). Wspotrzedne i wektory komorki elementarnej byty skalowane
po kazdym ze 150 000 000 krokow. Predkosci poczatkowe wygenerowane zostalty losowo
na podstawie rozktadu Maxwella-Boltzmana dla temperatury 300 K.
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By wyeliminowa¢ wptyw efektow brzegowych, obliczenia prowadzone byty w otoczeniu
periodycznym. Centrum masy uktadu zostato usztywnione parametrem niwelujacym jego
translacje. Elektrostatyczne oddzialywania dtugiego zasi¢gu sumowane byty metoda Ewalda
obliczania sumy sieciowej (PME). Promien odciecia dla oddziatywan Leonarda-Jonesa
wynosit 1,2 nm, dla pozostatych natomiast — 1 nm. Dlugos$ci wigzan zawierajacych atomy
wodoru byly utrzymywane na optymalnych warto$ciach za pomoca algorytmu LINCS
(Hess et al. 1997; Hess 2008), co pozwolito na zastosowanie kroku czasowego o wzglednie
duzej wartos$ci 2 f5.

Czas przeprowadzonej symulacji wynosit 300 ns. Stan uktadu byl zapisywany do pliku
zawierajacego wspotrzedne 1 predkosci co 10 000 krokéw, do pliku zawierajgcego wartosci
poszczegdlnych typéw energii — co 500 krokow, natomiast skompresowany plik
ze wspotrzednymi uaktualniany byt co 3 000 krokow.

I11.1.3 Analiza trajektorii

Zanim otrzymane trajektorie zostaty poddane witasciwej analizie, przeprowadzitam na nich
szereg testow wstepnych, majacych na celu weryfikacje: wiarygodnosci symulacji,
stabilnosci uktadow i zbiezno$ci trajektorii.

Analiz¢ zasadnicza oparlam na analizie poréwnawczej $rednich fluktuacji atomoéw,
co pozwolito mi zidentyfikowa¢ zmiany w ich ruchliwosci zachodzgce na skutek zwigzania
inhibitora. Zastosowanie metody gltownych sktadowych pomoglo mi uprosci¢ zestaw
analizowanych danych.

111.1.3.1 Ocena wiarygodnos$ci symulacji

Wiarygodnos$¢ symulacji, czyli stopien w jaki komputerowe odwzorowanie pokrywa si¢
z rzeczywistym zachowaniem czasteczki, stanowi jeden z podstawowych problemow
naukowcow przeprowadzajacych badania metodami dynamiki molekularnej; jest tez jednym
Z najczestszych zarzutow stawianych przez przeciwnikow obliczeniowych metod analizy.

W przypadku symulacji biatek, dla ktorych dostepne sg struktury krystaliczne, do oceny
wiarygodnos$ci symulacji postuzy¢ moze analiza porownawcza $rednich fluktuacji atomow
(RMSF) z krystalograficznymi czynnikami temperaturowymi, zwanymi B-czynnikami
(ang. B-Factors). Stanowig one miar¢ ruchliwos$ci okreslonego fragmentu struktury, a zatem
korelacja migdzy wyliczonymi RMSF dla struktury s$redniej a eksperymentalnymi
B-czynnikami stanowi dobry sposob sprawdzenia jakosci odwzorowania rzeczywistego
zachowania biatka przez dynamike molekularna.
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111.1.3.2 Analiza stabilnosci ukladu

Analizy stabilno$ci maja na celu sprawdzenie czy poddawane dynamice molekularnej
uktady nie ulegajg deformacji pod wpltywem dziatajgcych na nie sit.

Wizualna ocena trajektorii oraz ewolucja zmian takich parametrow jak: promien
bezwladnosci czasteczki, liczba wigzan wodorowych, struktura drugorzedowa biatka czy
odlegtosci pomiedzy $rodkami masy podjednostek pozwolity mi oceni¢ czy struktura
tetrameru nie ulegta dezintegracji w trakcie symulacji. Wykresy zmian energii i odchylenia
standardowego od wyjsciowej struktury (RMSD) na przestrzeni symulacji, umozliwity
wstepne wyznaczenie momentu, od ktérego struktura moze zostaé uznana za stabilng
iod ktorego mozna rozpocza¢ zbieranie trajektorii do dalszej analizy.

Dla struktur ze zwigzanymi ligandami, zbadatam réwniez zmiany odleglosci pomigedzy tymi
czasteczkami a ich miejscami wigzacymi. Do analizy wybratam odlegtosci pomigdzy
wybranymi grupami atoméw, ktére poréwnatam z analogicznymi odleglosciami
w strukturze krystalicznej (PDB: 2PUT i PDB: 2PUV).

W przypadku substratu wiadomo, iz utrzymywany jest on w swej kieszeni wiazacej gtownie
dzicki zakotwiczeniu grup fosforanowych, zwigzanych z trzema atomami tlenu
pochodzacymi z reszt: Ser406, Ser452 i Thr455 (Raczynska et al. 2007). Zatem, odlegtos¢
pomiegdzy srodkiem masy tych trzech atomow tlenu oraz atomu fosforu z grupy fosforanowej
Fru-6-P zostata wybrana jako grupa reprezentatywna do sprawdzenia odlegtosci pomiedzy
substratem a centrum aktywnym. Ta sama odlegto$¢, zmierzona dla struktury krystalicznej
i usredniona po podjednostkach, wynosi 0,108 nm. Uwzgledniwszy jednak fakt, iz struktura
krystaliczna stanowi jedynie statyczny obraz dynamicznego w rzeczywistosci biatka,
przyjelam, Ze substrat jest w centrum aktywnym jesli zmierzona odleglo$¢ miesci si¢
w zakresie do 0,150 nm.

Dla inhibitora, analogiczna analiza obejmowata odlegtosci pomiedzy $rodkiem masy
jednego z najmniej ruchomych atomoéw liganda a Srodkiem masy najmniej ruchomych
atomOw z miejsca jego Wwigzania (wybdr tych atomow uwarunkowany byt
przeprowadzonymi analizami RMSF dla kazdego z nich). W ten sposob, odleglo$¢ inhibitora
od enzymu zdefiniowana zostata jako odlegltos¢ miedzy atomem C4 z uracylowej czesci
UDP-GIcNACc a srodkiem masy trzech Ca nalezacych do najstabilniejszych reszt z zakresu
kieszeni wigzacej inhibitora (okreslonej jako wszystkie bialkowe atomy znajdujace sig
w promieniu 5 A od niego) — byly to reszty: Cys489, Gly490 i His492. W strukturze
krystalicznej, ta odlegtos$¢, usredniona po podjednostkach, wynosi 0,541 nm.
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111.1.3.3 Ocena zbieznoSci trajektorii - wybor przedzialow do dalszej analizy

Jak zostalo wspomniane wczesniej, w przypadku gdy analizowana trajektoria nie jest
zbiezna, tatwo pomyli¢ przypadkowe drgania, zwigzane z ruchami dyfuzyjnymi czasteczki,
Z ruchami istotnymi biologicznie. Do otrzymania prawidtowych wynikow kluczowe jest
zatem okreslenie przedziatow, na ktorych trajektoria jest zbiezna. \Wyznaczenie
wspoélczynnika cosinus content (cc) dla wybranego fragmentu trajektorii mozliwe jest
za pomoca standardowych programow pakictu GROMACS, pozwalajacych na wyznaczenie
glownych sktadowych dla danego przedziatu, a nast¢pnie na obliczenie dla nich warto$ci
wspotczynnika cc.

Do analizy strukturalnej wybiera si¢ mozliwie jak najdluzsze fragmenty trajektorii,
dla ktorych spetniony jest warunek zbieznosci, tj. wspotczynnik cc liczony dla catego biatka

oraz dla kazdej z podjednostek miesci si¢ w zakresie 0-0,5.

111.1.3.4 Porownanie Srednich fluktuacji aminokwasow

Celem analizy strukturalnej, ktorej trzon stanowity analizy poréwnawcze Srednich fluktuacji
atomow (ang. Root Mean Square Fluctuation, RMSF) wegli a dla poszczegolnych uktadow,
byto wykrycie zmian w zachowaniu czgsteczki, majacych miejsce po zwigzaniu inhibitora.
Tak wigc, analiza zostata oparta na identyfikacji fragmentow biatka, dla ktorych roznice

pomigdzy $rednimi fluktuacjami tych atomow w badanych modelach byly najistotniejsze.

RMSF dla danego atomu i liczony byt ze wzoru:

RMSF = %i(xi (t)-% )

tJ:]'

gdzie:

T - czas, na przestrzeni ktérego liczona jest $rednia

X; - pozycja odniesienia (np. $rednia po czasie) atomu i
Xi— pozycja atomu i w chwili t

(Van Der Spoel et al. 2005)

56


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Przeprowadzone badania

111.1.3.5 Analiza metoda gtéwnych skltadowych

Wyodrebnienie najistotniejszych ruchow sposrod gaszczu zmian, jakich symulowany uktad
doswiadcza podczas dynamiki, jest zadaniem prawie niewykonalnym bez zastosowania
specyficznych technik optymalnej redukcji wymiarowosci przestrzeni danych.
Jedna z najpopularniejszych i najefektywniejszych tego rodzaju metod jest analiza
glownych sktadowych (PCA). W przypadku analizy trajektorii, oparta jest ona
na podstawowym zatozeniu, iz ruchy o duzej amplitudzie i matej czestosci powigzane sa
ze zmianami geometrii wlasciwymi dla danej czasteczki, podczas gdy fluktuacje o matej
amplitudzie iduzej czgstosci odzwierciedlaja jedynie chaotyczne drgania atomow
(Hess 2000).

Analiza PCA przeprowadzona zostata za pomoca dedykowanych dla tej analizy programow
wchodzacych w sktad pakietu GROMACS. Przed przystgpieniem do wilasciwej analizy
glownych skladowych, dane zawarte w trajektorii zostaly dopasowane do struktury
wyjéciowej, co pozwolito wyeliminowaé wptyw translacji i rotacji, ktorym czgsteczka
ulegata podczas symulacji.

Na podstawie tak zmodyfikowanych danych skonstruowane zostaly macierze odchylen
poszczegolnych wegli o czasteczki oraz macierze kowariancji. Macierz kowariancji A

Wyznaczana jest z ogélnego wzoru:
AE{IX-<X>DX-<X>T}

gdzie <...> oznacza S$rednig danej wspoétrzednej i lub j po catej trajektorii. Macierze
kowariancji zostaty nastgpnie zdiagonalizowane w celu uzyskania macierzy gléwnych
sktadowych (wektorow wtasnych) i macierzy diagonalnej odpowiednich wartosci wtasnych,

reprezentujacych odpowiednio poszczeg6lne oscylacje 1 ich amplitudy.

Gléwne skorelowane zmiany geometrii poszczegdlnych fragmentéw czasteczki
zidentyfikowatam na podstawie analizy glownych skladowych, powstalych poprzez
rzutowanie trajektorii na pierwsze wektory wlasne. Nastepnie, poprzez wizualizacje
skrajnych struktur, odpowiadajacych zakresowi ruchu fragmentow, zidentyfikowatam

fluktuacje o najwigkszej amplitudzie.
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WyniKki i dyskusja

I11.2.1Stabilnos¢, wiarygodnos¢ i zbieznos¢ symulacji
111.2.1.1 Stabilnos¢ symulacji

Pierwszym etapem analizy stabilno$ci otrzymanych trajektorii byta ich ocena wizualna,
do ktorej postuzytam si¢ programem VMD (Humphrey et al. 1996), obstugujacym formaty
plikow generowane przez pakiet GROMACS. W zadnym z analizowanych przypadkow
nie stwierdzitam deformacji systemu.

Stabilno$¢ struktury analizowanych uktadow potwierdzona zostata poprzez analize zmian
odchylenia standardowego wegli o biatka od struktury wyjsciowej (ang. root mean square
deviation, RMSD) w trakcie symulacji. Zakresy otrzymanych wartosci dla wszystkich
analizowanych struktur zestawione sg w Tabeli 2, za$ przebiegi RMSD dla usrednionych
po podjednostkach struktur obrazuje ponizszy Rysunek 22.

05 - model bez ligandow ——— a

= model z inhibitorem ——— =
04 — model z substratem ——— ]
model z substratem i inhibitorem
model muteiny

RMSD [nm]

czas [ns]

Rysunek 22: Zmiany RMSD dla domeny ISOM we wszystkich analizowanych wariantach. Wartosci byly
obliczane co 6 ps i zostaly usrednione po podjednostkach tetrameru; tylko Ca zostaly uwzglednione
w obliczeniach.

Wykres ten pozwala réwniez wyznaczy¢ moment stabilizacji czasteczki — mozna uznac,
ze we wszystkich analizowanych przypadkach jest to dwudziesta sekunda symulacji,
kiedy to krzywe osiagaja plateau. Wydaje si¢, ze najstabilniej przebiegaty symulacje modelu
biatka w kompleksie z samym substratem oraz muteiny, za§ najmniej stabilne byty modele
bialka bez ligandow oraz z oboma ligandami, tym niemniej roéznice nie sg znaczace
I wszystkie wartosci $rednie RMSD sg mniejsze niz 0,4 nm co, dla takiej wielkosci

czasteczki, jest wartoscig jak najbardziej poprawna.

Co prawda stosunkowo niewielki wzrost warto$ci moze by¢ zaobserwowany w drugiej
potowie symulacji dla modeli biatka ze zwigzanym inhibitorem oraz — w mniejszym stopniu
— dla biatka bez ligandoéw, jednakze jako Ze nie jest to wzrost ciggly — krzywe ponownie
osiggaja réwnowage po 200 ns — nie wplywa to na stabilno$¢ symulacji, co zresztg

potwierdzaja pozostate analizy.
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Tabela 2: Wartosci RMSD wyliczone na przedziale 20-300 ns.

RMSD [nm] Min Max Srednia
A 0,206 0,357 0,278
Model bez B 0,220 0,319 0,274
ligandow C 0,250 0,460 0,324
D 0,239 0,411 0,338
A 0,274 0,386 0,336
Model z B 0,227 0,336 0,283
inhibitorem C 0,223 0,341 0,284
D 0,211 0,278 0,244
A 0,228 0,303 0,228
Model z B 0,083 0,307 0,215
substratem C 0,084 0,275 0,229
D 0,080 0,273 0,230
| A 0,255 0,355 0,293
Suk':’s'?rdaetefn i B 0,242 0,339 0,286
i hibitorem C 0,270 0,340 0,303
D 0,215 0,413 0,317
A 0,228 0,295 0,258
Model B 0,210 0,321 0,273
muteiny C 0,200 0,272 0,233
D 0,228 0,327 0,282

Zaréwno zmiany catkowitej liczby wigzan wodorowych (Rysunek 23) jak i promienia
bezwladnosci czasteczki (Rysunek 24) na przestrzeni symulacji utrzymaty sie
na stosunkowo statym poziomie we wszystkich analizowanych modelach.

