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STRESZCZENIE

Candida albicans, oportunistycznie patogenny drobnoustrdj grzybowy, jest elementem
naturalnej flory drobnoustrojowej cziowieka. Wystepuje na $luzéwce przewodu pokarmowego,
jamy ustnej, narzadow piciowych. U o0séb z zaburzeniem odpornosci drozdzak ten
rozprzestrzenia sie i moze powodowacé ciezkie do wyleczenia choroby. W ostatnich latach liczba
przypadkoéw fungemii wzrosta, przy czym nadal tylko potowa jest poprawnie diagnozowana.
Zjawisko to jest paradoksalnie zwigzane z rozwojem medycyny, stwarzaniem sytuacji obnizenia
odpornosci u osob z zatozonymi na state cewnikami, stosujgcych karmienie pozajelitowe,
poddanych chemoterapii lub transplantacji. Podobienstwo komoérek grzybowych i ssaczych,
wzrost czestosci wystepowania infekcji grzybiczych wraz ze stopniowym wzrostem pojawiania
sie opornosci patogendéw na dostepne preparaty przeciwgrzybiczne stwarza potrzebe
poszukiwania nowych zwigzkéw o odmiennym mechanizmie dziatania, ktére dodatkowo
wykazywatyby selektywne dziatanie na komorki grzybéw. Jedng z drég obrang przez
naukowcow w celu poszukiwania determinantéw zjadliwosci, mechanizméw opornosci Candida
spp. i zaprojektowania nowych metod detekcji czy zwalczania tych mikroorganizméw jest
analiza szlakéw biosyntezy aminokwasow egzogennych dla cziowieka.
Szlaki biosyntezy aminokwasow, zwtaszcza te, ktore nie wystepujg w komérkach ludzkich a sg
wykorzystywane w komérkach grzybowych, sg niezwykle interesujgcym tematem w zakresie
poszukiwania nowych celéw molekularnych w terapii przeciwgrzybowej. Kluczowe procesy
zachodzgce podczas infekcji grzybowej, takie jak: adhezja, filamentacja, penetracja i niszczenie
komoérek gospodarza zwigzane sg z nadprodukcjg licznych biatek, co prowadzi do znacznego
zwiekszenia zapotrzebowania mikroorganizméw na aminokwasy. Zablokowanie enzymow
uczestniczgcych w szlakach anabolicznych moze prowadzi¢é do zahamowania wirulencji
patogenu. Analogi aminokwaséw hamujg biosynteze grzybowych makromolekut na etapach
specyficznych dla drobnoustrojéw grzybowych. Przyktadami sg zwigzek RI-331 hamujgcy
dehydrogenaze homoserynowg uczestniczacg w biosyntezie aminokwaséw z rodziny kwasu
asparaginowego [Yamaki i in. 1990] czy azoksybacylina, inhibitor ekspresji genu kodujgcego
jeden z enzyméw szlaku biosyntezy L-metioniny [Aoki i in. 1996]. Oba te zwigzki wykazujg
wysokg aktywnos¢ przeciwgrzybowsg in vitro i in vivo oraz niskg toksyczno$¢ wobec ssakéw.
Na uwage zastuguje réwniez jeden z najbardziej znanych herbicydéw, Glifosat
(N -(fosfonometylo)glicyna), handlowa nazwa Roundup, inhibitor biosyntezy aminokwaséw
aromatycznych w komérkach roslinnych.
L-lizyna jest jedynym aminokwasem majgcym dwa odrebne szlaki biosyntezy wsréd dwudziestu
podstawowych biatkowych aminokwasow. Jest aminokwasem niezbednym do funkcjonowania
organizmow zwierzecych i roslinnych. Syntetyzowana jest de novo tylko u bakterii, nizszych
eukariota i niektorych roslin. Te informacje sktonity naukowcéw do przeprowadzenia szeregu
badah sprawdzajgcych czy enzymy szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny
mogg by¢ dobrymi celami molekularnymi w terapii przeciwgrzybowej. Uzyskane wyniki nie sg
jednak jednoznaczne. Zablokowanie enzymdéw uczestniczacych w szlaku kwasu

L-a-aminoadypinowego moze prowadzi¢ do auksotrofii szczepu C. albicans wzgledem L-lizyny,
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jednak efekt ten nie jest jednoznaczny ze zmniejszeniem przezywalnosci tego drobnoustroju
w organizmie gospodarza. Duze znaczenie ma zdolnos¢ patogennych grzybéw do
wykorzystywania réznorodnych sktadnikéw odzywczych w celu pozyskania azotu i wegla,
pierwiastkébw niezbednych do prawie wszystkich biosyntetycznych proceséw. Drozdzak
Candida albicans jest w stanie wykorzystywa¢ 20 podstawowych aminokwasdéw jako zrodto
azotu [Brunke i in. 2014]. Mozliwo$¢ ta jest jednym z czynnikéw wirulencji tego drobnoustroju
i moze byC zwigzana z aktywnoscig aminotransferaz. Korelacja szlaku biosyntezy L-lizyny
z innymi szlakami metabolicznymi w komoérce daje jednak nadzieje, ze zahamowanie
funkcjonowania enzymu z tego szlaku o aktywnosci a-aminotransferazy kwasu
L-a-aminoadypinowego (AmAA) moze wptynaé na zmniejszenie wirulencji szczepu.
Przedmiotem badan w ramach rozprawy doktorskiej byty enzymy AmAA z drozdzakéw
Candida albicans. Zadanie obejmowato zidentyfikowanie gendw kodujgcych enzymy
o potencjalnej aktywnosci AmAA, scharakteryzowanie produktéw tych gendéw pod katem
biochemicznym, skonstruowanie ischarakteryzowanie mutantow delecyjnych z usunigtymi
genami AmAA oraz krystalizacja biatek o aktywnosci AmAA.
Grzybowa AmAA jest enzymem bardzo stabo poznanym, co wiecej aktywnos¢ AmAA
przypisywana jest, lecz nie potwierdzona jednoznacznie, produktom kilku genéw. Dotychczas
poznane biatka o aktywnosci AmAA z innych zrédet posiadajg szerokie spektrum substratowe
(aminokwasy aromatyczne, histydyna, kwas L-a-aminoadypinowy, kwas kinurenowy).
W przeprowadzonych badaniach zidentyfikowano pie¢ genéw kodujgcych biatka o potencjalnej
aktywnosci AmAA: AR08, ARO9, BNA31, BNA32, YER152C. Wykazano, ze w przypadku
C. albicans aktywno$¢ AmAA wykazujg biatka CaAro8p oraz CaAro9p. Biatko CaAro8p
wykazuje najwyzszg efektywnos¢ katalityczng wzgledem kwasu L-a-aminoadypinowego (L-AA)
i a-ketoadypinianu. Enzym ten katalizuje biosynteze idegradacje kwasu L-AA z réwng
efektywnos$cig. Biatko CaAro9CHp wykazuje najwyzszg efektywnos¢ katalityczng wzgledem
a-ketoadypinianu. Biatko CaYerl152Cp nie posiada aktywnosci AmAA, a tylko katalizuje reakcje
degradacji aromatycznych aminokwaséw. Nie zbadano aktywnosci biatek CaBna31lp
i CaBna32p, sg one prawdopodobnie zaangazowane w kinurenowy szlak transformacji
tryptofanu do NAD" ale nie biorg udziatu w biosyntezie zadnego biatkowego aminokwasu.
Charakterystyka fenotypowa mutantéw delecyjnych wykazata, Ze biatko CaAro8p jest
najbardziej wszechstronng aminotransferazg spos$réd przebadanych. Jest zaangazowane
w katabolizm L-histydyny, L-lizyny, aromatycznych aminokwaséw jak réwniez biosyntezy
L-lizyny, L-fenyloalaniny i L-tyrozyny. CaAro9p jest mniej istotnym enzymem w komoérce
C. albicans. Uczestniczy w katabolizmie aromatycznych aminokwaséw i L-lizyny, petni role
wspomagajgcg w sytuacji nadmiernej ilosci wspomnianych aminokwaséw w komoérce.
Ponadto wykazano, Zze degradacja L-Lys jest catkowicie zalezna od obecnosci aminotransferaz,
CaAro8p, CaAro9p oraz prawdopodobnie takze innych, nieprzebadanych w tej pracy. Natomiast
biosynteza L-Lys nie zalezy od CaAro8p ani od innej badanej aminotransferazy. Badane
aminotransferazy: CaAro8p, CaAro9p, CaYerl152Cp, CaBna3p nie petnig pojedynczo kluczowe;j

roli w zadnym szlaku biosyntezy aminokwaséw biatkowych w komdrce C. albicans. Usuniecie
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genow kodujgcych poszczegodine enzymy nie wptyneto na przezywalnos¢ szczepu C. albicans
w warunkach invitro, ani na jego podstawowe procesy biochemiczne. Testy wykazaly, ze
badane enzymy nie majg rowniez wplywu na zjadliwosé szczepu. Wyklucza to tym samym
badane biatka, jako istotne cele molekularne w terapii przeciwgrzybowej. Wyniki
przedstawionych badan potwierdzajg jednak wszechstronno$é aminotransferaz C. albicans,
stanowigcg podstawe dla zywieniowej elastycznosci tego patogennego drozdzaka.