Ilo$¢ wigzan wodorowych wahata sie od okoto 1125 do okoto 1275 w zaleznosci od modelu,
przy czym najwigksza ich ilo$¢ wystepowata dla modelu muteiny oraz biatka bez ligandow,
za$ najmniej oba modele zawierajace inhibitor. We wszystkich przypadkach wahania liczby

wigzan nie przekraczaty kilkunastu procent.
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Rysunek 23: Zmiany catkowitej liczby wigzan wodorowych w obrebie domeny ISOM we wszystkich
analizowanych wariantach.
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Jesli chodzi o ewolucj¢ promienia bezwtadnosci, pokazang na wykresie ponizej, to parametr
ten ulegl najmniejszym wahaniom dla modelu muteiny, jednakze fluktuacje liczone
wzgledem warto$ci Sredniej byty na bardzo podobnym, poziomie wynoszacym 2-3%,
dla wszystkich modeli, roznicg mozna zatem uzna¢ za marginalng. Na wykresie wyrdznia
si¢ krzywa dla modelu ze zwigzanym substratem, dla ktorej poczawszy od 150 ns,
warto$ci wzrastajg o okoto 0,05 nm. Pomimo tego, wyraznie widoczna jest stabilizacja
warto$ci promienia bezwtadnos$ci od okoto 150 ns symulacji dla wszystkich wariantow poza
modelem z substratem, dla ktorego jest to raczej 200 ns symulacji.

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
model bez ligandow

3,80 2
model z inhibitorem ———
3.75 model z substratem ———
' model z substratem i inhibitorem
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Rysunek 24: Zmiany promienia bezwtadnosci dla domeny ISOM we wszystkich analizowanych wariantach.

Zardwno skrupulatnie przestudiowana ewolucja powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika
(ang. solvent accessible surface, SAS), ktorej przyktadowsg analiz¢ dla modelu bez ligandow
oraz ze zwigzanym inhibitorem pokazatam w Tabeli 3, jak rowniez analiza struktury
drugorzedowej biatka w trakcie symulacji, wskazaly, ze struktura drugorzgdowa

podjednostek we wszystkich modelach pozostata niezmienna podczas dynamiki.

Tabela 3: Poréwnanie zmian powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika na przedziale 20-300 ns dla modelu
domeny ISOM bez ligandow oraz z inhibitorem

SAS Model bez ligandow Model z inhibitorem

[nm?] A B C D A B C D

Min 196,4 189,4 | 190,8 | 190,2 | 190,9 | 1924 | 1893 193,1

Max 235,7 223,6 228,0 225,9 226,5 227,1 228,6 2299
Srednia 213,3 206,2 208,4 207,5 207,3 207,9 207,6 208,9

A\ MOST

Przeprowadzone analizy, wspolnie z analiza wizualng, prowadza do wspolnego wniosku,
ze wszystkie symulacje stosunkowo szybko osiagnely stan rownowagi i mozna je uznac
za stabilne poczawszy od dwudziestej ns symulacji.
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111.2.1.2 Struktura czwartorzedowa

Cho¢ powyzsze analizy nie pozostawily cienia watpliwosci co do stabilnosci poddawanych
dynamice modeli, nie uwzglednialy one jednak wzajemnego utozenia podjednostek
w tetramerze. Niedawne doniesienia literaturowe sugerujg zwigzek tetramerycznej budowy
eukariotycznego biatka (Rysunek 25) z jego wrazliwoscia na inhibicje pod wpltywem
UDP-GIcNAc (Kwiatkowska-Semrau 2015), dlatego tez uznatam =za konieczne
przeprowadzi¢ bardziej szczegdlowa analiz¢ zwigzanych ze strukturg czwartorzedowa

parametrow.

Rysunek 25. Struktura czwartorzedowa
eukariotycznej domeny ISOM ze zwigzanym
substratem i inhibitorem.

Lancuchy A, B, C, D zostaly przedstawione jako
zolte, niebieskie, czerwone i zielone tasiemki,
zas ligandy umiejscowione w swych miejscach
Wigzgcych przedstawiono na modelu
powierzchniowym w kolorze fuksji (Fru-6-P)

i turkusowym (UDP-GIcNACc).

Rysunek 26 wraz z Rysunkiem 27, ilustrujace zmiany liczby wigzan wodorowych pomiedzy
podjednostkami dimerow, wskazuja iz, w przypadku dimera CD, w modelach biatka
natywnego bez zwigzanego substratu Wwystepuje wigcej wigzan wodorowych
niz w domenach z substratem oraz w muteinie. W dimerze AB ta zalezno$¢ jest nieco mniej
widoczna, zwlaszcza iz podobnie do modeli bez substratu ewoluuje krzywa obrazujaca ilo$¢
wigzan wodorowych dla modelu ze zwigzanym substratem a bez inhibitora. Sumarycznie
jednak, biorac pod uwagg mata rozpigtos¢ zmian w ilosci wigzan wodorowych, nie powinny

one mie¢ wptywu na dalszg analize.
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Rysunek 26: Ewolucja liczby wigzarn wodorowych pomiedzy podjednostkami dimera AB (powyzej) i CD
(ponizej) dla domeny ISOM we wszystkich analizowanych wariantach.

Jesli chodzi o zmiany w ilosci wigzan wodorowych pomiedzy dimerami, przebieg
obrazujacych je krzywych, pokazany na Rysunku 27 $wiadczy o tym, ze nie byto znaczacych
réznic pomiedzy analizowanymi uktadami. W Tabeli 4 wyraznie wyrdznia si¢ model
domeny z samym substratem, dla ktérego miedzy oboma dimerami wyst¢powata mniejsza
ilo$¢ wigzan wodorowych niz we wszystkich innych modelach. Podobnie jak w przypadku
ilosci wigzan wodorowych pomig¢dzy podjednostkami dimeréw AB i CD, zmiany te nie byly
jednak na tyle duze aby mie¢ znaczenie dla stabilnosci uktadu.
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Rysunek 27: Ewolucja ilosci wigzan wodorowych pomigdzy dimerami AB i CD dla domeny ISOM
we wszystkich analizowanych wariantach.
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Tabela 4: Ilos¢ wigzan wodorowych pomiedzy podjednostkami tworzqcymi dimery AB i CD oraz pomigdzy
tymi dimerami dla domeny ISOM we wszystkich analizowanych wariantach.

LGSR ST Min Max Srednia
wodorowych
A-B 4 41 22
'\l’i'oif('lgvevz c-D 6 46 25
& AB-CD 11 48 28
A-B 5 38 20
M |

inhigggrzm D 4 38 19
AB-CD 12 46 29
A-B 5 28 14
sul\kf:t?'g[ezm oL ! 36 21
AB-CD 8 39 20
Model z A-B 6 34 18
substratem i C-D 5 28 16
inhibitorem AB-CD 13 49 32
A-B 5 34 17
m'\ﬂi’gf]' C-D 5 32 17
Y | aB-cD 13 42 28

111.2.1.3 Odleglos¢ pomiedzy biatkiem a ligandami

Kolejng istotng kwestig byto sprawdzenie czy w modelach zawierajacych ligandy wszystkie
czasteczki Fru-6-P oraz UDP-GIcNAC pozostaty prawidtowo zwigzane w trakcie symulacji.
Dla obu tych ligandow przeprowadzitam analizy zmian odleglosci od ich kieszeni
wigzacych, za$ wnioski potwierdzone zostaty za pomoca szczegétowych analiz wizualnych.

Substrat (Fru-6-P)

Jak wspomniatam w jednym z wczesniejszych rozdzialdow, mozna uznac, iz substrat jest
prawidtowo zwigzany w centrum aktywnym jesli odleglo§¢ pomiedzy S$rodkiem masy
Ser406, Ser452 i Thr455 a atomem fosforu Fru-6-P jest mniejsza niz 0,150 nm.

Zmiany tych odlegtosci w trakcie symulacji, zobrazowane na Rysunku 28 i w Tabeli 5,

pokazujg istotne réznice pomigdzy modelem niezawierajagcym inhibitora a zawierajagcym go.

Tabela 5: Odlegtos¢ pomiedzy substratem i jego kieszeniq wigzqcq dla kazdej z podjednostek tetrameru dla
symulacji domeny ISOM niezwigzanej i zwigzanej Z inhibitorem

Odleglos¢ Model z substratem Model z substratem i z inhibitorem
[nm] A B C D A B C D
Min 0,024 0,019 | 0,032 0,157 | 0,044 0,04 0,011 0,052

Max 0,304 0,528 0,519 0,664 0,346 0,430 0,350 1,607
Srednia 0,142 0,101 0,306 0,453 0,177 0,110 0,097 0,529
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W przypadku struktury zwigzanej jedynie z substratem, tylko dwie (A i B) z czterech
czasteczek Fru-6-P pozostaly prawidlowo umiejscowione w kieszeni wigzacej.
Dla podjednostki A, $rednia odleglos¢ wyniosta 0,142 nm co jest wprawdzie wartoscig
00,034 nm wyzsza niz S$rednia odleglos¢ w strukturze krystalicznej, ale nadal
w akceptowalnym zakresie dlugosci wigzan fosfor-tlen. Krzywa przedstawiona
na Rysunku 28 pokazuje, iz odleglo$¢ ustabilizowata si¢ okoto setnej nanosekundy
symulacji i odtad utrzymata si¢ na statym poziomie okoto 0,135 nm. Jako$ciowo podobne
zmiany dotknety sagsiednig podjednostke B — nieco niestabilna na poczatku symulacji,
w duzej mierze ustabilizowata si¢ po 65. ns dynamiki i osiggneta plateau 50 ns pozniej.
Inaczej niz dla podjednostki A, warto$¢ sredniej odlegtosci dla podjednostki B byta odrobing
ponizej wartosci odniesienia (0,101 nm wobec 0,108 nm w strukturze krystalicznej),
a zatem, bez cienia watpliwosci, czasteczka substratu pozostala prawidlowo zwigzana
w centrum katalitycznym podjednostki B.

W przeciwienstwie do dimera AB, dla podjednostek dimera CD Zadna z czasteczek substratu
nie moze zosta¢ uznana za prawidtowo zwigzang w centrum aktywnym biatka. Pomimo,
ze W trakcie catej symulacji Fru-6-P pozostal w kieszeni wigzacej, co zostato stwierdzone
za pomocg analizy wizualnej, grupa fosforanowa znajdowata si¢ za daleko od kotwiczacych
ja atomow tlenu, co uniemozliwiloby aktywnos$¢ katalityczng enzymu. Na wykresie
przebiegu odleglosci dla podjednostki C mozna zaobserwowac istotng zmiang,
majaca miejsce na samym koncu symulacji (okoto 290. ns) — $rednia warto$¢ zmalata
od okoto 0,350 nm do 0,007 nm. Ta obserwacja zwigzana jest z prawidlowym
umiejscowieniem si¢ substratu w centrum aktywnym i z wytworzeniem pozadanych wigzan
pomiedzy atomem fosforu a triadg tlenowa. Mozna zatem uznaé, Ze przez niemal calg
symulacje Fru-6-P stabilizowal si¢ w swej kieszeni wigzacej. Ta sama tendencja,
cho¢ w mniejszym stopniu, widoczna jest dla podjednostki D. Mozliwe, ze gdyby symulacja
byta dtuzsza, oba ligandy dimera CD ustabilizowatyby si¢ na prawidlowej pozycji i,
wowczas, tetramer domen ISOM zostalby wysycony czterema czasteczkami Fru-6-P, tak jak
ma to miejsce w strukturze krystalicznej.

Wykres zmian odlegtosci dla podjednostek kompleksu biatka z substratem i z inhibitorem,
przedstawiony na Rysunek 28, jasno obrazuje istotne rdéznice w poroéwnaniu do biatka
zwigzanego jedynie z substratem. W tym przypadku juz na pierwszy rzut oka widac,
ze odleglosci dla podjednostek: A, B 1 C nie ulegaty duzym zmianom, w przeciwienstwie
do podjednostki D. Tym niemniej, z porownania $rednich wartosci odleglosci wynika,
ze jedynie dla tfancuchéw B 1 C ligand pozostawat w akceptowalnej odlegtosci od kieszeni

wigzacej.
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Czasteczki Fru-6-P nalezace do podjednostek B i C (potozonych naprzeciw siebie ale
nalezacych do przeciwnych dimeréw, jak pokazuje Rysunek 25), pozostaly zwigzane
Z kotwiczacymi atomami tlenu wewnatrz kieszeni wigzacej, co potwierdzajg krzywe
na wykresie (Rysunek 28) oraz wartosci przedstawione w Tabeli 5, wynoszace 0,110 nm
10,097 nm odpowiednio dla podjednostek B i C. Proces stabilizacji przebiegt do$¢ szybko
I juz po pierwszych 20-30 ns symulacji zakres fluktuacji znaczaco si¢ obnizyt.

Jesli za$ chodzi o dwie pozostate czasteczki substratu, nalezace do tancuchéw A i D, dla obu
z nich warto$¢ $redniej odlegtosci okazata si¢ wyzsza niz warto$¢ odniesienia (0,177 nm
dla podjednostki A i 0,529 nm dla podjednostki D), aczkolwiek krzywe obrazujace
zachodzgce dla nich zmiany byly swym przeciwienstwem — dla D, ligand wysunagt si¢
Z kieszeni wiazacej juz na poczatku (okoto dziesigtej ns) symulacji i nie udalo mu si¢
osiggnac jakiejkolwiek stabilizacji, podczas gdy dla jego odpowiednika w tancuchu A
pozostal stabilnie umiejscowiony wewnatrz kieszeni wigzacej, tyle ze zmierzona odleglos¢
byta nieznacznie wyzsza niz w krysztale. Poniewaz roznica ta jest bardzo mata (ok. 0,01 nm)
a analiza wizualna nie wykazata w tym przypadku anomalii, zdecydowatam si¢ nie odrzucac
tej podjednostki do dalszych analiz.
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Rysunek 28: Ewolucja odlegtosci pomiedzy substratem i jego kieszeniq wigzqcq dla kazdej z podjednostek
tetramera dla symulacji domeny ISOM niezwigzanej (powyzej) i zwigzanej (ponizej) Z inhibitorem.
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Inhibitor (UDP-GIcNAC)

W przypadku inhibitora przyjetam, iz jest on w swym miejscu wigzania jesli sSrodek masy
reszt Cys489, Gly490 i His492 znajduje si¢ w promieniu 0,550 nm od atomu C4 nalezacego
do uracylowej czesci UDP-GICNAC.

Zmiany tych odleglosci w trakcie dynamiki, zmierzone dla modeli domeny ISOM
ze zwigzanym inhibitorem oraz z substratem i inhibitorem, przedstawione sg na Rysunku 29
I w Tabeli 6.
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Rysunek 29: Ewolucja odlegtosci pomiedzy atomem C4 nalezgcym do uracylowej czescig inhibitora a atomami
Ca trzech wybranych reszt nalezqcych do KieSzeni wigzqcej inhibitor dla kazdej z podjednostek tetramera
dla symulacji domeny ISOM niezwigzanej (powyzej) i zwigzanej (ponizej) Z substratem.
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Dla symulacji domeny ISOM bez substratu, na wykresie juz na pierwszy rzut oka wyrdznia
si¢ podjednostka D, dla ktérej zmierzone wartosci byty o co najmniej 0,2 nm wyzsze niz
dla pozostatych podjednostek. Obserwacje te potwierdzajg wartosci $rednie odleglos$ci —
dla tego tancucha sg one zdecydowanie najwyzsze. Co zaskakujace jednak, analiza wizualna
pozwolita stwierdzi¢, ze pomimo wartosci Srednich przekraczajacych wyznaczong wartos¢
0,550 nm, ligand pozostat w kieszeni wigzacej. Co prawda okoto 190. ns wysunat si¢ z niej,
ale juz 10 ns p6zniej z powrotem wrocit na swe stabilne potozenie. Poniewaz wartos¢ srednia
odlegtosci jest o mniej niz 0,05 nm wyzsza niz zmierzona w krysztale i zawiera w sobie
wspomniane chwilowe wysuniecie, stwierdzitam, ze nie jest to podstawg dla odrzucenia tej
podjednostki z dalszych analiz. Inaczej ma si¢ natomiast sprawa z tancuchem B, dla ktorego
na wykresie wida¢ znaczace zmiany, jakich struktura doswiadcza w trakcie pierwszych stu
ns symulacji. Krzywa na Rysunku 29 wspolnie z analizag wizualng potwierdzity zgodnie,
iz na poczatku symulacji ligand wysunat si¢ ze swego miejsca wigzacego, I powrocit tam
dopiero okoto 70. ns symulacji. Powinno zatem zosta¢ odnotowane, ze dla tej podjednostki,
podczas pierwszych 70 ns symulacji UDP-GIcNAc nie wypetniat swej roli inhibitora
enzymu.

Tabela 6: Odlegtosé pomiedzy inhibitorem i jego kieszenig wigzgcq dla kazdej z podjednostek tetrameru
dla symulacji domeny ISOM niezwigzanej i zwigzanej z substratem

Odleglos¢ Model z inhibitorem Model z substratem i z inhibitorem
[nm] A B C D A B C D
Min 0,202 0,217 | 0,224 | 0,256 | 0,253 | 0,199 | 0,190 0,190

Max 0,668 1,075 0,918 1,117 0,768 0,750 1,064 0,468
Srednia 0,394 0,416 0,363 0,582 0,457 0,356 0,388 0,302

W przypadku kompleksu domeny ISOM z oboma ligandami, w oparciu o warto$ci srednie
odlegtosci (Tabela 6) mozna by uznaé, ze wszystkie cztery czasteczki UDP-GICNAC
pozostaty prawidlowo zwigzane w kieszeni wigzacej. Jednakze wykres zmian odleglosci
w trakcie symulacji, pokazany na Rysunku 29, wyjawia niejednorodnos¢ ewolucji
podjednostek: dla A, B i D odlegtosci nie ulegaty duzym zmianom na przestrzeni symulacji
a ich wartosci $rednie pozostawaty w zakresie do 0,550 nm. Z kolei dla podjednostki C,
z Rysunku 29 jasno wynika, ze ok 235. ns zaszta raptowna zmiana w odlegtosci inhibitora
od jego kieszeni wigzacej, w wyniku ktorej czasteczka odsuneta si¢ 0 ponad 0,2 nm
od miejsca wigzania. Analiza wizualna tego fragmentu symulacji potwierdzita,
7e wspomniana zmiana tozsama jest z odsunieciem si¢ UDP-GICNAc od swej kieszeni
wigzacej.

Z powyzszych rozwazan wynika, iz ze wszystkich analiz uwzglgdniajacych wpltyw
inhibitora dla modelu ze zwigzanym inhibitorem powinno si¢ wykluczy¢ pierwsze 70 ns
dla podjednostki B, za$ dla modelu z oboma ligandami — ostatnie 70 ns symulacji
dla podjednostki C.
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Podsumowujac rozwazania dotyczace jako$ci zwigzania ligandéw w ich centrach wigzacych
nalezy zauwazy¢, iz na chwile obecng brak jest danych eksperymentalnych jednoznacznie
potwierdzajacych, ze w warunkach fizjologicznych, eukariotyczna syntaza GIcN-6-P wigze
jednoczesnie cztery czasteczki inhibitora lub/oraz cztery czasteczki substratu. Co prawda
wyglada to w ten sposéb na strukturach krystalicznych, ale powinno si¢ bra¢ pod uwage,
iz te Krysztaly zostaly otrzymane poprzez wysycenie enzymu roztworem liganda a zatem
niekoniecznie odpowiadajg one warunkom komérkowym. Co za tym idzie, mozliwe jest,
iz obserwowane zjawiska nie sg anomaliami a odzwierciedlajg prawdziwy stan zwigzanego
z ligandami enzymu na danej przestrzeni czasu. Tym niemniej, dla zachowania
prawidlowosci badan, tancuchy z nieprawidlowo zwigzanym Fru-6-P nie zostaty wzigte
pod uwage we wszystkich analizach dotyczacych oddziatywan pomigdzy biatkiem
a substratem. Analogicznie, podjednostki w ktérych UDP-GIcNAc nie byt zwigzany

prawidlowo, zostaly wykluczone z analiz oddzialywan pomig¢dzy biatkiem a inhibitorem.

111.2.1.4 Wiarygodnos$¢ symulacji

Jak wspomniane zostato wczesniej, analiza wiarygodnosci symulacji mozliwa jest dzieki
wspotczynnikom temperaturowym, zawartym w zdeponowanych w bazie RCSB strukturach
krystalicznych. Poréwnanie B-czynnikow z usrednionymi wartosciami RMSF dla wegli a
moze stanowi¢ dobry wskaznik odwzorowania rzeczywisto$ci przez dang symulacje.
Wyniki tych analiz, zilustrowane na Rysunku 30, przede wszystkim wskazujg na duze
podobienstwo zachowania poszczegdlnych reszt aminokwasowych zaréwno pomiedzy
przeprowadzonymi symulacjami, jak réwniez w stosunku do warto$ci krystalograficznych
czynnikow temperaturowych — dla niektorych fragmentéw struktury (np. 390-400
czy 510-520) wszystkie krzywe praktycznie pokrywaja si¢. Ponadto, wyraznie widoczne
jest, iz fluktuacje atomoéw odwzorowane przez wszystkie symulacje o wiele bardziej
przypominaja B-czynniki struktury krystalicznej kompleksu z ligandami (PDB: 2PUV)
niz biatka w stanie wolnym (PDB: 2PUW). Ta obserwacja nie jest specjalnie zaskakujaca,
jako ze wszystkie dynamiki molekularne oparte zostaly na modelach powstatych witasnie
ze struktury krystalicznej kompleksu (powodem tego byta lepsza rozdzielczo$¢ niz
dla modelu bez ligandéw).
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Rysunek 30: Poréwnanie wartosci RMSF dla domeny ISOM we wszystkich analizowanych wariantach
Z wartoSciami krystalograficznych B-czynnikéw modelu bez ligandéw — 2PUW (@) oraz z ligandami - 2PUV
(b). Wartosci RMSF zostaly policzone dla atoméw Ca i usrednione po podjednostkach, wartosci B-czynnikoéw
sq usrednione po atomach danego aminokwasu a nastepnie po podjednostkach. Wartosci B-czynnikéw
dla brakujgcych w strukturze krystalicznej aminokwasow (m.in. ogon-C) sq nieobecne.

Warto odnotowac rowniez, iz B-czynniki w strukturze wolnej maja ogdlnie wyzsze wartosci
niz w strukturze zwigzanej (por. wartosci na 0si y2 na Rysunku 30), co $wiadczy o wyzszej
ruchliwosci tego modelu 1 moze by¢ bezposrednig przyczyng wigkszej ilosci brakujacych
fragmentéw w PDB: 2PUW w poréwnaniu do PDB: 2PUV.

Pomimo brakujacych danych dla niektorych reszt aminokwasowych w strukturach
krystalicznych, mozna uznaé, iz, ogdlnie, odwzorowanie zachowania biatka przez wszystkie
przeprowadzone dynamiki jest bardzo dobrej jakos$ci, a zatem wiarygodno$¢ symulacji
zostala potwierdzona. Nalezy tu wspomnieé¢, iz $rednie fluktuacje Co dla wszystkich
symulacji byly liczone na przedziale 20-300 ns, nieuwzgledniajagcym wynikow analizy
zbiezno$ci trajektorii. Pordéwnanie B-czynnikéw z warto§ciami RMSF liczonymi
na wybranych przedziatach przedstawitam w dalszej czeSci rozdziatu (Rysunek 31).
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111.2.1.5 Zbieznos¢ trajektorii

Zgodnie z opisang wczesniej procedura, do analizy zbiezno$ci na danych przedziatach
postuzylam si¢ wartoSciami wyznaczonych wektorow wilasnych, dla ktorych obliczytam
wartosci wspotczynnika cc. W ramach poszukiwan najoptymalniejszego cc, przetestowatam
wiele kombinacji przedziatow dla kazdej z analizowanych trajektorii.

W trakcie tych badan odnotowatam pewng zaleznos$¢: ot6z dla wszystkich modeli, warto$ci
wspoétczynnika cc dla pierwszych wektorow wiasnych byly tak wysokie (rzedu 0,8-0,9),
ze gdyby w dalszej analizie uwzgledni¢ cate trajektorie (lub nawet trajektorie po osiggnieciu
stanu réwnowagi), oszacowanie skorelowanych ruchow biatka byloby za mocno
zanieczyszczone losowa dyfuzja by moc wysuwaé na ich podstawie jakiekolwiek wnioski.
Poszukiwania najdtuzszych, a zarazem spelniajacych warunek zbiezno$ci zaréwno dla
catego biatka jak i dla kazdej z jego podjednostek oddzielnie przedzialdw, prowadzone byty
metodg prob i bledow, aczkolwiek przy uwzglednieniu sugestii pochodzacych z analizy
wykresow RMSD. Okazato si¢, iz dla wszystkich przypadkoéw, sposrod licznych
testowanych przedziatéw najlepsze wyniki osiaga si¢ dla przedziatu prawie pokrywajacego
si¢ z druga potowsa trajektorii. Dla obu modeli ze zwigzanym w centrum aktywnym
substratem, przedziat ten obejmowal fragment 140-300 ns, za$ dla pozostatych trzech
wariantéw — 145-300 ns. Warto$ci wspotczynnika cc pierwszych gtownych sktadowych dla
wybranych do dalszej analizy przedzialow oraz dla reszty trajektorii, zostalty zebrane
w ponizszej Tabeli 7. Jak widaé, wszystkie wartosci sg ponizej 0,5 co, dla struktury tej
wielkosci, moze by¢ S$wiadectwem dobrego probkowania hiperpowierzchni energii
potencjalnej. Mozna zatem uznaé, ze warunek zbieznosci trajektorii na wyznaczonych

przedziatach zostal spetniony.

Jako ciekawostke warto w tym momencie odnotowaé, iz, jak wynika z Tabeli 7,
we wszystkich przypadkach réwniez pozostaty fragment trajektorii, pokrywajacy si¢ z fazg
dalszej stabilizacji czasteczki, spetnial warunek zbieznosci. Oznacza to, ze etap
réwnowazenia, co prawda dos$¢ dlugi, przebiegat w sposdb uporzadkowany i pozbawiony
chaotycznych oscylacji.
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Na Rysunku 31 przedstawitam analogiczne do Rysunku 30 poréwnanie $rednich fluktuacji
aminokwasOw na wyznaczonych przedziatach z krystalograficznymi B-czynnikami.
Na wykresie tym wida¢ jeszcze doktadniejsze naktadanie pewnych fragmentow krzywych,
$wiadczace o podobnym stopniu ruchliwosci odpowiadajacych im reszt aminokwasowych.
Z drugiej strony, zaobserwowa¢ mozna rowniez istotne rozbieznosci W ruchliwosci innych
fragmentow, ktore to mogg wynikac z roznic w badanych modelach. Poniewaz cze$¢ tych
fragmentéw pokrywa si¢ z miejscami istotnymi dla funkcjonowania biatka, tj. z centrum
aktywnym, miejscem wigzania inhibitora, ogonami-C Czy tez aminokwasami waznymi
dla struktury tetramerycznej domeny ISOM, a zatem z widocznych r6znic moga wynikaé
konsekwencje biologiczne. Wykres ten stanowi zatem dobry punkt wyjscia i podstawe
do analizy strukturalnej poddawanych symulacji modeli.

Tabela 7: Wartosci wspdtczynnika cosinus content dla pierwszych wektoréow wiasnych domeny 1SOM
we wszystkich analizowanych wariantach; dla modeli bez substratu | przedziaf oznacza fragment 20-145 ns
a ll przedzial: 145-300 ns, zas dla modeli z substratem przedzialy te odpowiadajg 20-140 i 140-300 ns.

Wspolcezynnik cc Pierwszy przedzial Drugi przedzial
Tetramer 0,502 0,487
A 0,343 0,415
'\l/i';’:ﬁ('lgfvz B 0,131 0,228
C 0,056 0,462
D 0,318 0,461
Tetramer 0,474 0,446
A 0,288 0,272
inmggglrtzem £ 0,486 0,490
C 0,086 0,378
D 0,158 0,456
Tetramer 0,319 0,439
A 0,272 0,467
su'\t/)lsot?'gltezm . 0,021 0,405
C 0,095 0,229
D 0,254 0,410
Tetramer 0,069 0,359
Model z A 0,417 0,482
substratem i B 0,007 0,096
inhibitorem C 0,002 0,235
D 0,019 0,488
Tetramer 0,299 0,495
A 0,273 0,182
m'\ﬂ;’jf]'y B 0,415 0,419
C 0,221 0,404
D 0,268 0,000
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111.2.2 Analiza strukturalna

Analiza strukturalna chronologicznie podzielona byta na dwa etapy. Pierwszy z nich polegat
na poroéwnaniu symulacji modeli tetrameru domen ISOM syntazy GIcN-6-P w stanie
wolnym oraz w kompleksie z UDP-GICNAC i pozwolit zaobserwowa¢ pewne zmiany
w ruchliwo$ci waznych z funkcjonalnego punktu widzenia fragmentow domeny ISOM ktore

mogtyby mie¢ zwigzek z inhibicjg enzymu pod wyptywem UDP-GIcNAC.

Jednakowoz, propozycje te oparte byly na badaniach przeprowadzonych dla domeny
izomerazowej bez zadnych ligandow oraz dla jej analogu ze zwigzanym inhibitorem a,
jak wiadomo, w kazdej z dostepnych struktur krystalicznych domeny ISOM zawierajgcych
inhibitor (PDB: 2PUV, 2 PUT, 2POC), obecny jest zwigzany w centrum aktywnym substrat
cukrowy enzymu (badz tez jego analog). Ponadto, wcigz pozostaje kwestig otwartg
czy UDP-GlcNAc wiaze si¢ do enzymu wolnego, czy tez do zawierajacego juz substrat.
Zatem, naturalng koleja rzeczy byto przeprowadzenie symulacji dla analogicznych struktur
domeny ISOM niezwigzanej i Zzwigzanej z inhibitorem, r6znigcych si¢ jedynie obecno$cia
fruktozo-6-fosforanu w centrum aktywnym i sprawdzenie czy otrzymane w pierwszym

etapie wyniki znajduja potwierdzenie w symulacjach z substratem.
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111.2.2.1 Analiza metoda gtéwnych skltadowych

Aby opisa¢ skorelowane ruchy biatka podczas symulacji I Wyodrebni¢ najistotniejsze
tendencje zmian geometrii struktury, postuzytam si¢ opisang wcze$niej metodg gtdéwnych
sktadowych, analizujagc parami modele niezawierajgce i zawierajace zwigzany w centrum
aktywnym fruktozo-6-fosforan.