W niniejszej pracy opracowano réwniez warunki krystalizacji i uzyskano dane rentgenograficzne
z dwoch krysztatdw biatka CaAro8p: bez zwigzanych ligandéw w strukturze oraz ze zwigzanym
PLP i fenylopirogronianem oraz z dwoch krysztatéw biatka CaAro9CHp: ze zwigzanym PLP
oraz ze zwigzanym PLP, fenylopirogronianem (PhePi) i kwasem L-a-aminoadypinowym (AA).
Poznanie struktury Il rzedowej biatka moze przyczyni¢ sie do zrozumienia funkcjonowania
metabolizmu komorki czy mechanizmu reakcji katalizowanej przez enzym.Wszystkie uzyskane
struktury sg obecnie udoktadniane i przewidywane jest opublikowanie tych struktur w niedalekiej

przysztosci.
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WYKAZ SKROTOW

Skrot Wyjasnienie

4-HPP Kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy

aa Aminokwasy

AASA 6-Semialdehyd kwasu L-a-aminoadypinowego

AmAA a- Aminotransferaza kwasu L-a-aminoadypinowego

AOA Aminooksyoctan

AP-3 3-Fosfonoalanina

BSA Albumina surowicy bydlecej

CaAro8p, Biatko Aro8p z Candida albicans (Ca) i S. cerevisaie (Sc); nazwy biatek z innych

ScAro8p mikroorganizméw tworzone analogicznie

CS Cykloseryna

Cisubstrat Stezenie substratu

FBS Ptodowa surowica bydleca

GSAM Aminomutaza glutamino-1-semialdehydowa

I13P Kwas indolo-3-pirogronowy

ICs0 Wartos¢ stezenia inhibitora powodujgcego obnizenie aktywnosci enzymu o 50%

KAT a-Aminotransferaza L-kinureninowa/L-a-aminoadypinowa

Ki Stata inhibicji

Kiat Stata katalityczna

Kwm Stata Michaelisa

L-AA Kwas L-a-aminoadypinowy

L-Kyn L-Kinurenina

LLP Kompleks PLP z e-aminowag grupg reszty lizynowej aminotransferazy

M Wzorzec masowy

MPP Jodek 1-metylo-4-fenylopirydyny

MW Masa czasteczkowa

Nou Nourseotrycyna

NouR Opornosé na nourseotrycyne

NPA Kwas 3-nitropropionowy

oligoHis, Domena polihistydynowa, fragment tancucha aminokwasowego skfadajgcy sie

heksaHis, z 6 histydyn dotgczony metodami inzynierii genetycznej do tahcucha aminokwasowego

HisTag biatka typu dzikiego

OPS o-Fosfo-L-seryna

PBS Sl fizjologiczna buforowana fosforanami

PhePi Kwas fenylopirogronowy

PMSF Fluorek fenylometylosulfonylu

Rf Ruchliwos¢ elektroforetyczna

SA Siarczan amonu

SC Sulfinocysteina

\% Predkos$¢ poczatkowa reakcji

Vek Objetosé swobodna kolumny

Ve Objetosé¢ elucji

Vimax Maksymalna szybkos¢ reakcji enzymatycznej

XTT (2,3-Bis[2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-5-[(fenyloamino)karbonylo]-2H-tetrazolo
hydroksyd)

a-KA Kwas a-ketoadypinowy

a-KG Kwas a-ketoglutarowy
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1 CEL I ZAKRES PRACY
Celem projektu badawczego realizowanego w ramach rozprawy doktorskiej byto
zidentyfikowanie i petna charakterystyka enzymoéw o aktywnosci a-aminotransferazy kwasu
L-a-aminoadypinowego (AmAA) w drozdzakach Candida albicans oraz weryfikacja hipotezy
mozliwosci wykorzystania ich jako celéw molekularnych w chemoterapii przeciwgrzybowe;j.
Uzyskane wyniki majg pozwoli¢ na zrozumienie funkcjonowania szlaku kwasu
L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny z C. albicans, znalezienie odpowiedzi na pytanie,
czy badane enzymy uczestniczg w tym szlaku i jak wazng petnig w nim role oraz majg wyjasni¢
wptyw aktywnosci enzymow AmAA na zjadliwos¢é komérek C. albicans.
Zakres badan obejmowat:
e identyfikacje genéw kodujgcych enzymy o potencjalnej aktywnosci AmAA, konstrukcje
plazmidéw ekspresyjnych umozliwiajgcych nadprodukcje biatek rekombinantowych
w komorkach E. coli, optymalizacje oczyszczania biatek rekombinantowych,
e charakterystyke biochemiczng uzyskanych biatek rekombinantowych,
o skonstruowanie mutantéw delecyjnych z usunietymi genami kodujgcymi enzymy
0 aktywnosci AmAA,
e charakterystyke fenotypowg mutantéw delecyjnych,
e uzyskanie krysztatéw biatek o aktywnosci AmAA i informacji o strukturze przestrzennej

biatek na podstawie danych rentgenograficznych.
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2 CZESC TEORETYCZNA

2.1 Wprowadzenie

Candida albicans jest oportunistycznie patogennym drobnoustrojem bytujgcym na
btonach $luzowych i skérze cziowieka. Wystepuje u okoto 50% ludzi jako sktadnik naturalnej
flory fizjologicznej jelita grubego i w warunkach prawidtowego funkcjonowania uktadu
odpornosciowego nie stanowi zagrozenia. U osob z zaburzeniem odpornosci, drozdzak ten
rozprzestrzenia sie i moze powodowaé powazne choroby zwane kandydozami [McManus
i Coleman 2013].
W polskich szpitalach, u 5-10% pacjentéw rozwijajg sie tzw. zakazenie szpitalne, z ktérych
czesé jest powodowana przez drobnustraje grzybowe. Zakazenia zwigzane z dostaniem sie
komorek grzybowych do krwioobiegu sg smiertelne u 30-81% przypadkéw [Chang i in. 2008;
Krysiak 2011; Velasco i Bigni 2008; Xess i in. 2007]. W latach 1979-2000, liczba przypadkéw
fungemii wzrosta 0 200%, przy czym nadal tylko polowa jest poprawnie diagnozowana.
Zjawisko to jest paradoksalnie zwigzane z rozwojem medycyny, stwarzaniem sytuacji obnizenia
odpornosci u 0s6b z zatozonymi na state cewnikami, stosujgcych karmienie pozajelitowe,
poddanych chemoterapii lub transplantacji. Fungemia jest gtdwnie wywotywana przez drozdzaki
C. albicans (48-58 % przypadkéw) natomiast C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis i inne
gatunki (C. krusei, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. dubliniensis, Saccharomyces) sg rzadziej
wykrywane [Chang iin. 2008; Dzierzanowska i in. 2003]. Wbrew pozorom, najczesciej
spotykanymi zakazeniami szpitalnymi sg te endogenne, a wiec takie, ktérych trudno unikngg,
gdyz chorobotwércze grzyby pochodzg z flory bakteryjnej cztowieka. Rozpoznanie infekcji
grzybiczych nie jest tatwe, a terapie komplikuje duza mozliwos¢ adaptacyjna grzybdéw do
warunkow $rodowiskowych zmienionych pod wptywem lekéw tj. produkcja enzymow
lipolitycznych i hydrolitycznych, form zarodnikowych i przetrwalnikowych, nabywanie wiekszej
opornosci na rézne czynniki niszczgce [Krajewska-Kutak i in. 2000; Maleszka i Adamski 2001;
Passowicz-Muszynska i in. 2007]. W wielu krajach Europy, zakazenia wywotywane przez
grzyby z gatunku Candida albicans wyprzedzajg nawet ilos¢ zakazen szpitalnych
wywotywanych przez bakterie Escherichia coli [Ciszewski i Czekaj 2014].
W zwigzku ze zwiekszajgcg sie iloscig przypadkow kandydoz szpitalnych, organizacja
Infectious Diseases Society of America w 2009 roku wprowadzita wytyczne dotyczgce ich
leczenia [Pappas iin. 2009]. Pierwszym stosowanym lekiem przeciwko zakazeniu C. albicans
jest flukonazol, antymykotyk wzglednie bezpieczny i dobrze tolerowany, dziatajgcy
grzybobojczo przeciwko Aspergillus spp. natomiast grzybostatycznie przeciwko Candida spp.
Grzybostatyczne dziatanie flukonazolu oraz jego czeste stosowanie do profilaktyki zakazenh
u chorych z grupy wysokiego ryzyka (tj. pacjentéw z obnizong odpornoscig, odbiorcéw
przeszczepdw narzgdowych, czy stosujgcych chemoterapie) czy w ramach wspomagania
antybiotykoterapii doprowadzito do pojawienia sie opornosci u szczepéw Candida spp. na ten
lek i inne tzw. azole [Robbins i in. 2011]. W =zaleznosci od badanego osrodka, ilo$¢
zaobserwowanych szczepdw C. albicans opornych na flukonazol waha sie od ponizej jednego

do kilkudziesieciu procent [Dynowska i in. 2004; Gualco i in. 2007; Jafari-Nodoushan i in. 2008;
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Skrodeniené i in. 2006; Yang i in. 2004]. Sprawe komplikuje fakt, ze sposréd szczepdéw
C. albicans opornych na flukonazol, tylko 28% pozostaje wrazliwych na worikonazol [Pfaller i in.
2010], ponadto pojawia sie opornos¢ krzyzowa na inne leki, zaobserwowana i opisywana
wielokrotnie przez rézne grupy badawcze [Cernicka i Subik 2006; Goldman i in. 2004; Kamai
i in. 2004; Mondello i in. 2003; Nawrot i in. 2005]. W roku 2011 problem opornosci dostrzegto
rowniez Polskie Ministerstwo Zdrowia wprowadzajac do rejestracji na liste patogendéw
alarmowych przypadki szczepoéw C. albicans niewrazliwych na leki z grupy azoli lub kandydyn
[Dz. U. 2011 nr 294 poz. 1741]. Coraz czestsze pojawienie si¢ opornosci na flukonazol, zmusza
do stosowania innych antymykotykdw, gorzej tolerowanych przez pacjentéw. Amfoterycyna B,
antybiotyk z grupy tzw. makrolidéw polienowych, o szerokim spektrum dziatania
przeciwgrzybiczego, wykazuje dziatanie grzybobdjcze w stosunku do C. albicans, jednakze
charakteryzuje sie dtugim okresem poéitrwania, szerokim rozprzestrzenieniem sie w tkankach
i toksycznoscia w stosunku do komoérek gospodarza [Bondaryk i in. 2013]. Pomimo,
ze kaspofungina (echinokandydyna) i amfoterycyna B sg skuteczne w zwalczaniu C. albicans
in vitro, to w ostatnich latach pojawit sie gatunkowo-specyficzny wzrost opornosci na te leki,
a czeste stosowanie tych antymykotykow dodatkowo stymuluje zjadliwos¢ grzyba [Li i in. 2013;
Papon iin. 2013].

Kolejnym problemem sg trudnosci diagnostyczne kandydoz [Warzocha i Seferynska 2006].
Przebieg kliniczny fungemii w poczgtkowej fazie czesto ograniczony jest tylko do gorgczki
[Stradomska 2006], diagnostyka opiera sie wiec na badaniach mikroskopowych, posiewach
mikrobiologicznych i badaniach  serologicznych  oraz  molekularnych  [Garczewska
i in. 2008; Przyjatkowski 2006]. Czesto jednak wyniki tych badan, pomimo wystepujgcego
zakazenia, sg fatszywie negatywne. Szacuje sie, ze prawidtowe wyniki posiewow uzyskuje sie
u 25-50% chorych z potwierdzong grzybica [Espinel-Ingroff 2008; Garczewska i in. 2008].
Idealny antymykotyk nie istnieje, a czeste stosowanie lekéw grzybobdjczych
i grzybostatycznych sprzyja powstawaniu réznorodnych mechanizmdéw opornos$ci i rozwijaniu
kandydoz, ktérych czynnikiem etiologicznym sg inne gatunki Candida spp. niewrazliwe na
dotychczas poznane leki. PodobieAstwo komodrek grzybowych issaczych, wzrost czestosci
wystepowania infekcji grzybiczych wraz ze stopniowym wzrostem pojawiania sie opornosci
patogendw na dostepne preparaty przeciwgrzybiczne stwarza potrzebe poszukiwania nowych
zwigzkéw o odmiennym mechanizmie dziatania, ktére dodatkowo wykazywatyby selektywne
dziatanie na komorki grzybéw. Jedng z drég obrang przez naukowcédw w celu poszukiwania
determinantow zjadliwosci, mechanizméw opornosci Candida spp. i zaprojektowania nowych
metod detekcji czy zwalczania tych mikroorganizméw jest analiza szlakéw biosyntezy
aminokwaséw egzogennych dla cztowieka.

Kluczowe procesy zachodzgce podczas infekcji grzybowej, takie jak: adhezja, filamentacja,
penetracja i niszczenie komorek gospodarza zwigzane sg z nadprodukcjg licznych biatek,
co prowadzi do znacznego zwiekszenia zapotrzebowania mikroorganizmow na aminokwasy.
Szlaki biosyntezy aminokwaséw mogg wiec by¢ potencjalnym zrédiem nowych celéw

molekularnych dla chemoterapii przeciwgrzybowej. Na szczegolng uwage zastugujg zwlaszcza
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te aminokwasy, ktorych szlaki biosyntetyczne nie wystepuja w komdrkach ludzkich
a znajdujg sie w komoérkach grzybowych. Dla przyktadu, L-lizyna syntetyzowana jest de novo
tylko u bakterii, nizszych eukariota i niektorych roslin [Zabriskie i Jackson 2000], jest
aminokwasem niezbednym do funkcjonowania organizméw zwierzecych i roslinnych oraz
nalezy do grupy tych zwigzkéw, ktére nie sg produkowane w organizmie cztowieka, a muszg
by¢ dostarczane wraz z pozywieniem. Te informacje skfonity badaczy do przeprowadzenia
szeregu badan sprawdzajgcych czy enzymy szlaku biosyntezy L-lizyny mogg by¢é dobrymi
celami molekularnymi w terapii przeciwgrzybowej. Uzyskane do tej pory wyniki pochodzgce
z roznych zrodet nie sg jednoznaczne [Gabriel i in. 2014; Horbach iin. 2009; Kingsbury i in.
2004; Kur i in. 2010; Liebmann i in. 2004; Shepherd 1985; Tang i in. 1994]. Z jednej strony
zablokowanie niektérych enzymoéw uczestniczacych w szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego
biosyntezy L-lizyny prowadzi do auksotrofii szczepu C. albicans wzgledem L-lizyny, jednak efekt
ten nie jest jednoznaczny ze zmniejszeniem przezywalnosci tego drobnoustroju w organizmie
gospodarza [Kur iin.2010]. Duze znaczenie w przezywalnosci szczepu ma zdolnos¢
patogennych grzybow do wykorzystywania szerokiego spektrum skifadnikow odzywczych.
Drozdzak Candida albicans jest w stanie wykorzystywaé¢ 20 podstawowych aminokwasow jako
zrédto azotu [Brunke i in. 2014]. Mozliwos¢ ta jest jednym z czynnikdw wirulencji tego
drobnoustroju. Z drugiej strony, korelacje szlaku biosyntezy L-lizyny z innymi szlakami
metabolicznymi w komoérce dajg nadzieje, ze zahamowanie funkcjonowania jednego
Z enzymow szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny moze jednak wptyngé na
zmniejszenie wirulencji szczepu. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia takich przypadkéw;
dla przyktadu mutant Colleotrichium graminicola (patogen roslinny) pozbawiony genu
kodujgcego reduktaze a-aminoadypinowg (enzym szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego
biosyntezy L-lizyny) wykazuje zredukowang zdolno$¢ do wnikania do komérek lisci i tworzenia
nekrotycznych strzepek grzybni (hyphae) [Horbach i in. 2009].

2.2 Szlak kwasu L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny

Organizmy prokariotyczne, nizsze eukariotyczne i niektére rodliny sg w stanie
syntetyzowaé L-lizyne de novo wykorzystujgc dwa odmienne szlaki biosyntezy: szlak kwasu
L-a-aminoadypinowego (L-AA) wystepujgcy u euglenoidéw, wyzszych grzybéw (w tym
u Candida spp.) i niektérych prokariotéw (T. thermophilus, P. horikoshii, P. abyssi), szlak
diaminopimelinowy charakterystyczny dla roslin zielonych, nizszych grzybow (niektére
Phycomycetes) i prokariotéw [Davis 1952; Mitchellf i Houlahan 1948; Nishida i Nishiyama 2000;
Vogel 1960]. Wsréd dwudziestu podstawowych biatkowych aminokwasow, L-lizyna jest jedynym
aminokwasem majgcym dwa odrebne szlaki biosyntezy [Xu i in. 2006].
Funkcjonowanie szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego (L-AA), jego biochemiczne i genetyczne
aspekty, zostaty opisane przede wszystkim na podstawie badan przeprowadzonych na takich
mikroorganizmach jak: Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Neurospora crassa,
niektére Candida. Jego wystepowanie zostalo potwierdzone réwniez w komodrkach
Magnaporthe grisea, Cryptococcus neoformas, Schizosaccharomyces pombe, Rhodotorula

glutinis, Penicillum chrysogenum i Aspergillus fumigatus. Szlak L-AA jest jednym ze szlakow
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biosyntezy aminokwasoéw zrodziny glutaminianu, przypomina szlak biosyntezy argininy
wystepujgcy u bakterii [Nishida i Nishiyama 2000; Vogel 1965]. W os$miu reakcjach
katalizowanych przez siedem enzyméw kwas a-ketoglutarowy (a-KG) przeksztatcany jest do
L-lizyny [Zabriskie i Jackson 2000].

Przebieg szlaku

Pierwsza czesS¢ reakcji omawianego szlaku prowadzgca do powstania kwasu
L-a-aminoadypinowego zachodzi w mitochondrium (za wyjgtkiem reakcji powstania kwasu
homocytrynowego, ktéra zachodzi w jadrze), kolejna - w cytoplazmie. Taki podziat jest bardzo
korzystny dla przebiegu szeregu przemian w szlaku. Utatwia regulacje poszczegdinych reakcji,
umozliwia dostep niezbednych kofaktoréw, udostepnia odpowiednie pH, niezbedne do

zapewnienia wtasciwego kierunku reakcji [Zabriskie i Jackson 2000].
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Rys. 1 Schemat reakgcji szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego biosyntezy L-lizyny. Enzymy biorgce
udziat w szlaku: 1 syntaza homocytrynianowg EC 4.1.3.21, 2 homoakonitaza EC 4.2.1.36,
3 dehydrogenaza homoizocytrynianowg EC 1.1.1.87, 4 a-aminotransferaza L-a-aminoadypinowa EC
2.6.1.39, 5 reduktaza a-aminoadypinowa EC 1.2.1.31, 6 reduktaza sacharopiny EC 1.5.1.10,
7 dehydrogenaza sacharopiny (tworzgca L-lizyne) EC 1.5.1.7 [Rzad i Gabriel 2015]
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Przemiany prowadzace do L-lizyny w szlaku L-AA (Rys. 1) zainicjowane s3g przez reakcje
kondensacji kwasu a-ketoglutarowego i acetylo-koenzymu A (AcCoA), katalizowang przez
syntaze homocytrynianowg 1. Powstaje wowczas kompleks homocytrylo-koenzymu A (HS-CoA)
zwigzany zenzymem, ktéry nastepnie jest hydrolizowany do kwasu homocytrynowego.
Nastepnie kwas homocytrynowy ulega dehydratacji do kwasu cis - homoakonitynowego
z udziatem homoakonitazy 2 ktdéra, wykorzystujgc powstajgcy produkt, przeksztatca go do
kwasu homoizocytrynowego 2. Kwas homoizocytrynowy ulega dekarboksylacji w reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze homoizocytrynianowg 3 z udziatem NAD®. Zalezna od
L-glutaminianu  transaminacja kwasu  a-ketoadypinowego, przeprowadzana przez
a-aminotransferaze L-a-aminoadypinowg 4, umozliwia powstanie kwasu
L-a-aminoadypinowego. Zwigzek ten, w reakcji przebiegajgcej w cytoplazmie, zaleznej od ATP,
NADPH i katalizowanej przez reduktaze kwasu L-a-aminoadypinowego 5, ulega redukcji do
0-semialdehydu kwasu L-a-aminoadypinowego (AASA). Przemiana ta jest niepowtarzalnym
procesem wystepujgcym u grzybow, w ktérym zachodzi adenylacja iredukcja [Nishida
i Nishiyama 2000]. Reduktaza sacharopiny 6 w warunkach fizjologicznych katalizuje reakcje
przeksztatcenia AASA i L-glutaminianu do iminy, redukowanej przez NADPH do L-sacharopiny.
Koncowg reakcjg szlaku jest oksydacyjna deaminacja L- sacharopiny katalizowana przez
dehydrogenaze sacharopiny (tworzgcg L- lizyne), 7 prowadzgca do powstania L-lizyny.