Charakterystyczng cecha metody PCA jest redukcja wymiarowo$ci analizowanego
zagadnienia: zwykle juz kilka pierwszych gléwnych sktadowych pozwala wyjasénic¢
wiekszos$¢ zmiennosci uktadu, przy czym procent wyjasnianej wariancji maleje wraz z kazda
kolejnag glowna sktadowa. W oparciu o warto$ci wlasne wektoréw, na podstawie wykresow
osypiska (ktorego przyktad przedstawitam na Rysunku 32), zdecydowatam si¢ oprzeé

analizy na dwoch pierwszych gldownych sktadowych.

Rysunek 32: Wykres osypiska dla modelu domeny

Tetramer ISOM w stanie wolnym. Krzywe obrazujg tempo

Podjednostka A ———

5 Podjednostka B —— ;. .
Podjednostka C spadlfu wartosci wlasnych, czyli procen’tu
Podjednostka D wyjasnionej wariancji dla kolejnych gtéwnych

skladowych. Sktadowe znajdujgce si¢ na prawo
od punktu koriczqcego osypisko, czyli punktu
na wykresie, W ktérym tempo spadku stabilizuje
sig, Yeprezentujq znikomg wariancje

wartosc wlasna

i przedstawiajq w wigkszosci losowy szum.

2 4 6 8 10 12 14
numer skladowej

Dwuwymiarowe rzutowania trajektorii uzyskanych dla modeli bez Fru-6-P, na ptaszczyzng
dwoch pierwszych wektorow wiasnych (Rysunek 33) wykazato, iz okoto 150. nanosekundy
symulacji, obie wersje bialka do$wiadczyly zmiany kierunku ewolucji strukturalne;j.
Poniewaz analiza zbieznosci wykazata, ze dla obu przypadkdéw 145-ta nanosekunda byta
rozgraniczeniem pomig¢dzy etapem rdéwnowazenia biatka a dalsza czg$cig symulacji,
podczas ktorej byly zbierane dane do analizy strukturalnej, postanowitam blizej przyjrze¢
si¢ tej zmianie 1zidentyfikowa¢ aminokwasy, ktorych dotyczyla ona w najwigkszym
stopniu.
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Rysunek 33: Rzutowanie trajektorii na plaszczyzne pierwszej i drugiej gtéwnej sktadowej dla modelu domeny
ISOM w stanie wolnym (a) i zwigzanej z inhibitorem (b). Skala koloréw ilustruje czas symulacji [ns].

Jak wida¢ na Rysunku 33, mozna wyr6zni¢ istotne podobienstwa pomigdzy wykresami,
aczkolwiek dla modelu biatka bez ligandow ewolucja jest zdecydowanie bardziej regularna.
Najej podstawiec mozna jednoznacznie stwierdzié, ze zmiany zachodzace w ewolucji
struktury sg symetryczne wzgledem prostej rownoleglej do osi drugiej gtownej sktadowe;.
W przypadku modelu ze zwigzanym UDP-GICNACc, ta zmiana jest rowniez widoczna
i rowniez ma miejsce okoto 150. ns symulacji. Najistotniejsze réznice pomigdzy oboma
wariantami struktury polegaja na tym, ze dla biatka z inhibitorem symetria wykresu jest
mniej uwydatniona niz dla domeny wolnej, co moze by¢ wytlumaczone krotszym czasem
stabilizacji uktadu, oraz przeciwnym kierunkiem ruchu wzdtuz zaréwno wzdhuz pierwszej,

jak 1 drugiej gtéwnej sktadowe;.

Aby zbada¢ jak wyzej wymieniona zmiana kierunku ewolucji uktadéow przektada si¢
na zachowanie bialka, zidentyfikowatam reszty najbardziej zaangazowane w ruchy wzdhuz

drugiego wektora, wzgledem ktorego odnotowana zostata symetria zmian.

Jak wynika z Rysunek 34a, dla modelu domeny ISOM bez ligandow, fragment
0 najwickszym znaczeniu, wspolny dla zakresow przed i po zmianie kierunku, obejmuje
kilkanascie C-koncowych reszt, odpowiadajacych ogonowi-C. Jest to jednoczesnie
fragment, ktorego zmiana dotkneta w najwiekszym stopniu — jego i1 tak najwiekszy wktad
w ruchy wzdluz drugiej sktadowej zwickszyt si¢ jeszcze w drugiej potowie dynamiki.
Na wykresie wyrdznia si¢ tez fragment zlozony z reszt 525-530, ktéry to odpowiada
powierzchni styku pomiedzy dimerami. Na pierwszym etapie nieznaczny, udziat ruchéw
tego fragmentu w drugiej gtownej sktadowej znaczaco wzrost po zmianie kierunku ewolucji
struktury.
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Natomiast w przypadku modelu domeny ze zwigzanym inhibitorem, wktad poszczegdlnych
reszt aminokwasowych w ruchy wzdtuz drugiej gtownej sktadowej byt bardziej jednorodny
niz dla domeny wolnej i nie ulegl znaczgcym zmianom po wystapieniu zmiany kierunku
ewolucji strukturalnej (Rysunek 34b). Oznacza to, iz ewolucja struktury zachodzaca wzdtuz
tego wektora nie dotyczy zadnych konkretnych reszt aminokwasowych oraz, ze zmiana
kierunku nie odzwierciedla gwattownej zmiany strukturalnej, a raczej stopniowa zmiane

kierunku ewolucji uktadu.
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Rysunek 34: Poréwnanie wkiadu poszczegdlnych aminokwaséw w ruchy wzdluz drugiej glownej skladowej
pomiegdzy wybranymi przedziatami, dla wolnej (a) i zwiqzanej z inhibitorem (b) domeny ISOM. Wartosci
zostaly usrednione po podjednostkach tetrameru ; w analizie uwzgledniono jedynie atomy Co. Paski wzdluz
osi poziomej oznaczajq istotne regiony domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne
(fuksja), miejsce wigzgce inhibitor (turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej
biatka (zielony) i ogon-C (Zoity).

Poréwnanie obu wykreséw jasno wskazuje, ze skoro odpowiadajace sobie wektory dla obu
wersji domeny ISOM nie opisuja tych samych ruchow, zmiany geometrii zachodzace
wzdhuz drugiej gléwne; sktadowej nie moga by¢ bezposrednio poréwnywane.
Tym niemniej, obecnos¢ zmiany kierunku ewolucji struktury w okoto potowie symulacji jest
niezaprzeczalna.

Analogiczna analiza przeprowadzona dla modeli ze zwigzanym substratem dala mniej
jednoznaczne wyniki, aczkolwiek rowniez widoczna jest zmiana geometrii i rOwniez ma ona
miejsce w okolo polowie symulacji. Tym samym, rozgraniczenie trajektorii na dwa
niezalezne przedzialy, sugerowane przez wyniki analizy zbiezno$ci, znalazto dodatkowe
uzasadnienie.
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Powyzsze rozwazania skupialy si¢ na analizie drugiej gtownej sktadowej, gdyz to wzdhuz
niej odnotowatam istotng zmiany geometrii uktadu. Poniewaz jednak to pierwsza sktadowa
wyjasnia najwigkszy procent wariancji uktadu, w celu zobrazowania gléwnych ruchow
biatka na wyznaczonych za pomoca analizy zbieznosci przedziatach trajektorii,
wyodrebnitam zmiany zachodzace wzdhuz tej sktadowej. Usrednione po podjednostkach
struktury dla czterech analizowanych wariantow domeny ISOM przedstawione sg
na Rysunku 35.

Rysunek 35: Zakres ruchow Wzdtuz pierwszej gtownej sktadowej dla modeli domeny ISOM w stanie wolnym
(a), zwigzanej z inhibitorem (b), zwiqzanej z substratem (c) i zwigzanej z substratem i inhibitorem. Rysunki
powstaly poprzez wizualizacje pozycji kranicowych i interpolacje pieciu struktur przejsciowych pomiedzy nimi.
W analizie uwzgledniono jedynie atomy Ca. Wartosci zostaly usrednione po uwzglednianych podjednostkach
(A, B, C, D dla modeli bez substratu ; A i B dla modeli z substratem). Skala kolorow odpowiada pozycji danego
aminokwasu W faricuchu polipeptydowym, gdzie N-kornicowe reszty oznaczone sq na granatowo a C-korncowe
na czerwono.
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Wyraznie wida¢ na nim istotne réznice w ruchliwosci poszczegdlnych fragmentow.
Te wyniki wygladaja szczegolnie interesujgco, gdy zestawi si¢ je z Rysunkiem 36, na ktérym
obecne sa ligandy, a poszczegdlne fragmenty struktury opisane sg numeracjg odpowiadajaca
im w strukturze krystalicznej i stosowang w niniejszych badaniach. Por6wnanie to pozwala
stwierdzi¢, ze w wyniku zwigzania inhibitora, zmniejszyt si¢ zakres ruchu m.in. reszt
aminokwasowych lezacych w sasiedztwie UDP-GIcNAc oraz tworzacych ogon-C.
Wydaje si¢ to spojne ze zmianami fluktuacji poszczegolnych aminokwasow
przedstawionymi na Rysunku 31 i, ze wzgledu na biologiczng funkcjonalnosé

wymienionych fragmentéw, zastluguje na bardziej szczegoétowa analize.

455 500 491 , 353

Rysunek 36: Monomer
domeny ISOM z biatka
Gfal wraz z numeracjg
reszt aminokwasowych
stosowang w strukturach
krystalicznych
(opracowanie wlasne

na podstawie PDB: 2PUT
uzupetnionego o brakujgce

' fragmenty za pomocq
modelowania
i homologicznego

wykonanego przez dr inz.
M. Wojciechowskiego).
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111.2.2.2 Poré6wnanie ruchliwosci atomow wegla a

Porownanie wartosci RMSF dla par symulacji modeli z inhibitorem i bez niego

z warto$ciami krystalicznych czynnikow temperaturowych przedstawitam na Rysunku 37.

Jak wida¢, pod nieobecnos$¢ substratu fluktuacje atomow dla inhibowanej wersji domeny
ISOM bardziej przypominaty B-czynniki niz dla jej niezwigzanego z UDP-GICNAc

wariantu. Jest to zgodne z oczekiwaniami, gdyz warto$ci czynnikow temperaturowych
przedstawionych na wykresie pobrane zostaty ze struktury krystalicznej domeny ISOM
ze zwigzanym UDP-GIcNAc, z ktoérej to wywodzg si¢ struktury poczatkowe obu modeli.
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Rysunek 37: Poréwnanie wartosci krystalograficznych B-czynnikéw modelu domeny ISOM z ligandami
(2PUV) z wartosciami RMSF obliczonymi dla istotnych dla dalszej analizy przedziatow modeli domeny ISOM
bez substratu (a) orvaz z substratem (b). Wartosci RMSF zostaly policzone dla atomow Co i uSrednione
po uwzglednianych podjednostkach, wartosci B-czynnikéw sq usrednione po atomach danego aminokwasu
a nastepnie po podjednostkach. Paski wzdiuz osi poziomej oznaczajq istotne regiony domeny ISOM:
wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne (fuksja), miejsce wigzqgce inhibitor (turkusowy),
aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej biatka (zielony) i ogon-C (Z6tty).
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Co zaskakujace, wydaje si¢, ze W przypadku modeli ze zwigzanym w centrum aktywnym
substratem, sytuacja przedstawiata si¢ odwrotnie i to wykres warto§ci RMSF dla wariantu
nieinhibowanego doktadniej pokrywat si¢ z krzywa B-czynnikéw. Dokladna analiza
pozwolita zauwazy¢ jednak, ze zaobserwowane roznice dotycza gldwnie fragmentow
nieobecnych w strukturze krystalicznej biatka bez ligandow, badz tez w strukturach zaréwno
biatka bez jak i z ligandami — dotyczy to m.in. fragmentéw 606-616 i 655-651. Z kolei
na N-koncowym fragmencie domeny ISOM, w ktérej to ulokowane jest miejsce wigzania
inhibitora, wykresy obu symulacji byly bardzo podobne i naktadaly si¢ na wykres
B-czynnikow nawet doktadniej niz dla modeli bez Fru-6-P.

W celu wyrazniejszego zobrazowania réznic jakosciowych i ilosciowych w ruchliwo$ci
struktury, spowodowanych zwigzaniem inhibitora a takze latwiejszej identyfikacji tych
fragmentow, ktére potencjalnie moglyby by¢ zwigzane z inhibicja wywolang zwigzaniem
UDP-GIcNACc, przygotowatam wykresy réoznic RMSF pomiedzy danymi modelami,
przedstawione na Rysunku 38 i Rysunku 39.
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Rysunek 38: Porownanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomiedzy domeng
ISOM stanie wolnym i zwigzanej z inhibitorem. Wartosci RMSF zostaty policzone dla atoméw Ca i usrednione
po podjednostkach tetrameru, wartosci B-czynnikow sq usrednione po atomach danego aminokwasu
a nastgpnie po podjednostkach. Paski wzdiuz osi poziomej oznaczajg istotne regiony domeny ISOM:
wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne (fuksja), miejsce wigzqce inhibitor (turkusowy),
aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej bialka (zielony) i ogon-C (Z0ity).
Interpretacja wykresu dolnego jest nastgpujqca: roznica jest dodatnia jesli dany aminokwas stat si¢ bardziej
ruchliwy po zwigzaniu inhibitora i ujemna jesli ulegt on usztywnieniu.

Dla modeli niezawierajacych substratu, ktorych porownanie obrazuje Rysunek 38, widaé
wyraznie, ze odnotowane zmiany polegaly prawie wylacznie na zmniejszeniu ruchliwosci
aminokwasow 1 dotknety gltéwnie reszt zlokalizowanych w N-koncowej czgsci domeny
(349-500) oraz, w najwickszym stopniu, ogona-C. Usztywnieniu na skutek zwigzania
UDP-GlcNAc ulegly fragmenty odpowiadajagce miejscu jego wigzania, a takze wigkszos¢
aminokwasow budujacych centrum katalityczne.

Biorac pod uwage, ze ruchliwos$¢ atomow jest warunkiem koniecznym dla aktywnosci,
nizsze wartoS§ci RMSF otrzymane dla biatka w wersji z inhibitorem, zwlaszcza dla reszt
bioragcych udzial w wigzaniu substratu oraz reakcji katalitycznej, moglyby by¢ zwigzane
Z mechanizmem inhibicji. Podczas gdy stabilizacja miejsca wigzacego inhibitor nie jest
zaskakujaca (moze wynika¢ ze zwigkszenia ilosci oddzialywan na skutek zwigzania
liganda), wyniki dotyczace centrum aktywnego — potencjalnie zwigzane z mechanizmem
inhibicji — zastuguja na wnikliwg analizg.
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Rysunek 39: Porownanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomigdzy domeng 1SOM
W wersji niezwiqgzanej i zwigzanej Z substratem. Analiza przeprowadzona zostata na przedziale 140-300 ns.
Wartosci zostaly usrednione po podjednostkach A i B. W analizie uwzgledniono jedynie atomy Co.
Paski wzdluz osi poziomej oznaczajg istotne regiony domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony),
centrum aktywne (fuksja), miejsce wigzqce inhibitor (turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania
struktury tetramerycznej biatka (zielony) i ogon-C (Z6ity) Interpretacja wykresu dolnego jest nastepujgca:
roznica jest dodatnia jesli dany aminokwas stal si¢ bardziej ruchliwy po zwigzaniu inhibitora i ujemna jesli
ulegt on usztywnieniu.