2.3 Znaczenie szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego

Szlak L-AA biosyntezy L-lizyny jest interesujgcy ze wzgledu na jego powigzania
z innymi szlakami metabolicznymi w komaérce grzybowej. Na podstawie informacji dotyczacych
usuniecia genow enzymoéw szlaku L-AA z réznych mikroorganizméw wysunieto wnioski, ze
selektywne inhibitory enzymoéw tego szlaku mogtyby wplyng¢ na zahamowania zjadliwosSci
komérek grzybowych réwnoczesnie nie wywierajgc toksycznego efektu na komorki ludzkie
(brak celu molekularnego) (Rys. 2). Niektére grupy badawcze wykazaty, ze auksotrofia wobec
L-lizyny u grzybéw powoduje zmniejszenie ich zjadliwosci i moze mie¢ wptyw na ich wzrost
in vivo. W 1985 Shepherd wysnut hipoteze, ze auksotroficzne wobec L-lizyny mutanty
C. albicans nie s zdolne do wywotania kandydozy [Shepherd, 1985]. Jednakze
przeprowadzone woéwczas badania dotyczyty mutantéw spontanicznych, istnieje wiec
prawdopodobienstwo, ze szczepy te mogly posiada¢ wiecej niz jedng mutacje, niekoniecznie
zwigzang ze szlakiem biosyntezy L-lizyny. Grupa Tang w 1994 roku udowodnita, ze szczepy
Aspergillus nidulans pozbawione dehydrogenazy sacharopiny, ostatniego enzymu szlaku (Rys.
1, enzym 7), poprzez usuniecie genu lysA stajg sie auksotroficzne wzgledem L-lizyny. Ponadto
ich szybkos¢ wzrostu w komérkach ptuchych neutropenicznych myszy przy zakazeniu
mieszanym innokulum (szczep dziki i mutanty auksotroficzne) jest nizsza niz szybko$¢ wzrostu
szczepu dzikiego. Jednakze, nie zaobserwowano takiego efektu przy zakazeniu myszy przy
pomocy jednorodnego innokulum mutantéw, co wskazuje na to, ze mutanty auksotroficzne
pozostajg tak samo zjadliwe jak szczep dziki [Tang i in. 1994]. Nowsze badania z 2004 roku
pokazujg, ze usuniecie genu lysF kodujgcego homoakonitaze (Rys. 1, enzym 2) u Aspergillus

fumigatus prowadzi do zahamowania infekcji w tkankach ptuchych myszy zarazonych tym
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szczepem poprzez drogi oddechowe [Liebmann i in. 2004]. Taki sam efekt, w identycznym
modelu zakazenia, zaobserwowano podczas usuniecia chimerycznego genu spe3-lys9
kodujgcego syntaze spermidyny ireduktaze sacharopiny (Rys. 1, enzym 6) u Cryptococcus
neoformans. Szczepy z usunietym genem kodujacym tylko reduktaze sacharopiny miaty
mniejszg zjadliwos¢, jednakze nie byly catkowicie awirulentne [Kingsbury i in. 2004]. Réwniez
patogen roslinny Colleotrichium graminicola pozbawiony genu kodujgcego reduktaze
a-aminoadypinowg (Rys. 1, enzym 5) byt auksotroficzny wzgledem L-lizyny iwykazywat
zredukowang zdolno$¢ do wnikania do komérek lisci i tworzenia nekrotycznych strzgpek grzybni
(hyphae). Niemniej jednak, dodatek L-lizyny do kropli innokulum stosowanej do infekcji komérek
lisci niwelowat ten efekt [Horbach iin. 2009]. Z kolei, mutanty C. albicans pozbawione genéw
kodujgcych syntaze homocytrynianowg (Rys. 1, enzym 1) oraz homoakonitaze (Rys. 1, enzym
2) pozostajg tak samo zjadliwe w modelu mysiej kandydozy in vivo jak szczep dziki, pomimo
wystepujacej auksotrofii wzgledem L-lizyny [Gabriel i in. 2014; Kur i in. 2010].

o je—eme—e—————— ZAHAMOWANIE
- dehydrogenaza _________________ A.nidulans [7] I SZYBKOSCI
sacharopiny A. fumigatus [6] .-===""" WZROSTU
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Rys. 2 Podsumowanie danych literaturowych dotyczgcych wptywu delecji gendw kodujgcych enzymy
szlaku L-AA na organizm gospodarza. [1] Gabriel i in. 2014, [2] Horbach i in. 2009, [3] Kingsbury
i in. 2004, [4] Kur i in. 2010, [5] Liebmann i in. 2004; [6] Schdbel i in. 2010, [7] Tang i in. 1994
W przypadku usunigcia genu homoakonitazy, zaobserwowano u powstatych mutantow
C. albicans mniejszg zdolno$¢ do zmiany formy morfologicznej. Jednak prawidlowos¢ ta
zwigzana jest z 0ogblng zmiang szybkosci wzrostu szczepu [Gabriel i in. 2014]. Usuniecie genu
kodujgcego syntaze homocytrynianowg (Rys. 1, enzym 1) wptyneto natomiast na czesciowe
zahamowanie wirulencji Aspergillus fumigatus w modelu oskrzelowo-ptucnej aspergilozy myszy
zakazonych donosowo z uzyciem zarodnikéw grzyba. Jednakze zjadliwos$¢ tego szczepu byta
poréwnywalna do szczepu dzikiego w przypadku zakazenia drogg dozylng [Schobel i in. 2010].
Grupa Schébela wykazata réwniez, ze konidia mutantéw auksotroficznych A. fumigatus
wzgledem L-lizyny nie sg zdolne do produkowania proteaz umozliwiajgcych pozyskanie L-lizyny
z biatek, podczas gdy forma mycelialna, jest zdolna do pozyskania brakujgcego aminokwasu ze
srodowiska. U myszy zakazonych donosowo z uzyciem zarodnikow mutantow A. fumigatus,

rozwdj infekcji nastepowat wiec wolniej niz u myszy zakazonych szczepem dzikim.
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Udowodniono tym samym spowolnienie procesu kietkowania mutantéw auksotroficznych, ich
wolniejszy wzrost izmniejszong zjadliwos¢. Wysunieto wniosek, ze zwigzki blokujgce
biosynteze L-lizyny mogtyby znalezé zastosowanie jako leki profilaktyczne, zapobiegajace
zakazeniu w przypadku pacjentéw narazonych na aspergiloze oskrzelowo-ptucng [Schoébel
iin. 2010].

Optymizmem napawaé mogg takze wyniki ostatnich badan wskazujgce, ze inhibitory enzyméw
szlaku L-AA wykazujg dziatanie przeciwgrzybowe. Dla przyktadu, analogi kwasu
(R)-homocytrynowego oraz (2R,3S)-homoizocytrynowego (Rys. 3, a, b, ¢) hamowaty w 50%
wzrost A. nidulans w pozywce minimalnej przy stezeniu 3 mM. Efekt ten nie byt obserwowany
w przypadku pozywki suplementowanej L-lizyng, co potwierdza fakt, ze zwigzki te sg
inhibitorami enzyméw szlaku biosyntezy L-lizyny [Palmer iin. 2004]. W kolejnych latach,
uzupetniono powyzsze badania i wykazano, ze ester trimetylowy kwasu (2R,3S)-3-(p-
karboksybenzylo) jabtkowego (Rys. 3b) jest inhibitorem dehydrogenazy homoizocytrynianowej
(Rys. 1, enzym 3) z C. albicans. Wykazuje on réwniez aktywno$¢ przeciwgrzybowag wzgledem
C. krusei, C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. dubliniensis, C. lusitaniae oraz
S. cerevisiae. Przy stezeniu 0,5-2 mg mL™" w pozywkach RPMI (bogata) i YNB (minimalna)
zwigzek ten hamowat 50% wzrostu komoérek tych szczepow [Gabriel i in. 2013]. Inhibitory
homoakonitazy (Rys. 1, enzym 2) zC.albicans réwniez wykazujg wiasciwosci
przeciwgrzybowe. W 2012 roku wykazano, ze ester trimetylowy kwasu trans-homoakonitowego
(Rys. 3 d) przy stezeniu 16-32 ug mL™ hamuje w80 % wzrost szczepéw S. cerevisiae,

C. albicans, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei oraz C. glabrata [Milewska i in. 2012].

CO,CH, CO,CH,
ester trimetylowy ester trimetylowy
(R)-2-(p-karboksybenzylo) (2R,38)-3-(p-karboksybenzylo)
jabtczanu jabtczanu
c d

HO,, _CO,CH, . CO5CH,

CO,CH,

3 OCH,
CO,CH,4

ester trimetylowy
(2R,38)-3-(m-karboksybenzylo)
jabtczanu

ester trimetylowy kwasu
trans-homoakonitowego

Rys. 3 Inhibitory enzymow szlaku L-AA wykazujgce dziatanie przeciwgrzybowe [na podstawie Milewska
iin. 2012 i Palmer i in. 2004]
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Drugim interesujgcym aspektem szlaku L-AA biosyntezy L-lizyny jest mozliwosé
wykorzystania unikalnych sekwencji nukleotydowych kodujgcych enzymy szlaku z grzybéw do
opracowania metod na bazie reakcji PCR do szybkiej detekcji zakazenia (Rys. 4). Wykazano,
ze tancuch polipeptydowy dehydrogenazy sacharopiny (Rys. 1, enzym 7) z C. albicans zawiera
sekwencje 12 unikalnych reszt aminokwasowych (od Leu158 do Gly169), natomiast transferaza
fosfopanteteinowa (produkt ekspresji genu lys5; potranskrypcyjny aktywator reduktazy
a-aminoadypinowej) zawiera unikalng sekwencje 16 reszt aminokwasowych (od Ser131 do
Alal46) [Garrad i in. 1994; Guo i Bhattacharjee 2003; Guo i in. 2006]. Selektywne startery
rozpoznajgce geny kodujgce te dwie sekwencje zastosowane w reakcji PCR umozliwiajg
szybka detekcje obecnosci C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. lusitaniae. Zastosowana
metoda nie wymaga znakowania radioaktywnego, wynik jest czytelny po rozdzieleniu préb na
zelu agarozowym. Ponadto jednoznaczne wyniki mozna uzyska¢ z uzyciem 10 pg DNA.
Jedynym ograniczeniem metody jest zastosowana technika izolacji DNA z materiatu
biologicznego [Guo i Bhattacharjee 2006].

0,5- 2 mg/mL

zahamowanie 50% wzrostu

.
-

-

-

-

-

-

-

-

-

.

C albicans 3

C. dublimiensis s

; -

dehydrogenaza C.jrm;ex . H

h - - = & lusitaniae .

omoizocytrynianowa C tropicali .

-

CO,CH, ¢ pseudetropicalis 3

ester trimetylowy . cerevisiae H

-

kwasu (2R, 35)-3-(p- 3

karboksybenzylo) .

jabtkowegoa [1] s

.

.

16 — 32 pg/mL g

H CO,CH, zahamowanie 80% wzrostu [

-

ENZYMY - : :
szLAKUL-AA - L] i] o C albicans :
W WALCE Z : C glabrata :
L] 3 .

FUNGEMIA - el :
1 OCH, C lusitaniae H

i CO,CH4 C tropicalis H

-

H . 8. cerevisiae .

. ester trimetylowy g

a kwasu trans- s

s homoakonitowego [3] E

; ;

Szybka detekcja

C albicans
dehydrogenaza sacharopiny C tropicalis
itransferaza fosfopanteteinowa C kefyr

C lusitaniae

YassEsEEnsEEEEEEEEE®

Rys. 4 Zestawienie danych literaturowych dotyczgcych mozliwosci wykorzystania enzymoéw szlaku L-AA
w chemoterapii przeciwgrzybowej i diagnostyce. [1] Gabriel i in. 2013, [2] Guo i Bhattacharjee 20086,
[3] Milewska i in. 2012

Szlak L-AA jest réwniez interesujgcy ze wzgledu na jego powigzania ze szlakiem
biosyntezy antybiotykdw z grupy penicylin. L-AA jest waznym prekursorem w biosyntezie
penicyliny G, jednak nie wchodzi w sktad jej struktury (Rys. 5) [Fazius i in. 2013]. Inaczej jest
natomiast w przypadku cefalosporyny C i cefamycyny C. Obecnos¢ L-AA jest kluczowa dla
produkcji tych antybiotykéw. Udowodniono, ze dodatek L-AA do pozywki zwieksza produkcje
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penicyliny przez P.chrysogenum. Podobny efekt uzyskuje sie poprzez delecje genu lys2

kodujgcego reduktaze a-aminoadypinowg (Rys. 1, enzym 5).
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Rys. 5 Znaczenie kwasu L-a-aminoadypinowego w biosyntezie antybiotykéw B-laktamowych
[na podstawie Fazius i in. 2013]

Zwiekszajgc produkcje L-AA, mozna zwiekszyé produkcje poszczegdlnych antybiotykdow
[Casqueiro iin. 1999]. Poznajgc procesy regulujgce dziatanie L-AA ienzymy
uczestniczgce w tym szlaku, mozna sie przyczyni¢ do poszerzenia wiedzy w zakresie ogélnego
funkcjonowania szlaku.

Istniejg réwniez badania sugerujgce, ze biatka o aktywnosci a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej (AmAA) (Rys. 1, enzym 4) mogg mie¢ wptyw na jakos¢ fermentacji
zywnosci przeprowadzanej przez S. cerevisiae [Schoondermark-Stolk i in. 2006]. Ciekawym

aspektem aplikacyjnym moze by¢ réwniez powigzanie biatka Aro8p o aktywnosci AmAA
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(Rys. 1, enzym 4 [Bulfer i in. 2013; Rzad i Gabriel 2015]) ze szlakiem biosyntezy aminokwaséw
aromatycznych i produkcjg ré6zanego aromatu, jakim jest fenyloetanol, popularny dodatek do
zywnosci czy kosmetykéw (Rys. 6) [Etschmann i in. 2002; Romagnoli i in. 2015]. Ze wzgledu na
wysoki potencjat energetyczny, fenyloetanol jest réwniez rozpatrywany w charakterze
potencjalnego biopaliwa [Shen i in. 2016]. Naturalny fenyloetanol otrzymywany jest w procesie
ekstrakcji z roslin, kwiatdbw. Ten proces charakteryzuje sie jednak matg wydajnoscig, niskg
powtarzalnoscig i wysokimi kosztami produkcji ze wzgledu na ograniczony dostep do materiatu
i jego niejednorodno$¢ [Hua i Xu 2011; Mei i in. 2009]. W czasie syntezy chemicznej natomiast,
generowane sg toksyczne produkty uboczne a produkt koncowy nie moze by¢ okreslany
mianem naturalnego. Ze wzgledu na zaostrzenie regulacji prawnych ustawodawstwa
europejskiego i Swiatowego o zakazie stosowania sztucznych aromatéw, biotechnologiczna
produkcja fenyloetanolu z glukozy z wykorzystaniem komoérek drozdzowych moze byé
niezwykle ekonomicznie korzystng alternatywg [Eshkol i in. 2009; Etschmann i in. 2002;
Etschmanniin. 2005; Shen i in. 2016]. Tym bardziej, ze w warunkach tlenowych na
pozywce z fenyloalaning S. cerevisiae produkuje fenyloetanol i fenylooctan w proporcji 9:1
natomiast w warunkach beztlenowych produkowany jest tylko fenyloetanol [Vuralhan i in. 2003;
Vuralhan i in. 2005]. Produkcja fenyloetanolu z fenyloalaniny nie jest jednak optacalna.

ScAro9p

ScSfalp

m\ SeAdh5p
o O  ScArol0p <;>_L SeAdhdp @1
~ =0 7T’ OH

HN  OH O OH (g fenyloacetaldehyd
fenyloalanina kwas fenylopirogronian - .
NADH NAD

a-ketoglutaran ~ L-glutaminowy

ScAro8p

fenyloetanol

Rys. 6 Szlak Ehrlicha w S. cerevisiae, katabolizm fenyloalaniny do fenyloetanolu. ScAro8p- aromatyczna
aminotransferaza |, a-aminotransferaza kwasu L-a-aminoadypinowego, ScAro9p — aromatyczna
aminotransferaza Il, ScAro10p- dekarboksylaza fenylopirogronianowa, ScSfalp —dehydrogenaza

formaldehydowe, ScAdh5p, ScAdh4p- dehydrogenazy etanolowe IV i V [na podstawie: Brunke i in. 2010;

Hazelwood i in. 2008; Shen i in. 2016]

Usuniecie genu Aaro8 powoduje zwigkszenie wewngtrzkomérkowego stezenia aromatycznych
aminokwaséw, co wptywa na aktywacje biatka Aro80p z S. cerevisaie (ScAro80p), aktywatora
ekspresji ARO10. Dodatkowo usuniecie genu ARO8 umozliwia potranslacyjng aktywacje
dekarboksylazy fenylopirogronianowej, a tym samym nieznaczng produkcje fenyloetanolu na
pozywce syntetycznej z glukozg i siarczanem amonu [Romagnoli i in. 2015]. W celu
opracowania optacalnego ekonomicznie biotechnologicznego procesu  wytwarzania
fenyloetanolu w komoérkach grzybowych wymagane sg dalsze badania w zakresie regulacji jego
produkcji na poziomie komdrkowym i optymalizacja procesu.

Biatko Aro8p moze mie¢ réwniez znaczenie dla wirulencji komoérek grzybowych.
Wykazano, Zze delecja genu AROS8 kodujgcego aromatyczng aminotransferaze u C. glabrata
powoduje zahamowanie pigmentacji na pozywce z tryptofanem, jako zrédtem azotu, co moze
by¢ zwigzane ze zmniejszeniem wirulencji tego szczepdéw [Brunke i in. 2010]. Barwnik

produkowany przez C.glabrata oparty jest na bazie tryptofanu [Brunke iin. 2010;
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Mayser i in. 2007] i wykazuje podobienstwo do barwnika z Malassezia furfur [Mayser i in. 1998;
Mayser i in. 2007]. Pigmentacja pozwala na zabezpieczenie komoérki grzyba przed reakcjg
obronng gospodarza. Wiadomo, ze neutrofile chronigce organizm przed atakiem patogenéw
produkujg H,O,, ktéry nastepnie powoduje powstawanie szeregu toksycznych substanc;ji
[Kowanko iin. 1991; Nathan 1989]. Komérki C. glabrata produkujgce pigment wykazujg wiekszg
odpornos¢ na dziatanie H,O,, a tym samym wykazujg wiekszg odpornosé na reakcje obronng
organizmu gospodarza. Grzybowe komérki pigmentujgce wywoltujg réwniez wieksze
uszkodzenia monowarstwy komérek ludzkich w modelu kandydozy ludzkiego nabtonka.
Pigment z M. furfur natomiast powoduje apoptoze ludzkich melanocytéw [Kramer i in. 2005],
chroni komorki przed szkodliwym promieniowaniem UV [Machowinski i in. 2006; Mayser i in.
2002] i jest odpowiedzialny za patogeneze tego mikroorganizmu [Kramer i in. 2005].
Zablokowanie produkcji pigmentu moze mie¢ wiec wptyw na zmniejszenie zjadliwosci szczepu.
Zaréwno u C. glabrata jak i M. furfur pigmentacja w warunkach laboratoryjnych wystepuje, gdy
w pozywce obecny jest tryptofan, jako zrédto azotu [Mayser i in. 2007]. Obecnos$¢ innego
aminokwasu w pozywce jako zrodio azotu redukuje pigmentacje. Delecja genu AROS8
u C. glabrata powoduje zahamowanie pigmentacji. Natomiast szczep Aaro10 wykazuje
wzmozong produkcje barwnika [Brunke i in. 2010].