W przypadku modeli, w ktorych w centrum katalitycznym zwigzany byt Fru-6-P,
zmiany ruchliwosci wygladaty nieco inaczej. Cho¢, jak wida¢ na Rysunku 39,
zaobserwowane roznice rowniez dotyczyly fragmentow majacych znaczenie biologiczne,
nie we wszystkich przypadkach polegaly na usztywnieniu aminokwasow — przyktadowo,
reszty 699-702 i 711-712, wchodzace w sktad ogona-C, zostaly usztywnione, za$ ruchliwosé¢

pozostatych tworzacych go aminokwasow znaczgco wzrosta.

Poniewaz jedyna réznica pomigdzy dwiema powyzszymi analizami polegata na obecnosci
substratu w centrum aktywnym, uznatam, ze moze to by¢ przyczyna czgsci rozbiezno$ci
pomiedzy wykresami. Postanowitam zatem sprawdzi¢, ktore ze zmian wynikaty wylgcznie
z obecnosci Fru-6-P. W tym celu, przeprowadzitam analizy poréwnawcze pomigdzy
modelem bez ligandow i wersja z samym substratem a takze pomigdzy modelem z samym
inhibitorem i kompleksem z dwoma ligandami. Analizy te zobrazowatam na Rysunku 41
I Rysunku 42.
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Rysunek 40: Porownanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomigdzy domeng 1SOM
bez inhibitora w wersji niezwigzanej i zwigzanej z substratem. Analiza przeprowadzona zostata na przedziale
145-300 ns dla biatka bez substratu i na przedziale 140-300 ns dla biatka z substratem. Wartosci zostaly
usrednione po podjednostkach tetrameru dla biatka bez substratu i po podjednostkach A i B dla biatka
z substratem. W analizie uwzgledniono jedynie atomy Ca. Paski wzdiuz osi poziomej oznaczajq istotne regiony
domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne (fuksja), miejsce wigzgce inhibitor
(turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej biatka (zielony)
Interpretacja wykresu dolnego jest nastepujqca: roznica jest dodatnia jesli dany aminokwas stat sie bardziej
ruchliwy po zwigzaniu substratu i ujemna jesli ulegl on usztywnieniu.

Na obu poréwnywanych wykresach rzuca si¢ w oczy duzy, charakterystyczny wzrost
ruchliwosci fragmentu 560-570. Poniewaz nie byt on widoczny ani na Rysunku 38
ani na Rysunku 39, wydaje si¢ by¢ bezposrednio powigzany z obecno$cig Fru-6-P
w centrum aktywnym. Odpowiadajace temu fragmentowi aminokwasy nalezg do helisy CB
(Rysunek 7a), dla ktorej Raczynska i wsp. nie przypisali zadnej szczegdlnej funkcji
biologicznej (Raczynska et al. 2007) i ktora nie lezy w sasiedztwie zadnego z miejsc
wigzacych ligandy. Cho¢ na Rysunku 36 analizowany fragment wydaje si¢ by¢ stosunkowo
blisko ogona-C, w rzeczywistosci odlegtos¢ miedzy nimi jest dos¢ duza —wynosi ok.1,5 nm.
Biorac jednak pod uwage zakres ruchéw ogona-C w modelu z substratem, pokazany
na Rysunku 35 mozliwe jest, ze siggat az do okolic reszt 560-570 i powodowal wzrost
ich ruchliwosci.
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Rysunek 41: Porownanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomigdzy domeng 1SOM
Z inhibitorem w wersji niezwiqzanej i zwigzanej 7 substratem. Analiza przeprowadzona zostala na przedziale
145-300 ns dla biatka bez substratu z inhibitorem i na przedziale 140-300 ns dla biatka z substratem
i inhibitorem. Wartosci zostaly usrednione po podjednostkach tetrameru dla biatka bez substratu
i po podjednostkach A i B dia biatka z substratem. W analizie uwzgledniono jedynie atomy Co. Paski wzdiuz
osi poziomej oznaczajq istotne regiony domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne
(fuksja), miejsce wigzgce inhibitor (turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej
biatka (zielony) i ogon-C (z6tty). Interpretacja wykresu dolnego jest nastepujqca: réznica jest dodatnia jesli
dany aminokwas stal si¢ bardziej ruchliwy po zwigzaniu substratu i ujemna jesli ulegl on usztywnieniu.

Z Rysunku 41 wynika, ze zwigzanie substratu do domeny ISOM bez ligandow miato
podobne konsekwencje do zwigzania inhibitora do tego samego modelu — skutkowato
usztywnieniem struktury glownie w jej N-koncowej czgsci oraz w obrebie ogona-C.
Moze to sugerowac, ze zaobserwowane zmniejszenie ruchliwosci atomow w poréwnaniu
do domeny w stanie wolnym wynika glownie z obecnosci dodatkowych wigzan
wodorowych i mostkow solnych, utworzonych na skutek zwigzania liganda a nie z natury
tego ostatniego. Doniesienia literaturowe dotyczace bakteryjnej syntazy GICN-6-P mowia
0 znaczacym wzroscie uporzadkowania jej struktury na skutek zwigzania substratu
cukrowego, a obserwacja ta dotyczy w szczegodlnosci ogona-C, ktory w biatku w stanie
wolnym ma nieuporzgdkowang budowe i formuje regularng petle dopiero w obecnos$ci
Fru-6-P (Mouilleron et al. 2008). Zatem, opisywane przeze mnie zjawisko mogloby mie¢
podobne podtoze i dowodzi¢ prawidlowego zachowania domeny ISOM wobec wigzania
substratu.
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W $wietle tych wnioskow, w przypadku rozbieznos$ci pomie¢dzy wynikami dotyczacymi
wplywu zwigzania inhibitora na ruchliwo$¢ domeny ISOM, bardziej uzasadnione
wydawaloby sie sugerowanie rezultatami analiz uwzgledniajacymi obecno$¢ Fru-6-P,
cho¢ nalezy przypomniec, ze wcigz nie ma pewnosci czy UDP-GIcNAc wigze si¢ do enzymu
wolnego, czy tez do zawierajacego juz substrat (Raczynska et al. 2007). W kazdym razie,
wystepowanie pewnych wspolnych dla obu analiz zmiany ruchliwosci ogona-C i reszt
aminokwasowych budujacych miejsca wigzania ligandow oraz odpowiedzialnych
za zachowanie struktury tetramerycznej domeny, pozwalaja sadzi¢, ze maja one zwiazek
Z inhibicjg pod wptywem UDP-GIcNAC.

Miejsce wiqgzania inhibitora

Miejsce wigzace inhibitor potozone jest w N-koncowej czesci domeny ISOM, a tworzg je
reszty aminokwasowe: 381-388, 474, 476, 484 i 487-492. Jak zostalo juz wspomniane
wczesniej, wigzaniu do biatka podlega glownie uracylowa czes¢ czasteczki, ktora

wpasowuje si¢ w zlokalizowang na powierzchni domeny ISOM kieszen wigzaca.

Poréwnanie fluktuacji aminokwasow dla symulacji struktur niezawierajacych substratu
wykazato, ze na skutek zwigzania UDP-GIcNAc, usztywnieniu ulegly prawie wszystkie
reszty budujagce miejsce wigzania tegoz inhibitora. Natomiast dla symulacji
uwzgledniajacych obecnos$¢ Fru-6-P  w centrum aktywnym, wyniki sg bardziej
zroznicowane: aminokwasy 385-388 i 487-489 ulegly usztywnieniu, podczas gdy reszty
383-384, 476, 484 i 490-492 staly si¢ bardziej ruchliwe. Obserwacja ta jest o tyle
interesujagca, ze jak wida¢ na Rysunku 42, spadek ruchliwosci dotyczyt aminokwasow
ulokowanych na powierzchni biatka, za§ wzrost — reszt znajdujacych si¢ w zaglebieniu
kieszeni wigzacej. Mozna przypuszcza, ze usztywnienie jest bezpos$rednim skutkiem
ustabilizowania catej struktury na skutek zwigzania liganda, natomiast wzrost ruchliwosci
reszt otaczajacych uracylowa czg¢$¢ inhibitora, a W szczegolnosci Vald76 i His492, moze
mie¢ znaczenie biologiczne — jako Ze te dwa aminokwasy usytuowane sg niejako pomigdzy
oboma ligandami, ich wzmozona ruchliwo$¢ mogtaby wptywaé destabilizujgco na centrum
aktywne enzymu.
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Rysunek 42: Fragment jednej z podjednostek
domeny ISOM ze zwigzanymi ligandami,
przedstawionymi jako patyczki (Fru-6-P

W kolorze fuksji zas UDP-GICNAc w kolorze
turkusowym). Miejsca wigzgce oba ligandy
zostaly pokazane jako kule, ktorych kolor
oznacza Wzrost ruchliwosci danej reszty

W wyniku zwigzania inhibitora (26ity)

bgdz jego usztywnienie (pomaranczowy).

Poréwnanie struktur statycznych domeny ISOM w stanie wolnym oraz ze zwigzanym
inhibitorem, ktoére przeprowadzita Raczynska i in., wykazalo nieznaczna zmiang
konformacyjng majaca miejsce na skutek zwigzania inhibitora. Zmiana ta dotyczyla
tworzacych petle reszt aminokwasowych 381-388, ktorymi polaczone zostaty grupy
fosforanowe oraz pierscien rybozowy UDP-GIcNAc. Dodatkowo za$, tancuch boczny
koncowego Trp388 wulegl przemieszczeniu wzglgdem enzymu w sStanie wolnym
(Raczynska et al. 2007). Zmiany dotyczace wymienionego fragmentu sg rowniez widoczne
na wykresach obrazujacych wyliczone przeze mnie réznice RMSF pomi¢dzy modelami
roéznigcymi si¢ jedynie obecnoscia inhibitora (Rysunek 38 i Rysunek 39. W obu przypadkach
na skutek zwigzania UDP-GIcNAc, usztywnieniu ulegly reszty 385-388, w tym Trp388.
Powyzsze obserwacje potwierdzaja zgodnos¢ przeprowadzonych przeze mnie symulacji
z badaniami prowadzonymi metodami tradycyjnymi.
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Struktura oligomeryczna biatka

Tetrameryczng struktur¢ domen izomerazowych pochodzenia eukariotycznego mozna
okresli¢ mianem dimera prokarioto-podobnych dimeréow: AB oraz CD (Rysunek 25).
Podobnie jak w przypadku podatnosci na regulacje pod wptywem UDP-GICNAc, budowa
czwartorzedowa jest cechg charakterystyczng eukariotycznej wersji enzymu a reszty
aminokwasowe uczestniczace w tworzeniu interfejsy miedzy dimerami u eukariotéw, nie sg
zakonserwowane w strukturach prokariotycznych (Durand et al. 2008). Badania
przeprowadzone niedawno przez Kwiatkowska-Semrau pozwolily zidentyfikowaé reszty
aminokwasowe odgrywajace szczegodlnie istotng rolg w tworzeniu wspomnianego interfejsu,
dzigki ktoremu utrzymywana jest struktura tetrameryczna eukariotycznej syntazy GIcN-6-P
(Kwiatkowska-Semrau 2015). Resztami tymi, ulokowanymi wylacznie w N-koncowe;j
czesci tancucha polipeptydowego, sa: Arg394, Arg442, Asp524, Ser525, Ser527. W ramach
moich badan postanowitam sprawdzi¢ czy nie da si¢ wykry¢ zaleznos$ci pomiedzy tymi
dwiema charakterystycznymi dla eukariotéw cechami tj. pomiedzy zwigzaniem
UDP-GIcNAc a zmianami w obrgbie powierzchni kontaktu migdzy podjednostkami
tetrameru.

Przeprowadzone przeze mnie analizy RMSF dla aminokwasow tworzacych powierzchnig
kontaktu pomiedzy dimerami sugeruja istotne zmiany w ich ruchliwos$ci, majace miejsce
na skutek zwigzania inhibitora. Zmiany te widoczne s3 pomi¢dzy modelami ze zwigzanym
substratem (Rysunek 39) i polegaja na znaczacym wzroscie ruchliwosci petli 524-527,
tworzacej powierzchni¢ kontaktu pomigdzy utoZzonymi symetrycznie wzgledem siebie
tancuchami A i D (Rysunek 7b) oraz niewielkim usztywnieniu reszt Arg394 i Arg442,
odpowiedzialnych za kontakt pomiedzy diagonalnie utozonymi podjednostkami A 1 C
(Rysunek 7¢). Dla pordéwnania, samo zwigzanie substratu ma niewielki skutek,

przejawiajacy si¢ jedynie usztywnieniem reszt 525-527 (Rysunek 40).

Powyzsze obserwacje wspolnie z wynikami analizy ilo$ci wigzan wodorowych pomigdzy
dimerami (Tabela 4 i Rysunek 27) pozwalaja przypuszczaé, ze zmiany w powierzchni
kontaktu majace miejsce w wyniku zwigzania UDP-GICNAC, nie powodujg rozsuwania si¢
dimeréw. Wzrost ilo$ci wigzan wodorowych pomiedzy dimerami przy jednoczesnych
zmianach ruchliwo$ci tworzacych powierzchni¢ kontaktu aminokwasow, moga by¢ oznaka
wzajemnej reorientacji dimerow. W ten sposob, zwigkszenie ruchliwosci petli 524-527,
w wyniku ktorego tworzenie wymaganych wigzan wodorowych z petla 524-527 domeny
naprzeciwleglej nie bytoby mozliwe, skutkowaloby zmiang jako§ciowa w powierzchni
kontaktu — inne reszty przejetyby funkcje podtrzymywania struktury tetramerycznej biatka.
Cho¢ zmiany w powierzchni kontaktu pomiedzy dimerami wydaja si¢ by¢ powiazane
z obecnosciag UDP-GICNACc, powyzsze spekulacje dotyczace wzajemnej reorientacji
dimerow, wymagaja jednak dalszych badan.
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Centrum aktywne

Kontynuujac rozwazania dotyczace zmian zachodzacych w obregbie istotnych
z biologicznego punktu widzenia fragmentow struktury, przeanalizowalam rdéznice
w ruchliwo$ci pomigdzy symulacjami dla reszt tworzacych centrum katalityczne enzymu.
W przypadku eukariotycznej domeny izomerazowej syntazy GIcN-6-P, jest ono zbudowane
z reszt aminokwasowych: 403-406, 450-455, 501-503, 539, 551, 588, 591, 599, 600, 6077,
707, nalezacych zar6wno do N-koncowej jak i C-koncowej czesci domeny ISOM.