CgAroSp

Akceptor Akceptor-NH, Cgsfalp

CgAdhip
CgAdh2p
o] OH /O CgAdh3p OH
CgAdhdp
CgAro10 CgAdhSp
[ : OH l o) Tﬁ \ ﬁb \
N NHz )
N co, N NADH  NAD' N
H H H H
Tryptofan Indolo pirogronian Indoloacetaldehyd Tryptofanol

. Akceptor Akceptor-NH, A

CgAro8p

Rys. 7 Szlak Ehrlicha u C. glabrata, katabolizm tryptofanu do tryptofanolu [na podstawie Brunke i in. 2010]

W szczepie C. glabrata z usunietym biatkiem Aro10p (CgArol0Op), indolopirogronian
prawdopodobnie nie jest przetwarzany do tryptofanolu, natomiast powstaje z niego brgzowy
pigment (Rys. 7). Szczep C. glabrata Aaro8 nie jest auksotroficzny wzgledem zadnego
aminokwasu, ale wykazuje zmniejszong szybkos¢ wzrostu na pozywce z tryptofanem,
fenyloalaning, tyrozyng, histydyng czy metioning, jako Zzrodtem azotu [Brunke i in. 2010]. Wzrost
na pozywce z L-Trp i L-His jest bardzo staby. Wykazano, ze enzym Aro8p z C. glabrata
(CgAro8p) umozliwia wykorzystanie histydyny jako zrédia azotu, zwiekszajgc tym samym
wilasciwosci przystosowawcze tego szczepu [Brunke i in. 2014]. Niewielkie réznice w szybkosci
wzrostu zaobserwowano réwniez dla mutanta Aaro9. Delecja tego genu nie ma jednak wptywu
na pigmentacje [Brunke i in. 2010]. Réwniez w S. cerevisiae usuniecie genu ARQO9 tylko
w niewielkim stopniu wptywa na wzrost komérek na pozywce z réznymi zrédtami azotu
[Urrestarazu i in. 1998].

C. albicans ma réwniez zdolno$¢ do produkcji pigmentu na bazie tryptofanu. Do tej pory

nie opisano enzymu odpowiedzialnego za ten proces. Produkcja pigmentu jest zalezna od
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obecnosci swiatta, promieniowania UV oraz od pH podtoza [Chaskes i in. 2008]. Podobny co do
wlasciwosci fizykochemicznych pigment znaleziono w M. furfur. Wykazano, ze u M. furfur
w produkcji pigmentu uczestniczy aminotransferaza tryptofanowa MfTam1p [Preuss i in. 2013].
Enzym ten wykazuje powinowactwo do a-ketoglutaranu, L-Trp i fenylopirogronianu, jednakze
nie katalizuje reakcji z L-Phe, L-Ala, L-His. Nie sprawdzano tez powinowactwa enzymu do
kwasu L-a-aminoadypinowego czy kwasu a-ketoadypinowego. Produkcja pigmentu przez

C. albicans jest ciekawym tematem do dalszych badan.

2.4 a-Aminotransferaza L-a-aminoadypinowa (AmAA)

Grzybowa a-aminotransferaza L-a-aminoadypinowa (AmAA) jest czwartym enzymem
szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego (L-AA) biosyntezy L-lizyny (Rys. 1). Przeksztatca kwas
a-ketoadypinowy (a-KA) do L-AA, z uzyciem L-Glu, jako donora grupy aminowej (Rys. 8).

o] NH,

L-Glu H,
MCOOH COOH
HOOC HOOC
) a-KG
kwas a-ketoadypinowy kwas L-a-aminoadypinowy

Rys. 8 Reakcja katalizowana przez a-aminotransferaze kwasu L-a-aminoadypinowego

AmMAA mogg réwniez uczestniczyé w szlaku biosyntezy aromatycznych aminokwasow
oraz ich degradacji. Te cechy mogg wigzac¢ sie ze zdolnoscig grzybéw do wykorzystywania
szeregu aminokwasow, jako zrédta azotu, umiejetnoscig produkcji pigmentu z tryptofanu
(czynnika wirulencji?) [Brunke i in. 2010; Brunke i in. 2014; Chaskes i in. 2008; Chaskes i in.
2014; Preuss i in. 2013] czy umiejetnoscig biosyntezy fenyloetanolu (zwigzku o aromacie
rézanym) wykorzystywanego w przemysle (Roz. 2.3). AmAA pefhi istotng funkcje w procesie
produkcji antybiotykéw z grupy penicylin (Roz. 2.3) atakze moze uczestniczy¢é w szlaku
biosyntezy aminokwaséw rozgatezionych [Urrestarazu i in. 1998; Miyazaki i in. 2004] . Szerokie
spektrum dziatania tych biatek powoduje, Ze stajg sie one ciekawym zagadnieniem badawczym.

Enzymy o aktywnosci AmAA mogg uczestniczyé zaréwno w procesie biosyntezy
L-lizyny, jak idegradacji (hKATIIp, a-aminotransferaza L-kinureninowa/L-a-aminoadypinowa
z ludzkiej watroby [Han i in. 2008a], a-aminotransferazy L-kinureninowej/L-a-aminoadypinowej
(KAT) ze szczurzej nerki [Mawal i in. 1991; Tobes i Mason 1977]). Grzybowa AmAA jest
enzymem bardzo stabo poznanym, co wiecej aktywnos¢ AmAA przypisywana jest produktom
kilku gendéw. W S. cerevisiae, aktywnos¢ AmAA wykazano u trzech biatek ScYerl52Cp,
ScBna3p, ScAro8p [lraqui i in. 1998; King i in. 2009; Wogulis i in 2008]. Ze wzgledu na wysokie
podobienstwo sekwencji aminokwasowej ScAro9p do biatka ScAro8p (54% podobne [lraqui i in.
1998]) oraz na podstawie wynikow badan wykonanych przez zespoty Matsuda i Ogur [1969]
i Urrestarazu [1998] mozna przypuszczaé, ze ScAro9p rowniez moze spetnia¢ role AmAA
w komédrce. W 2011 roku wykazano, ze gen kodujgcy biatko Yerl52Cp jest silnie
zakonserwowany w genomach komoérek drozdzy, natomiast w K. thermotolerans wystepuje
w dwéch kopiach, co sugeruje, ze enzym ten petni istotng role w metabolizmie komaorki [Hébert

i in. 2011]. Biatka Aro8p i Yer152Cp sg obecne u S. cerevisiae, C. glabrata, S. stipitis,
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C. albicans, Y. lipolytica, Z. rouxii, K. thermotolerans, L. kluyveri, K. lactis, E. gossypii
i D. hansenie, wszystkich szczepach przeanalizowanych przez grupe Héberta natomiast Aro9p
nie wystepuje tylko u E. gossypii i D. hansenii [Hébert i in. 2011]. Ponadto wiadomo, ze Aro8p,
Aro9p i Yer152Cp sg w wiekszosci biatkami cytoplazmatycznymi. Jedynie Aro9p w Y. lipolytica
wystepuje w mitochondrium. W przypadku AmAA z nerki szczurzej i nerki wotowej, sytuacja
wyglada inaczej tj. 70% wotowej i 55% szczurzej AmAA znajduje sie w mitochondrium
[Deshmukh i Mungre 1989] natomiast ludzka AmAA znajduje sie tylko w mitochondrium [Goh
i in. 2002]. Z kolei, w komoérkach bakteryjnych T. thermophilus istniejg co najmniej dwa biatka
o aktywnosci AmAA [Miyazaki i in. 2004], jednakze dotychczas udato sie wyznaczy¢ parametry
kinetyczne tylko jednego enzymu, TtLysNp.

Rola biatka ScBna3p w komorce S. cerevisiae nie jest do konca jasna. Wykazano, ze
posiada ono aktywno$¢ aminotransferazy kinureninowej (KAT), jednakze wiadomo tez, ze moze
uczestniczyC jeszcze w innych procesach biosyntezy [Wogulis i in. 2008]. Katalizuje reakcje
przeksztatcania kinureniny do jej a-ketokwasu, ktéry ulega cyklizacji do kwasu kinurenowego

(Rys. 9). Jest enzymem PLP zaleznym.

o CO,H CO,H OH
Pi
1
\ -
NH, o (cyklizacja) = . H,0
|
\
. L- =
- - L-Ala NH; N COH
Kinureina Kwas kinurenowy

Rys. 9 Reakcja katalizowana przez kinureninowg aminotransferaze [na podstawie King i in. 2009]

Wiadomo, ze ScBna3p moze tez katalizowac¢ reakcje AmAA [King i in. 2009], jednak wykazuje
aktywnos¢ na niskim poziomie w poréwnaniu do zbadanej aktywnodci ScAro8p czy
ScYer152Cp. Do tej pory nie wyjasniono, ktéra reakcja katalizowana przez ScBna3p dominuje
in vivo. Na podstawie podobiehAstwa sekwencji aminokwasowej mozna przypuszczagé, ze biatko
ScBna3p petni role AmAA. Biatko ScBna3p wykazuje bowiem wysokie podobienstwo sekwencji
aminokwasowej do ludzkich biatek o aktywnosci KAT: hKATIp (39%) oraz hKATIIp (45%).
Podobnie jest w przypadku biatek ScAro8p i ScAro9p, ich podobienstwo do ludzkich KAT
wynosi: 41-42% do hKATIp i 47% do hKATIIp. Biatko hKATIlp opisywane jest jako
a-aminotransferaza L-kinureninowa/L-a-amino-adypinowa. Wykazano, ze hKATIIp katalizuje
reakcje rozktadu L-AA (tj. w kierunku katabolizmu L-lizyny), a powinowactwo enzymu do L-AA
jest nawet wyzsze niz do kwasu kinurenowego (Kyaa= 0,9 £ 0,1 [MM]; Ky iw. kinurenowy = 4,7 *
0,8 [mM]) [Han iin. 2008a]. Ponadto, analizujgc mutanty delecyjne S. cerevisiae, mozna by
wykluczy¢ role ScBna3p jako KAT w komérce. Usunigecie genu ARO9 z genomu S. cerevisiae
wywotuje bowiem 96% spadek aktywnosci KAT w surowym ekstrakcie, natomiast dla szczepu
Aaro8 spadek aktywnosci KAT wynosi 15% [Urrestarazu i in. 1998]. Nie sprawdzono jednakze
aktywnosci KAT w surowym ekstrakcie szczepu Aaro8 Aaro9, co ostatecznie mogtoby wyjasni¢
role ScBna3p w szlaku kwasu kinurenowego.