Jak wspomniatam juz wcze$niej, zwigzanie fruktozo-6-fosforanu w centrum katalitycznym
domeny ISOM w stanie wolnym, poskutkowato usztywnieniem wszystkich budujgcych
kieszen wigzgcg aminokwasow nalezacych do N-koncowej czesci biatka oraz nalezacej
do ogona-C reszty Lys707. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi dla
prokariotycznej wersji enzymu, w przypadku ktorej nieuporzadkowana struktura ogona-C
tworzy regularng petle dopiero i jedynie po zwigzaniu substratu w centrum aktywnym
(Mouilleron et al. 2008). Jak sugeruja Raczynska i wsp., prawdopodobne jest, ze w syntazie
GIcN-6-P pochodzacej z C. albicans, struktura ogona-C musi zosta¢ uporzgdkowana aby
cykliczny substrat mogl prawidlowo utozy¢ sie w kieszeni wigzacej 1 aby umozliwic¢
katalitycznej His607* otwarcie pierScienia cukrowego (Raczynska et al. 2007). W $wietle
tych stwierdzen, odnotowane zmiany ruchliwo$ci wydaja si¢ odzwierciedla¢ rzeczywiste
zachowanie bialka.

Z Rysunku 38 wynika, ze zwigzanie inhibitora pod nieobecnos$¢ substratu spowodowato
usztywnienie reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w N-koncowej czesci domeny ISOM,
tj. 403-406, 450-455 i 501-503, a takze, w najwigkszym stopniu, reszty Lys707,
ktora wehodzi w sktad ogona-C. Jak zostato powiedziane wczesniej, powyzsza obserwacja
moze wynika¢ z ogblnej stabilizacji struktury na skutek utworzenia dodatkowych wigzan
wodorowych i mostkéw solnych w sasiedztwie miejsca wigzacego ligand. Z drugiej strony
jednak nie wyjasnia to usztywnienia oddalonego o 1,5 nm ogona-C — do wyjasnienia

tej kwestii przejde w dalszej czeSci tego rozdziatu.

Analiza konsekwencji zwigzania inhibitora w obecno$ci substratu, przedstawiona
na Rysunku 39, wykazata bardzo mate zmiany ruchliwosci budujacych centrum katalityczne
enzymu aminokwasow. Poza reszta Lys707, dla ktérej odnotowalam znaczacy wzrost
ruchliwosci, podobnym zmianom, aczkolwiek w zdecydowanie mniejszym stopniu, ulegty
tylko fluktuacje aminokwasow 450-455, tworzacych petle otaczajaca fosforanowa czes¢
substratu oraz reszty Val501 i His607%, ktore z kolei zostaty usztywnione.
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Reszta His607* nalezy do sasiadujacej podjednostki tego samego dimera i ma kluczowe
znaczenie w reakcji katalitycznej. Co charakterystyczne, moze ona prawidlowo wypetniaé¢
swa role jedynie przy odpowiednim ulozeniu wzgledem siebie podjednostek dimera
(Raczynska et al. 2007). Porownanie wartosci RMSF dla domeny zawierajacej
I niezawierajacej inhibitor w obecnos$ci substratu (Rysunek 39) wskazuje na zmniejszenie
si¢ ruchliwosci tej reszty aminokwasowej pod wptywem UDP-GIcNAc. Co ciekawe,
usztywnienie nic wynika ze zwigzania samego substratu, gdyz jak wida¢ na Rysunku 40,
to ostatnie skutkuje raczej wzrostem ruchliwosci His607%. Sugeruje to zwigzek wzrostu
ruchliwosci tej reszty z obecnos$cia inhibitora a biorac pod uwage jej rolg w mechanizmie
katalizowanej reakcji, moze rowniez mie¢ implikacje dla inhibicji zachodzacej na skutek
zwigzania UDP-GICNAc. Warto zauwazy¢, ze wyniki te sa zgodne z obserwacjami
opisanymi przez Raczynska i wsp., wedtug ktorych w strukturach krystalicznych domeny
ISOM pochodzacej z C. albicans, reszta His607* jest albo catkowicie (w strukturach bez
inhibitora) albo czesciowo (w strukturach z inhibitorem) niewidoczna, przy czym reszty
widoczne sg w formie nieaktywnej — sg za daleko od centrum aktywnego, za$ niewidoczne
moglyby by¢ aktywne przy zalozeniu, ze ruchliwos¢ jest warunkiem Kkoniecznym
do aktywnosci (Raczynska et al. 2007).

Obserwowany przeze mnie spadek ruchliwosci moglby oznaczaé, ze reszta His607" zostata
odsuniecta od centrum Katalitycznego domeny. W celu weryfikacji tej hipotezy,
przenalizowalam i zobrazowatam na Rysunku 43 zmiany odlegtosci pomiedzy His607*
a srodkiem masy centrum aktywnego sasiedniej podjednostki, po czym poréwnatam je pod
katem zwigzku z obecno$cig inhibitora zaréwno dla modeli bez substratu jak i z substratem.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze w obu przypadkach, His607* byta o okoto 0,25 nm blizej
centrum aktywnego niz w modelu domeny ze zwigzanym UDP-GIcNAC,
co prawdopodobnie uniemozliwialo jej wypelnianie roli w mechanizmie katalizowanej
reakcji.
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Rysunek 43: Poréwnanie ewolucji odlegtosci pomiedzy His607* a sSrodkiem masy centrum aktywnego pomiedzy
modelami domeny ISOM réznigcymi sie jedynie obecnoscig inhibitora. Wartosci zostaly usrednione
po podjednostkach tetrameru da symulacji bez substratu (powyzej) i po podjednostkach dimeru AB
dla symulacji z substratem (ponizej).

Ogon-C

We wszystkich przeprowadzonych przeze mnie symulacjach ogon-C byt najbardziej
ruchliwym fragmentem domeny izomerazowej, co doskonale widoczne jest na Rysunku 31.
Analizy przeprowadzone metoda gtéwnych sktadowych dla wszystkich wariantow domeny
ISOM, potwierdzity te obserwacje — szerokiemu zakresowi ruchéw towarzyszyly zmiany
konformacyjne: naprzemienne rozwijanie si¢ i zwijanie w mniej lub bardziej regularng petle
(Rysunek 35), swobodnie si¢gajaca sasiedniej podjednostki izachodzgca na nig
(Rysunek 44), co jest zgodne z obserwacjami odnotowanymi dla ogona-C syntazy GIcN-6-P
pochodzenia prokariotycznego (Mouilleron et al. 2008). Ruchliwo$¢ tego fragmentu
struktury znajduje potwierdzenie rowniez W eksperymencie Kkrystalograficznym —
wyjatkowo duza labilnos¢ jest przyczyna jego nieobecnosci we wszystkich otrzymanych
dotychczas strukturach domeny ISOM pochodzenia eukariotycznego. Kwestia ta zostala
wyczerpujaco opisana w dedykowanym strukturom krystalicznym artykule (Raczynska et
al. 2007). W uzytych przeze mnie modelach domeny ISOM, ogony-C, podobnie jak
pozostate brakujgce atomy, zostaly dodane do struktury metodami modelowania
homologicznego w oparciu o strukture prokariotyczng pochodzaca z E. coli.
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Poréwnanie zmian RMSF wywotanych obecnos$cig substratu w centrum aktywnym domeny
ISOM w stanie wolnym wykazato, ze zwigzanie Fru-6-P wydaje si¢ stabilizowa¢ strukture
biatka (Rysunek 40), a w szczegdlnym stopniu 0gon-C, sposrdéd ktorego najwieksza
amplituda zmian dotyczyta reszty Lys707. Poniewaz nalezy ona do aminokwasow
bezposrednio zaangazowanych w wigzanie substratu, powyzsza obserwacja jest spojna
z wynikami badan dotyczgcymi struktury prokariotycznej domeny ISOM pochodzacej
z E. coli, dla ktorej odnotowano wzrost uporzadkowania C-koncowych reszt, formujacych
petle ogona-C na skutek zwigzania substratu cukrowego (Mouilleron et al. 2008).
Nalezy jednak sprecyzowaé, ze pomimo domniemanej analogii, skala opisywanego
zjawiska musi by¢ inna — W przeciwienstwie do enzymu z C. albicans, ogony-C w biatku
pochodzacym z E. coli sg doskonale widoczne w strukturach krystalicznych. Sugeruje to,
ze stopien usztywnienia ogonow-C W syntazie eukariotycznej jest o wiele mniejszy niz
w bakteryjnym analogu (Raczynska et al. 2007) i sam w sobie nie wystarcza
do uwidocznienia tych fragmentow w eksperymentach krystalograficznych.

Rysunek 44: Zakres ruchéw wzdiuz pierwszej giownej sktadowej dla przykladowej struktury pokazany
w izolowanej podjednostce (a) oraz w dimerze (b); ogon-C wyrdzniono kolorem czarnym.

Wspomnialam wczesniej, ze w wyniku zwigzania inhibitora pod nieobecno$¢ substratu,
W najwigkszym stopniu usztywniona zostata reszta Lys707 oraz pozostale aminokwasy
tworzace 0ogon-C (Rysunek 38). Zakres zmian ruchliwos$ci i wazna rola, jakg odgrywa on
W procesie ~ wigzania  substratu = w  organizmach  prokariotycznych  sugeruja,
ze zaobserwowane rozbiezno$ci moga mie¢ zwigzek =z inhibicja pod wpltywem
UDP-GIcNAC. Z kolei wyniki badan przeprowadzonych przez Olchowego i wsp. sugeruja,
ze obnizenie aktywnoS$ci enzymu wywolane obecnos$cig fizjologicznego inhibitora zwigzane
jest z zaburzaniem komunikacji pomigdzy domenami ISOM i GAT a nie z bezposrednim
hamowaniem aktywnosci ktorejkolwiek z nich. Wiadomo réwniez, ze w przekazywanie
sygnatu zaangazowane sg cztery C-koncowe aminokwasy ogona-C: Val709, Thr710,
Val711 i Glu712 (Olchowy et al. 2007). Zatem, usztywnienie tych reszt musi mieé
konsekwencje w postaci pogorszenia komunikacji miedzy domenami, co z kolei wplywa

na aktywnos$¢ catego enzymu.
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W przypadku, gdy w centrum aktywnym zwigzany byl Fru-6-P, ruchliwo$¢ ogona-C
rébwniez ulegla znaczacym zmianom na skutek zwigzania UDP-GICNAc. Roznice te,
doskonale widoczne na Rysunku 39, miaty jednak mniej jednorodny charakter: usztywnione
zostaly reszty Asp700 i Glu712, odpowiadajace skrajom ogona-C, natomiast jego srodkowa
cze$¢ stata si¢ bardziej ruchliwa. Kluczem do wyjasnienia rozbieznosci moze by¢ reszta
Lys707, nalezagca do aminokwasdéw wigzacych substrat w centrum aktywnym. Znajduje si¢
ona w srodkowej cze$ci ogona-C, tak wiec gdy wigze si¢ Fru-6-P, w tej wilasnie czesci
ogona-C tworza si¢ nowe oddzialywania, dzigki ktorym zostaje ona w szczegdlnym stopniu
usztywniona (Rysunek 40). Gdy za$ do tej domeny z substratem wigze si¢ inhibitor, mozna
odnotowa¢ zwigkszenie ruchliwo$ci aminokwaséw budujacych centrum aktywne,
w tym rowniez Lys707.

To zjawisko daje si¢ zaobserwowaé zaréwno na Rysunku 39 jak i na Rysunku 41.
Biorac pod uwagg, ze do prawidlowego zwigzania liganda wymagana jest stabilnos$¢ jego
miejsca wigzacego, mozna przypuszczac, ze wzrost ruchliwosci reszt tworzacych centrum
aktywne zaburza wigzanie substratu. Przypuszczenie nie znajduje co prawda
bezposredniego potwierdzenia w strukturze krystalicznej (Raczynska et al. 2007),
aczkolwiek sami autorzy eksperymentu przyznaja, ze nie wszystkie aspekty aktywnosSci
enzymu zostaly wyjasnione, co pozostawia miejsce na spekulacje i przewidywania
dotyczace migdzy innymi procesu inhibicji zachodzacego pod wplywem wigzania
UDP-GIcNAc.

Tak czy inaczej, widoczny na Rysunku 39 wzrost ruchliwos$ci reszty Lys707 i usztywnienie
sasiadujacych z nig czterech reszt majacych wptyw na komunikacje i przekazywanie sygnatu
mi¢dzy domenami enzymu wydaje si¢ potwierdza¢ hipotez¢ inhibicji pod wpltywem
UDP-GIcNAc, dotyczacg uposledzenia przenoszenia sygnatu pomiedzy domenami enzymu
za posrednictwem ogona-C, jak réwniez destabilizacji centrum aktywnego na skutek

Zwigzania inhibitora.
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111.2.2.3 Poré6wnanie symulacji dzikiego biatka w stanie wolnym oraz mutanta -

mechanizm ,ogonozamka”

W trakcie rozwazan dotyczacych zmian ruchliwos$ci ogona-C na skutek zwigzania ligandow,
nasuncta mi si¢ analogia do postawionej wczesniej W Katedrze Technologii Lekéw
i Biochemii PG hipotezy ,,zamka” ogona-C. Hipoteza ta zaktada, ze struktura domeny ISOM
pochodzacej z organizméw prokariotycznych rozni si¢ od swojego, podatnego na inhibicje
przez UDP-GIcNAc, eukariotycznego odpowiednika nie tylko brakiem miejsca wigzania
tego inhibitora, ale réwniez obecno$cig dodatkowego mechanizmu stabilizujacego ogon-C,

nazwanego roboczo ,,zamkiem ogona-C” lub ,,ogonozamkiem” (ang. C-tail lock).

Opisane w poprzednim rozdziale analizy pokazaly, ze ogon-C jest blokowany w formie
bardzo ruchliwej, aczkolwiek spigtej na obu koncach, petli. W strukturach bakteryjnych
mechanizm ten jest, wilasnie ze wzgledu na obecno$¢ kompletnego ,,0gonozamka”,
zdecydowanie bardziej efektywny i, jak opisano w licznych doniesieniach literaturowych,
po zwigzaniu Fru-6-P, nieregularna forma tego fragmentu tancucha ulega uporzadkowaniu
(Mouilleron et al. 2008) do tego stopnia, ze mozliwe jest jego uwidocznienie w strukturze
krystalicznej.

GFPT1_HUMAN 333 IMKGNFSSFMQKEIFEQPESVVNTMRGRVNFDDYTVNLGGLKDHIKEIQRCRRLILIACG
GLMS_ECOLI 243 GDKGIYRHYMQKEIYEQPNAIKNTLTGRISHGQVDLSELGPN-ADELLSKVEHIQILACG
GFA1_CANAL 345 IMKGPYKHFMQKEIFEQPDSAFNTMRGRIDFENCVVTLGGLKSWLSTIRRCRRIIMIACG
* %k . ***** ¥k kK o (3 ** ** 2 : & * . = . . %1 e o %k %k
GFPT1_HUMAN 393 TSYHAGVATRQVLEELTELPVMVELASDFSDRNTPVFRDDVCFFLSQSGETADTLYGLRY
GLMS_ECOLI 302 TSYNSGMVSRYWFESLAGIPCDVEIASEF{YRKSAVRRNSLMITLSQSGETADTLMGLRL
GFA1_CANAL 405 TSYHSCLATRSIFEELTEIPVSVELASDFSDRRSPVFRDDTCVFVSQSGETADSINALQY
***.: :_:* :*.*: :* **:**:* *': * *:. :********:: .*:
GFPT1_HUMAN 571 EGALKIKEITYMHSEGILAGELHGPLALVDKLMPVIMIIMRDHTYAKCQNALQQVVARQ
GLMS_ECOLI 481 EGALKLKEISYIHAEAYAAGEL HGPLALIDADMPVIVVAPNNELLEKLKSNIEEVRARG
GFA1_CANAL 584 EGALKIKEISYMHSEGVLAGEL HGILALVDEDLPIIAFATRDSLFPKVMSAIEQVTARD
***** *** * * * 3 % 3k %k %k %k %k *** % * * . . . * %k ¥
GFPT1_HUMAN 631 GRPVVICDKEDTETI-KNTKRTIKVPHSVDCLQGILSVIPLQLLAFHLAVLRGYDVDFPR
GLMS_ECOLI 541 GQLYVFADQDAGFVSSDN-MHIIEMPHVEEVIAPIFYTVPLQLLAYHVALIKGTDVDQPR
GFA1_CANAL 644 GRPIVICNEGDAIISNDKVHTTLEVPETVDCLQGLLNVIPLQLISYNLAVNRGIDVDFPR
LN o somk,  § % g gylmkkaes Gk ok okl dok
GFPT1_HUMAN 690 NLAKSVTV[4 698
GLMS_ECOLI 600 NLAKSVTV|d 608
GFA1_CANAL 704 NLAKSVTV|d 712

%k %k %k %k %k %k k k %k
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Rysunek 45: Nalozenie wielosekwencyjne domen ISOM syntazy GICN-6-P pochodzgcej z komorek ludzkich,
z C. albicans oraz z E. coli. Reszty tworzgce ogon-C sq podkresione kolorem zéttym ; Glu608, aminokwasy
tworzqce ,,ogonozamek” jak rowniez aminokwasy zastgpione z powodow sterycznych oznaCzono na CZerwono
; Asp596 i aminokwasy tworzqce strukture podobng do petli-P i unieruchamiajgce N-koricowq czesé¢ ogona-C

wyszczegolniono kolorem zielonym.
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Jak zauwazyt dr inz. M. Wojciechowski, poréwnanie struktur i natozenie wielosekwencyjne
domen izomerazowych syntazy GIcN-6-P pochodzgcych z organizméw prokariotycznych
i eukariotycznych (Rysunek 45) ujawnia pewne interesujgce cechy obu wersji enzymu.
Na samym poczatku domeny mozna wyrdézni¢ mata, dodatnio natadowana kieszen,
zbudowang z kilku silnie zakonserwowanych reszt aminokwasowych. Resztami tymi
sg mianowicie Lys245 1 His250, ktorych tancuchy boczne, wspolnie ze skierowanymi
do $rodka grupami aminowymi szkieletow reszt Tyr251, Met252 i GIn253, tworzg strukture
podobng do tzw. petli-P, obecnej w wielu enzymach wiazgcych ugrupowania fosforanowe
I majacej zdolno$¢ wigzania ujemnie natadowanych reszt (Rysunek 46). Wymienione grupy
aminowe reszt Tyr251, Met252 i GIn253 ulokowane sg na N-koncu a-helisy, tak jak ma to
miejsce we wspomnianej strukturze petli-P. Co ciekawe, w tym konkretnym przypadku
wigzane przez nie jest nie ugrupowanie fosforanowe, lecz grupa karboksylowa lancucha
bocznego reszty Asp596, ktora jest bardzo dobrze zakonserwowana w sekwencjach syntazy
GIcN-6-P. Poniewaz reszta ta jest ulokowana w poblizu C-konca, wspomniane
oddziatywanie skutkuje ustabilizowaniem struktury catej domeny poprzez spigcie razem
jej C- i N- terminalnych fragmentow. Pozostate aminokwasy ogona-C tworzg strukture
nieregularnej petli, zamykajacej centrum aktywne domeny ISOM niczym wieko skrzyni,

ktorego zawiasem jest wspomniana struktura.

Rysunek 46: Dimer domen ISOM
syntazy GIcN-6-P pochodzenia
bakteryjnego (PDB: 1JXA).
N-koricowa czes¢ tancucha
tworzgcego ogon-C pokazana jest
jako niebieska rurka, a substrat
w centrum aktywnym — jako
patyczki. Na dole pokazano
Zblizenie poczqtku (p prawej)

i konca (po lewej) ogona-C.

Dla przejrzystosci rysunku,
pokazane zostaly tylko atomy
szkieletu reszt: Tyr251, Met252

i GIn253 obejmujgce N-koniec
pierwszej a-helisy w tej domenie.
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C-koncowa reszta Glu608 (stanowigca jednocze$nie koniec ogona-C) ulokowana jest
po przeciwnej stronie kieszeni wigzacej, a jej otoczenie roézni si¢ nieco w strukturach
eukariotycznych i prokariotycznych tej domeny. Dla biatka pochodzacego z E. coli,
potozenie tej reszty zablokowane jest dwoma mostkami solnymi, powstalymi w wyniku
oddziatywan pomiedzy Glu608 a taficuchami bocznymi Lys503* i Arg331. Aminokwasy te
tworza zamknie¢cie wieka wspomnianej skrzyni nazwane wlasnie ,,zamkiem ogona-C”
lub ,,ogonozamkiem” (Rysunek 46). Natomiast w enzymach pochodzenia eukariotycznego,
reszta Arg331 zastgpiona jest leucyna, przez co w strukturze ,,ogonozamka” brakuje
istotnego elementu (Rysunek 45). W konsekwencji tego braku, ruchliwo$¢ ogona-C
w enzymach pochodzgcych z organizméw ludzkich i z C. albicans jest zdecydowanie mniej
ograniczona niz w bakteryjnych syntazach GIcN-6-P 1 tym tatwiej moze by¢ modulowana
na przyktad poprzez. wigzanie dodatkowych ligandéw. Warto przypomnie¢, ze to wtasnie
enzymy z organizméw eukariotycznych podatne s3 na inhibicje¢ pod wplywem
UDP-GIcN-6-P, podczas gdy biatko z E. coli nie jest. Zatem, mozna przypuszczac,
ze obecnos¢ lub brak ,,ogonozamka” w strukturze enzymu warunkuje stopien ruchliwos$ci
ogona-C oraz jego podatno$¢ na zmiany w ruchliwosci wywotane dodatkowymi

czynnikami, takimi jak. zwigzanie inhibitora.

W celu weryfikacji tej hipotezy, przygotowana zostala zmodyfikowana wersja
eukariotycznej domeny ISOM, oparta — podobnie jak dla wszystkich analizowanych modeli
— na strukturze krystalicznej PDB: 2PUV. Modyfikacja dotyczyta wprowadzenia
,»ogonozamka” poprzez zastagpienie Leu434 — odpowiednika Arg331 z E. coli w strukturze
pochodzacej z C. albicans — przez reszte arginylowa. Glownym celem eksperymentu byto
sprawdzenie w jaki sposob wyzej wymieniona zmiana wptynie na ruchliwo$¢ ogona-C,

a konkretnie czy ruchliwos¢ ta ulegnie obnizeniu na skutek dziatania ,,ogonozamka”.
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Rysunek 47: Poréwnanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomiedzy modelem
domeny ISOM bez ligandow i muteiny. Analiza przeprowadzona zostata na przedziale 145-300 ns. Wartosci
zostaly usrednione po podjednostkach tetrameru. W analizie uwzgledniono jedynie atomy Co. Paski wzdluz osi
poziomej oznaczajq istotne regiony domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony), centrum aktywne
(fuksja), miejsce wigzgce inhibitor (turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania struktury tetramerycznej
biatka (zielony) i ogon-C (Zolty). Interpretacja wykresu dolnego jest nastgpujgca: roznica jest dodatnia jesli
dany aminokwas stal sie bardziej ruchliwy w wyniku wprowadzenia ,,ogonozamka” i ujemna jesli ulegt on
usztywnieniu.

Przeprowadzone przeze mnie analizy strukturalne opieraly si¢ przede wszystkim
na porownaniu fluktuacji wegli a pomigdzy symulacjami modelu muteiny a biatka
natywnego. Jak wida¢ na Rysunku 47, wprowadzenie struktury ,,ogonozamka”
bez watpienia wywartlo wplyw na ruchliwo$¢ biatka, a mianowicie przyczynito si¢
do usztywnienia niemal catej jego struktury. Tak jak oczekiwano, fragmentem dla ktorego
zmiany te byly najbardziej widoczne byl ogon-C — $rednie warto§ci RMSF dla tworzacych
go reszt aminokwasowych zmalaly o okoto 0,15 — 0,20 nm. Tym samym, hipoteza wpltywu
»ogonozamka” na usztywnienie ogona-C zostata potwierdzona. Osobna kwestig jest
aktywno$¢ tak zmodyfikowanego enzymu, a w szczegodlnosci zmiana jego podatnos$ci
na inhibicj¢ w wyniku zwigzania UDP-GIcNAc, ktora to powinna zosta¢ sprawdzona
eksperymentalnie.
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Rysunek 48: Poréwnanie wartosci RMSF (powyzej) oraz wykres réznicowy (ponizej) pomigdzy modelem
domeny ISOM ze zwigzanym inhibitorem i muteiny. Analiza przeprowadzona zostata na przedziale 145-300 ns.
Wartosci zostaly usrednione po podjednostkach tetrameru. W analizie uwzgledniono jedynie atomy Co.
Paski wzdluz osi poziomej oznaczajg istotne regiony domeny ISOM: wprowadzone mutacje (czerwony),
centrum aktywne (fuksja), miejsce wigzqce inhibitor (turkusowy), aminokwasy istotne dla zachowania
struktury tetramerycznej biatka (zielony) i ogon-C (Zoity). Interpretacja wykresu dolnego jest nastepujgca:
roznica jest ujemna jesli dany aminokwas zostat silniej usztywniony w wyniku wprowadzenia ,,ogonozamka”
niz w wyniku zwigzania inhibitora.

Ciekawe obserwacje przyniosto pordOwnanie zmian ruchliwosci wywolanych przez
wprowadzenie mutacji ze zmianami majacymi miejsce na skutek zwigzania inhibitora.
Jak wida¢ na Rysunku 48, krzywe obrazujace RMSF dla porownywanych symulacji
W duzym stopniu naktadaty si¢, co $wiadczy o duzym stopniu podobienstwa fluktuacji
atoméw. Tym niemniej mozna jednak wyrdznié kilka regiondw, dla ktorych na podstawie
rozpietosci zmian RMSF, da si¢ stwierdzi¢ silniejszy wptyw mutacji niz inhibitora. Do tych
fragmentow nalezy ogon-C, skad wnioskuj¢, Ze wprowadzenie struktury ,,ogonozamka”

miatoby jako$ciowo podobny wplyw na ruchliwo$é¢ enzymu jak zwigzanie UDP-GICNAC.
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Znaczenie ,,ogonozamka” dla unieruchomienia ogona-C znajduje potwierdzenie
rowniez w analizie poréwnawcze] struktur krystalicznych prokariotycznej (PDB: 1JXA)
i eukariotycznej (PDB: 2PUV) domeny ISOM syntazy GIcN-6-P. W wersji pochodzace;j
z C. albicans, gdzie brak ,,ogonozamka”, czes¢ tancucha domeny potozona za ,,zapigciem”
podobnej do petli-P struktury (czyli wszystkie reszty za Asp700), nie byta widoczna
w eksperymencie krystalograficznym. Tymczasem dla biatkka z E. coli, obecnos¢
,ogonozamka” efektywnie przyczynila si¢ do spigcia obu koncow ogona-C, wskutek czego
zostal on przymocowany na powierzchni czasteczki, i, w konsekwencji, kompletna struktura
krystaliczna mogta zosta¢ z powodzeniem otrzymana.

Powyzsze rozwazania sugeruja, ze hipoteza dotyczaca zmniejszenia ruchliwos$ci ogona-C
na skutek wprowadzonej mutacji Leud434Arg, stanowi interesujagcy tematem badan,
ktory powinien zosta¢ rozwinigty i zastuguje na weryfikacje za pomoca eksperymentu
laboratoryjnego.

Podsumowujac, zablokowanie obu koncow ogona-C w strukturze eukariotycznej za pomoca
mechanizmu analogicznego do dzialajacego w organizmach prokariotycznych, powoduje
uporzadkowanie jego struktury i uformowanie pe¢tli o unieruchomionych koncéwkach
I bardzo ruchliwym $rodku. Jako, ze ogon-C pelni istotng role w przekazywaniu sygnatu
pomiedzy domenami ISOM i GAT syntazy GlcN-6-P, zmiany jego ruchliwosci moga

przyczyniac¢ si¢ do utraty aktywnosci katalitycznej enzymu.
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IV. Wnioskii podsumowanie

Obecny stan wiedzy na temat syntazy GIcN-6-P nie pozostawia watpliwosci
co do wystgpowania zaré6wno licznych podobienstw, jak 1 wielu istotnych rdznic
na poziomie tancucha polipeptydowego enzymu prokariotycznego i eukariotycznego.
Do najistotniejszych cech odrozniajacych wersje eukariotyczng syntazy GIcN-6-P
od jej bakteryjnego odpowiednika nalezag m.in.: budowa tetrameryczna, obecnos¢
dodatkowego fragmentu w strukturze domeny GAT, regulacja poprzez mechanizmy
fosforylacji-defosforylacji oraz podatno$¢ enzymu na inhibicje pod wpltywem
fizjologicznego inhibitora, jakim jest UDP-GICNAC.

Wieloletnie badania nad syntazg GIcN-6-P pochodzaca z C. albicans, prowadzone
w Katedrze Technologii Lekéw 1 Biochemii Politechniki Gdanskiej zaowocowaty
rozwigzaniem pewnych do tej pory niejasnych aspektow funkcjonowania enzymu.
W szczegodlnosci, udato sie potwierdzi¢ lokalizacje miejsca fosforylacji biatka przez
CAMP-zalezng kinaz¢ bialkows, ustalic wplyw fosforylacji-defosforylacji enzymu
na metabolizm C. albicans (Gabriel et al. 2004) oraz uzyska¢ pewne informacje na temat
roli dodatkowego fragmentu obecnego w domenie GAT (Olchowy et al. 2007).
Ponadto, ostatnie  doniesienia dotyczace wynikow badan prowadzonych przez
Kwiatkowska-Semrau (Kwiatkowska-Semrau 2015) pozwolity potwierdzi¢ metodami
eksperymentalnymi szczegélnie istotng role odgrywana w procesie wigzania czasteczki
inhibitora przez reszty: Gly474, Thr487, Gly490 i His492, a takze role reszt: Arg394,
Argd42, Asp524, Ser525 i Ser527 w tworzeniu powierzchni kontaktu pomiedzy dimerami.
W ramach moich badan skupitam si¢ na analizie molekularnych aspektow regulacji syntazy
GICN-6-P poprzez jej inhibicje za pomocg UDP-GIcNAc. Badania prowadzone byly
metodami obliczeniowymi w oparciu o strukture domeny ISOM syntazy GIcN-6-P
z C. albicans.