Biatka o aktywnosci AmAA charakteryzujg sie zdolnoscia do wykorzystywania

szerokiego spektrum substratowego (Tab. 1), a co za tym idzie mogg bra¢ udziat w wielu
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reakcjach metabolizmu. Ich cechg charakterystyczng jest fakt, ze trudno jest je odpowiednio

sklasyfikowac i okresli¢, ktéra ich funkcja jest dominujgca in vivo.

Tab. 1 Zestawienie szeregu substratow wykorzystywanych przez biatka o aktywnos$ci a-aminotransferazy

L-a-aminoadypinowej i aminotransferazy aromatycznej z réznych organizmoéw. [1] Kradolfer i in. 1982, [2]

King i in. 2009, [3] Chen i in. 2009, [4] Matsuda i Ogur 1969, [5] Miyazaki i in. 2004, [6] Passera i in. 2011,

[7] Wogulis i in 2008, [8] Han i in. 2008a, [9] Iraqui i in. 1998, [10] Karsten i in. 2011, [11] Brunke i in. 2010,
[12] Urrestarazu i in. 1998, [13] Brunke i in. 2014

Biatko Donor grupy aminowej Akceptor grupy aminowej
ScAro8p tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina® *°, | a-ketoglutaran®”, fenylopirogronian®,
S. cerevisiae kwas a-ketoadypinian™®

L-a-aminoadypinowy® > *°,

kinurenina, metionina, leucyna,
kwas glutaminowy 2, histydyna®®

ScYerl52Cp kwas L-a-aminoadypinowy” a-ketoglutaran®

S. cerevisiae

ScBna3p kwas L-a-aminoadypinowy?, a-ketoglutaran®, pirogronian,

S. cerevisiae kinurenina’ a-ketobutyrynian

ScAro9p fenyloalanina®, tryptofan”, pirogronian®, fenglopirogroniang,
S. cerevisiae metionina, leucyna, kinurenina, cx-ketoadypinian:L

kwas L-a-aminoadypinowy™

3

CgAro8p C. glabrata | tryptofan”, fenyloalanina, histydyna™ [ a-ketoglutaran™

Transaminaza kwas glutaminowy, a-ketoadypinian, a-ketoglutaran®
a-ketoadypino kwas asparaginowy,

glutaminowa | kwas L-a-aminoadypinowy *

S. cerevisiae

Transaminaza kwas glutaminowy, a-ketoadypinian, a-ketoglutaran®
a-ketoadypino kwas L o:-aminoadypinowy4

glutaminowa Il

S. cerevisiae

Aromatyczna tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina * a-ketoglutaran,
aminotransferaza | hydroksyfenylopirogronian,

S. cerevisiae pirogronian

Aromatyczna tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina * fenylopirogronian, pirogronian’

aminotransferaza Il
S. cerevisiae

TtLysNp kwas glutaminowy” a-ketoadypinian, pirogronian,

T. thermophilus fenylopirogronian, szczawiooctan,
a-ketoizowalerian,
a-ketoizokapronian,
a-keto-3-metylowalerian®

hKATIIp H. sapiens m.in. kinurenina, m.in. a-ketoglutaran®,
kwas L-a-aminoadypinowy® kwas glioksalowy,
metionina, tryptofan, kwas a-ketokapronowy,
kwas glutaminowy, glutamina, fenylopirogronian,
tyrozyna, alanina, leucyna indolo-3-pirogronian, a-ketoadypinian,

a-ketobutyrynian, pirogronian,
hydroksyfenylopirogronian,
merkaptopirogronian

Struktura przestrzenna AmAA

a-Aminotransferaza L-a-aminoadypinowa ScAro8p z S. cerevisiae zbudowana jest
z dwoch homodimerdw ztozonych z podjednostek A i B oraz C i D (Rys. 10) [Bulfer i in. 2013].
Ogodlna struktura wykazuje typowe pofatdowanie dla aminotransferaz typu I. AmAA nalezg do
tej subgrupy wraz z aminotransferazami: asparaginowa, alaninowg oraz aromatyczng [Mehta
i Christen 1993]. ScAro8p sktada sie z domeny duzej (reszty od 52 do 368) i matej (reszty 369
do 500) utozonych wzgledem siebie w konfiguracji a/f. N-terminalny koniec (reszty 1-51)
poprzedza duzg domene. Podobng budowe ma a-aminotransferaza L-a-aminoadypinowa

TtLysNp z T. thermophilus. Biatko TtLysNp tworzy dimer z duzym wewnetrznym zigczem
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podjednostek. Kazdy monomer jest podzielony na trzy strukturalne domeny: N-terminalny
koniec (reszty od 5 do 19), matg domene ztozong z dwdch regiondéw (reszty od 20 do 45 i od
285 do 395) i duzg domeng (reszty od 46 do Gly284). Taki uktad zaobserwowano tez dla
asparaginowej aminotransferazy z T.thermophilus [Nakai i in. 1999] i aromatycznej

aminotransferazy Paracoccus denitrificans [Okamoto i in. 1998].

/

N- terminalny ¢ '_
koniec

Rys. 10 Struktura ScAro8p z S. cerevisiae. N-terminalny koniec, mata i duza domena podjednostki C
zaznaczone odpowiednio na kolor ciemno niebieski, morski i fioletowy, natomiast z podjednostki D na
kolor jasno pomaranczowy, ciemno pomaranczowy i zotty [Bulfer i in. 2013]

Domene duzg w ScAro8p tworzg B-kartki, B4-5 oraz B8-B12, otoczone a-helisami
a4-a8, all, 3,06 [Bulfer i in. 2013]. Dwie B-kartki B2-B3 tworzg antyrownolegtg kartke
oddziatujgcg z odpowiednimi B-kartkami sgsiadujgcej podjednostki tworzac 4-kartkowy styk
dimerdw. Ten rodzaj potgczenia zaobserwowano jeszcze w aminotransferazie ludzkiej hKATIIp
[Rossi i in. 2008a]. Nie jest to jednak typowy element drugorzedowej struktury aminotransferaz
typu |, ktére w tej pozycji posiadajg a-helisy (np. TtLysNp T. thermophilus [Karsten i in. 2011;
Tomita i in. 2009]). Kolejng réznicg pomiedzy ScAro8p oraz TtLysNp i hKATIIp jest obecnosé
w duzej domenie biatka z S. cerevisiae zewnetrznej petli zawierajgcej helisy al0, all [Bulfer

iin. 2013].

Mata domena biatka ScAro8p zawiera 4-niciowe antyrownolegte B-kartki 13 i 314 oraz 16
i B17 ostoniete przez grupe a-helis al3-al5 i 3,,8. Pofaldowanie matej domeny jest
homologiczne z TtLysNp i hKATIllp, poza obecnoscig dodatkowej petli w ScAro8p zawierajgce;j
helisy 3109, 31010, 3,012 [Bulfer iin. 2013; Karsten i in. 2011; Rossi i in. 2008a; Tomita
i in. 2009].

Motyw N-konca w ScAro8p roézni sie znaczgco od typowego pofatdowania aminotransferaz typu
I. W TtLysNp i aminotransferazach typu | znajdujg sie w tym miejscu dwie a-helisy, gdzie a2
blokuje wejscie do centrum aktywnego tej samej podjednostki [Tomita i in. 2009]. W ScAro8p
natomiast heliakalny region N-konca (al-a2, B1 i 3;01-3192) blokuje wejscie do centrum
aktywnego enzymu sgsiadujgcej podjednostki [Bulfer i in. 2013]. Taki sam ukiad
zaobserwowano dla hKATIIp. Zamkniecie zbudowane z helisy a2 zostato zaobserwowane

w krysztale ScAro8p w podjednostkach A i C natomiast dla B i D zauwazono nieuporzadkowang
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strukture wskazujgcg na wysokg elastycznosé tego regionu [Bulfer i in. 2013]. W hKATIIp
N-koniec jest elementem ruchomym iobserwowanym w krysztale jako region
nieuporzadkowany. Podczas wigzania kinureniny do enzymu, N-koniec przemieszcza sie z dala
od centrum aktywnego robigc miejsce dla substratu. Tak samo dzieje sie podczas wigzania
kwasu a-ketoglutarowego [Han i in. 2008a].