Do dzi$ dnia podejmowano liczne proby poznania doktadnej, kompletnej struktury
eukariotycznej wersji syntazy GIcN-6-P, niestety zadna z nich nie zakonczyla sie¢
calkowitym powodzeniem. Udato si¢ natomiast uzyskac strukture krystaliczng jej domeny
ISOM dla wersji niezwigzanej z ligandami (PDB: 2PUW) oraz w formie kompleksu
z substratem i inhibitorem (PDB: 2PUT) a takze orientacyjne, bardzo przyblizone dane
strukturalne biatka kompletnego, otrzymane metoda SAXS (Raczynska et al. 2007).

Réznice pomiedzy tymi strukturami sg stosunkowo niewielkie (okoto 0,06 nm pomigdzy
1339 atomami Ca wspdlnymi dla obu wariantow) i nie da si¢ na ich podstawie wyjasni¢
mechanizmu inhibicji pod wplywem UDP-GIcNAc. Poroéwnanie obu struktur
krystalicznych, wyczerpujaco opisane przez Raczynska i wsp., nie wykazalo ani réznic
w strukturze oligomerycznej domeny ISOM, ani tez zadnych istotnych zmian
konformacyjnych w jej centrum aktywnym. Autorzy badan przyznaja jednak, ze ze wzgledu
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na stabg jakos$¢ struktury 2PUW, ewentualne zmiany zwigzane z niewidocznymi
w modelach fragmentami nie zostalyby dostrzezone (Raczynska et al. 2007).
W szczegolnosci dotyczy to istotnych z katalitycznego punktu widzenia aminokwasow,
ktore to nie sg obecne w strukturach krystalicznych na skutek braku odpowiedniej ggstosci
elektronowej. Ostatnich dwanascie reszt ogona-C, zaangazowanych w wigzanie substratu
| stabilizowanie go w centrum aktywnym, jest niewidoczne w kazdej z podjednostek
wszystkich opisywanych modeli. Z kolei petla zawierajaca His607, reszte odpowiedzialng
za przeniesienie protonu z atoméw O2 na P5 (Teplyakov et al. 1999) oraz za otwierania
pierScienia cukrowego, jest widoczna jedynie w dwoch z czterech podjednostek i tylko
w strukturze z inhibitorem. Co istotne, konformacja tych petli odpowiada enzymowi
W stanie nieaktywnym, jako ze His607* znajduje sie za daleko od substratu aby mogly
zachodzi¢ oddziatywania mi¢dzy nimi (Raczynska et al. 2007). Stad tez, jako ze roznice
pomigdzy kluczowymi resztami w centrum aktywnym nie zostaly catkowicie odkryte,
pozostaje troche miejsca na zastosowanie metod modelowania molekularnego w celu
opracowania mechanizmu inhibicji zachodzacej pod wptywem wigzania czasteczki
UDP-GIcNAc.

Reakcja katalizowana przez syntaz¢ GIcN-6-P zachodzi na trzech etapach, obejmujgcych:
hydrolize glutaminy, transfer uwolnionego amoniaku na Fru-6-P 1 izomeryzacje
tak powstatego produktu do GIcN-6-P (Milewski 2002). Kolejnos¢ wigzania substratow jest
Scisle zdefiniowana: w pierwszym kroku substrat cukrowy wigze si¢ do domeny ISOM
(Badet et al. 1988), a dopiero wowczas L-glutamina moze zwigzaé si¢ do domeny GAT.
Ewidentnie §wiadczy to o obecnos$ci systemu komunikacji umozliwiajacego, za pomoca
oddziatywan migdzy domenami enzymu, przekazywanie zmian konformacyjnych
zapoczatkowanych zwigzaniem Fru-6-P w domenie ISOM, do domeny glutaminowej.
Istnienie takiego mechanizmu zostalo dowiedzione dla bialka bakteryjnego (Bera et al.
2000).

Dla eukariotycznej wersji enzymu wykazano, ze na skutek zwigzania UDP-GICNAC
zahamowany zostaje proces hydrolizy glutaminy i, co za tym idzie, aktywno$¢ katalityczna
calego enzymu. Z drugiej strony, obecno$¢ inhibitora nie wptywa w Zaden sposob
na hydroliz¢ glutaminy w izolowanej domenie GAT ani tez na izomeryzacj¢ fosforylowanej
heksozy przez izolowang domeng ISOM (Olchowy et al. 2007). Mozna zatem przypuszczaé,
ze obnizenie aktywnos$ci enzymu wywotane obecnoscia UDP-GIcNAc, zwigzane jest
z zaburzaniem komunikacji pomi¢dzy domenami a nie z bezpos$rednim hamowaniem
aktywnosci ktorejkolwiek z nich. Dowiedziono réwniez, ze w bialku pochodzacym
z C. albicans, cztery C-koncowe aminokwasy, wchodzagce w zakres ogona-C,
majaYkluczowe znaczenie dla komunikacji i przekazywania sygnatu pomiedzy domenami
— ich delecja silnie zaburza oba te procesy (Olchowy et al. 2007).
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Wyjatkowa ruchliwo$¢ ogona-C oraz podatno$¢ na zmiany tej ruchliwo$ci pod wptywem
zwigzania ligandow, wykazane w trakcie moich badan, pozwalaja przypuszczaé,
iz elastyczno$¢ 1ruchliwos¢ tego fragmentu maja wplyw na komunikacje migdzy
domenami, w ktorej biorg udziat reszty wchodzace w sktad ogona-C, a w szczegdlnosci:
Lys705, Ala706 i, szczegblnie, cztery C-koncowe reszty 709-712. Ponadto, jako ze ogon-C
stanowi wazny element kanalu amoniakowego oraz powierzchni oddziatywan miedzy
domenami, jakiekolwiek zmiany w jego ruchliwosci musialyby mie¢ odzwierciedlenie
w jakosci przekazywania sygnalow pomiedzy domena ISOM a GAT, a to zKkolei

przekladaloby si¢ na zmiany aktywnosci calego enzymu.

We wszystkich przeprowadzonych przeze mnie symulacjach ogon-C byt najbardziej
ruchliwym fragmentem domeny izomerazowej — szerokiemu zakresowi ruchow
towarzyszyly zmiany konformacyjne: naprzemienne rozwijanie si¢ i zwijanie w mniej
lub bardziej regularng petle, swobodnie siggajaca sgsiedniej podjednostki i zachodzaca
nanig. Zmiany w ruchliwosci ogona-C oraz poszczegdlnych reszt aminokwasowych
wchodzacych w jego zakres, majace miejsce na skutek zwigzania substratu i inhibitora,
stanowily najwazniejszy wynik moich badan. Zwigzanie substratu spowodowato
usztywnienie  wszystkich  aminokwasow  wchodzacych ~w  skltad  ogona-C.
Natomiast na skutek zwigzania inhibitora, nastgpito znaczne zwigkszenie ruchliwosci reszt
budujacych centrum aktywne, w tym rowniez srodkowej czesci ogona-C. Z drugiej strony,
oba jego konca ulegly usztywnieniu, przez co ten fragment zostal zablokowany w formie
bardzo ruchliwej, spietej z obu stron petli. W rezultacie, zmiany ruchliwo$ci wywotane
zwigzaniem UDP-GIcNAc, moglyby w znaczacym stopniu zaburzaé przekazywanie sygnatu
pomiedzy domenami ISOM i1 GAT, przyczyniajac si¢ w ten sposob do utraty aktywnosci
katalitycznej enzymu.

Mechanizm odpowiedzialny za zmiany w ruchliwosci ogona-C wywotane zwigzaniem
inhibitora nie zostat jeszcze do konca wyjasniony. Biorac pod uwagg, ze ogon-C oddalony
jest od miejsca wiazacego inhibitor o okoto 2 nm, do$¢ oczywista wydaje si¢ tu ingerencja
innych aminokwasow. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach udato si¢ wykazaé
istnienie jako$ciowych roéznic w ruchliwo$ci reszt Val476 1 His492. Te dwa aminokwasy
polozone sg pomigdzy oboma ligandami, tak wiec odnotowany dla nich wzrost ruchliwos$ci
mogiby mie¢ destabilizujacy wptyw na reszty wchodzace w zakres centrum aktywnego,
W tym, poprzez zaburzanie sieci wigzan wodorowych woko6t substratu, nalezacej do ogona-C
reszty Lys707. Usztywnienie tej ostatniej w pozycji niekorzystnej dla przenoszenia sygnatu

pomiedzy domenami ISOM i GAT mogtoby zahamowa¢ mechanizm reakcji katalityczne;.
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W reakgji tej kluczowe znaczenie ma reszta His607%, jedyny aminokwas biorgcy udziat
w reakcji katalitycznej a jednocze$nie potozony z dala od centrum aktywnego swojej
podjednostki, na peryferiach domeny. Przyktad tej reszty pokazuje jak wazna dla aktywnosci
enzymatycznej syntazy GIcN-6-P jest jej budowa oligomeryczna, gdyz His607* z jednego
fancucha bierze udzial w reakcji katalitycznej zachodzacej w tancuchu sasiednim
(Badet-Denisot et al. 1993; Bera et al. 2000). Zaobserwowany przeze mnie spadek
ruchliwoéci His607% przy jednoczesnym zwickszeniu odleglosci tego aminokwasu
od centrum aktywnego moglby oznaczag, ze reszta His607* zostata zablokowana na pozycji
uniemozliwiajacej jej odegranie roli w reakcji katalitycznej. Wyniki te sa zgodne
Z obserwacjami opisanymi przez Raczynska 1 wsp., wedlug ktorych w strukturach
krystalicznych domeny ISOM pochodzacej z C. albicans, reszta His607* jest czesciowo
niewidoczna, przy czym reszty widoczne sa w formie nieaktywnej — sg za daleko od centrum
aktywnego, za$ niewidoczne moglyby by¢ aktywne, opierajac si¢ na zalozeniu,

ze ruchliwo$¢ jest warunkiem koniecznym do aktywnosci (Raczynska et al. 2007).

Obecnos¢ ogona-C jest jedng z gtownych rdéznic pomiedzy otrzymanymi dotychczas
prokariotycznymi a eukariotycznymi strukturami krystalicznymi syntazy GIcN-6-P.
Aby fragment ten byl widoczny w krysztale, musi mie¢ bardzo uporzadkowang strukture,
a do tego wymagana jest nie tylko obecno$¢ substratu w centrum aktywnym, ale rowniez
aktywny mechanizm ,,ogonozamka”. Dla biatka z E. coli wiadome jest, ze ten poczatkowo
niecuporzadkowany fragment dopiero na skutek zwigzania Fru-6-P ogon-C przyjmuje
strukture regularnej petli (Mouilleron et al. 2008), a stopien jego uporzadkowania jest
wystarczajacy aby byt on widoczny w strukturze krystalicznej. Podobnie jako$ciowo wydaje
si¢ zachowywac¢ ogon-C w wersji biatka pochodzacej z C. albicans, co potwierdza znaczace
zmniejszenie jego ruchliwosci zachodzace na skutek zwigzania Fru-6-P, bedace wynikiem
moich badan. Jak sugeruja Raczynska 1 wsp., prawdopodobne jest, ze podobnie jak
w organizmach bakteryjnych, w syntazie GIcN-6-P pochodzacej z C. albicans, struktura
ogona-C musi zosta¢ uporzadkowana aby cykliczny substrat mogt prawidtowo utozy¢ sie
W kieszeni wigzacej i aby umozliwi¢ katalitycznej His607% otwarcie pierécienia cukrowego
(Raczynska et al. 2007). Nalezy jednak sprecyzowac, ze pomimo domniemanej analogii,
skala opisywanego zjawiska musi by¢ inna — w przeciwienstwie do enzymu z C. albicans,
ogony-C w biatku pochodzagcym z E.coli sg doskonale widoczne w strukturach
krystalicznych. Sugeruje to, ze stopien usztywnienia ogonéw-C w syntazie eukariotycznej
jest o wiele mniejszy niz w prokariotycznym analogu. Zwigzanie substratu samo w Sobie,
wobec braku obecnej w enzymach bakteryjnych struktury ,,ogonozamka”, nie wystarcza
do uwidocznienia tych fragmentéw w eksperymentach krystalograficznych. Wydaje sie
jednak wysoce prawdopodobne, ze caty ogon bylby widoczny w strukturze krystalicznej
muteiny z wprowadzonym ,,0ogonozamkiem”, zwigzanej z substratem badz inhibitorem,

cho¢ juz niekoniecznie z oboma tymi ligandami.

102


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Whioski i podsumowanie

W rzeczy samej, UDP-GIcNAc moze by¢ brany pod uwage jako modulator
aktywnos$ci eukariotycznej syntazy GIcN-6-P, dzialajacy poprzez wywotywanie zmian
ruchliwos$ci reszt biorgcych udzial w przekazywaniu sygnatu miedzy domenami enzymu.
Przedstawione powyzej wyniki badan in silico sugeruja rowniez, ze podobne zmiany moze
wywolywa¢ obecno$¢ ,,ogonozamka” w strukturze domeny ISOM. Planowane
eksperymenty laboratoryjne, ktore dotyczy¢ be¢da biatka pochodzacego z C. albicans
ze sztucznie wprowadzong strukturg ,,ogonozamka” moga pozwoli¢ odkry¢ nowe aspekty
mechanizmu inhibicji syntazy GIcN-6-P pod wptywem UDP-GIcNAc i potwierdzié
powyzsze hipotezy dotyczace roli, jaka odgrywa w nich ogon-C.

Wyniki moich badan zapewnity wglad w zmiany ruchliwos$ci waznych z funkcjonalnego
punktu widzenia fragmentow domeny izomerazowej syntazy GICN-6-P pochodzacej
z C. albicans, majace miejsce na skutek zwigzania fizjologicznego inhibitora, jakim jest
UDP-GIcNAc. Zmiany te obejmujg miedzy innymi zaburzenia katalitycznej aktywnosci
kilku reszt aminokwasowych, w tym His607%, oraz stopien ruchliwosci ogona-C. Jako ze
cztery koncowe aminokwasy ogona-C odgrywaja kluczowa role w komunikacji
I przekazywaniu sygnatu pomiedzy domenami enzymu (Olchowy et al. 2007), wspomniane
zmiany mogg by¢ odpowiedzialne za inhibicj¢ enzymu pod wptywem UDP-GICNAC.
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Podziekowania

V. Podziekowania
Praca zostata wykonana z wykorzystaniem Infrastruktury PL-Grid.

Obliczenia wykonano w pracowni Modelowania Molekularnego Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej oraz na komputerach Centrum Informatycznego Trdjmiejskiej
Akademickiej w Gdansku oraz Cyfronetu w Krakowie. Serdecznie dzigkuje wymienionym
osrodkom za udostepnienie zasobow komputerowych niezbednych do przeprowadzenia
symulacji oraz analiz trajektorii.
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