Centrum aktywne ScAro8p znajduje sie w szczelinie pomiedzy duzg i matg domeng, utozone
wzdiuz podjednostki, ostoniete N-terminalnym koricem duzej domeny sasiedniej podjednostki
[Bulfer i in. 2013]. Sposéb wigzania PLP w ScAro8p jest podobny jak w innych
aminotransferazach typu I: PLP tworzy zasade Schiffa z e-aminowg grupg Lys305 (LLP)
i oddziatuje z kilkkoma wysoce zakonserwowanymi resztami. Pierscien pirydynowy LLP znajduje
sie pomiedzy resztami Phe141 i Pro250, a C2’ oddziatuje hydrofobowo z lle215. Atom O3’ LLP
tworzy wigzanie wodorowe z bocznym fancuchem Tyr251 i Asn220, a azot pirydynowy tworzy
mostek solny z grupg karboksylowg Asp248. Grupa fosforanowa LLP jest stabilizowana przez
wiele oddziatywan typu dipol-dipol. Tworzy wigzanie wodorowe z grupami aminowymi
tancuchdéw gtéwnych Asn141, Thr142 i grupami hydroksylowymi fancuchéw bocznych Thr142,
Ser303, Ser304 i Tyrl05’ (sasiedniej podjednostki) oraz mostek solny z guanidynowg grupg

Arg312 [Bulfer i in. 2013]. Zaobserwowane oddziatywania LLP w ScAro8p sg analogiczne jak
dla hKATIIp i TtLysNp za wyjatkiem obecnosci Phe166 i lle215, ktore w hKATIIp sg zastgpione
tyrozyng i waling [Han i in. 2008b; Rossi i in. 2008a].

Oddziatywania kofaktora PMP z podjednostkami ScAro8p jest identyczne jak podczas
stabilizacji LLP [Bulfer i in. 2013]. Grupa fosforanowa kazdego kofaktora zajmuje te same
pozycje i tworzy te same wigzania wodorowe i mostki solne z odpowiednimi resztami. Jednakze
w PMP pierscien pirydoksalu z atomem C4 jest przesuniety o ~16° od Lys305. Takie utozenie
LLP, PMP czy kompleksu PLP-substrat jest powszechnie obserwowanym zjawiskiem ws$rod
a-aminotransferaz L-a-aminoadypinowych iwystepuje réwniez w TtLysNp i hKATIIp (obrét
o odpowiednio 29° i 20° stopni) [Han i in. 2008b; Tomita i in. 2009]. LLP i PMP wigzg sie
z centrum aktywnym ScAro8p wprowadzajac tylko niewielkie zmiany konformacyjne [Bulfer i in.
2013]. Do tej pory nie udato sie uzyska¢ krysztatu ScAro8p ze zwigzanym substratem, jednakze
na podstawie podobienstwa strukturalnego przypuszcza sie, ze enzym ten wigze substraty
analogicznie do TtLysNp i hKATIIp. Biatka TtLysNp i hKATIllp uzyskano ze zwigzanym
odpowiednio analogiem substratu tj. zwigzkiem PPA (Rys. 11) i kinurening [Han i in. 2008b;
Tomita i in. 2009].Wykazano, Zze zwigzane substraty oddziatujg z argining, Arg23 w TtLysNp
i Arg20 w hKATIIp. W TtLysNp &-karboksylowa grupa L-a-aminoadypinianu jest stabilizowana
przez utworzony mostek solny z guanidynowg grupg Arg23 [Ouchi i in. 2009], natomiast Arg20
z hKATIIp bierze udziat w oddziatywaniach kation-1r z kinurening [Han i in. 2008b]. W ScAro8p
arginina zastgpiona jest Lys26 i znajduje sie w a-helisie kontaktujgcej sie z centrum aktywnym
sgsiedniej podjednostki homodimeru. Modelowanie molekularne wykazato, ze ta reszta
lizynowa moze peti¢ istotng role w rozpoznawaniu substratéw, analogicznie do reszty
argininowej [Bulfer i in. 2013]. Kluczowe miejsca oddziatywania substratu, uwzgledniajgc mostki

solne i wigzania wodorowe pomiedzy kinurening a resztami aminokwasowymi sg
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zakonserwowane w ScAro8p i hKATIlp (poza stabym wigzaniem wodorowym Tyr142 gdzie
w ScAro8p obecna jest Phel66) [Bulfer i in. 2013].
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Rys. 11 Zwigzek PPA, analog substratu AmAA, potgczenie kwasu L-a-aminoadypinowego z fosforanem
pirydoksalu [na podstwie Han i in. 2008b]

Obecnosé Lys26 w ScAro8p moze wplywaé¢ na wigzanie niektérych substratéw do enzymu.
Dla przyktadu ScAro8p wykazuje stabe powinowactwo do pary L-Glu
i 4-hydroksyfenylo- pirogronianu (prekursorow L-Trp) [Karsten i in. 2011]. Inaczej jest natomiast
dla enzymu hKATIIp, ktéry jest w stanie katalizowaé reakcje powstawania L-tryptofanu [Han i in.
2008b]. Nie zostaty jeszcze wyznaczone parametry kinetyczne dla TtLysNp wzgledem
aromatycznych aminokwasow jednak wiadomo, ze Arg23 ma znaczaca role w rozpoznawaniu
kwasu glutaminowego. Wprowadzenie Ala lub GIn w miejsce Arg23 powoduje spadek
efektywnosci katalitycznej o TtLysNp 2-3 rzedy wielkosci [Ouchi i in. 2009].

Na specyficznos$¢ substratowg ScAro8p moze mie¢ rowniez wptyw zmiennos$¢ konformacyjna N
-koncowego regionu blokujgcego wejscie do centrum aktywnego enzymu [Bulfer i in. 2013].
Wiagzanie odpowiednich par aminokwasow i ketokwasow do TtLysNp
i hKATIlp obejmuje zmiany konformacyjne N-terminalnego motywu zawierajgcego helise a2.
Nie jest to typowe dla aminotransferaz. Zaréwno w aminotransferazie ludzkiej hKATIp jak
i aminotransferazie aminokwaséw rozgatezionych z E. coli zachodzg znacznie mniejsze zmiany

konformacyjne po zwigzaniu substratu [Jager i in. 1994; Rossi i in. 2008b].

Mechanizm katalizowanej reakcji

Badania nad TtLysNp oraz nad ScAro8p wykazaty, ze biatka te katalizujg
przeprowadzang reakcje wedlug mechanizmu ping-pong charakterystycznego dla
aminotransferaz [Karsten iin. 2011; Miyazaki i in. 2004]. Wykazano, Zze miejsce aktywne
enzymu ScAro8p ma hydrofobowy charakter, co powoduje powinowactwo do podobnych
substratow. Na podstawie badan kinetycznych, badan spektralnych i wptywu pH na aktywnos¢
enzymu zaproponowano mechanizm reakcji katalizowanej przez ScAro8p [Karsten i in. 2011].
W pierwszym etapie, nastepuje oderwanie protonu z dodatnio natadowanej grupy aminowe;j
substratu przez wolng pare elektronowg wewnetrznej iminy enzymu (Rys. 12, ). Nastepnie,
nukleofilowa grupa aminowa substratu wykonuje atak na utworzong zasade Schiffa, w wyniku
czego tworzy sie produkt przejsciowy gem-diamina (lll), ktéry ulega przegrupowaniu do iminy
(IV). W wyniku oderwania -protonu przez lizyne, pochodzgcg z miejsca aktywnego enzymu,

powstaje struktura chinonoidowa (V), ktéra ulega przegrupowaniu do ketiminy (VI).
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W kolejnym kroku nastepuje hydroliza ketiminy, dzieki czemu powstaje odpowiedni ketokwas

i pirydoksyamidowa forma enzymu [Karsten i in. 2011].

wewnetrzna aldimina (1) ()] gem-diamina (lI1)
~343 nm 325-340 nm
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Rys. 12 Schemat mechanizmu reakcji katalizowanej przez AmAA zaproponowany na podstawie badan
kinetycznych, spektralnych i wptywu pH na aktywnos¢ enzymu [na podstawie Karsten i in. 2011]

Analizujgc obecno$¢ zakonserwowanych reszt aminokwasowych w ScAro8p
z S. cerevisiae Asn220, Asp248, Tyr251, Gly43, Lys305, TtLysNp z T. thermophilus Asnl74,
Asn202, Tyr205, Gly40 i Lys238 oraz asparaginowej aminotransferazie z E. coli (ECAsp-AT)
Asn194, Asp222, Tyr225, Gly38, Lys258, mozna przypuszczac, ze mechanizm transaminaciji
katalizowany przez  a-aminotransferazy  L-a-aminoadypinowe  bedzie  analogiczny
z zaproponowanym dla EcAsp-AT [Tomita i in. 2009]. Grupa Hayashi wykazata, ze naprezenie
sprotonowanej wewnetrznej aldiminy (zasady Schiffa) utworzonej poprzez zwigzanie PLP
z Lys258 w EcAsp-AT wzmacnia zdolnos¢ katalityczng enzymu poprzez zmiane energii
aktywacji reakcji [Hayashi i in. 1998]. pK, aldiminy wzrasta o 3 jednostki w trakcie prowadzenia
reakcji, od pK, = 6,8 dla zasady Schiffa przez pK, = 8,8 dla kompleksu Michaelisa (zwigzanie
aminokwasu w centrum aktywnym enzymu) do pK,>10 dla zewnetrznej aldiminy. Niska warto$¢
pKa wewnetrznej aldiminy jest spowodowana utrzymywaniem wewnetrznych naprezen
kompleksu poprzez obecnos¢ wigzan wodorowych pomiedzy atomem O3’ PLP a grupa
amidowg bocznego fancucha Asn194 i grupg hydroksylowg Tyr225 oraz poprzez wytworzenie
mostku solnego pomiedzy azotem pierscienia pirydynowego PLP i grupg karboksylowg Asp222.
Powstate wewnetrzne naprezenia ulegajg relaksacji poprzez przytgczenie aminokwasu do
enzymu (kompleks Michaelisa), a nastepnie wytworzenie zewnetrznej aldiminy i uwolnienie
Lys258. EcAsp-AT zmienia konformacje z otwartej na zamknietg co zmusza karbonylowy atom
tlenu Gly38 do oddziatywania z hydroksylowg grupg Tyr225. Niesprotonowana wewnetrzna
aldimina (stan przed zwigzaniem aminokwasu do centrum aktywnego enzymu) powoduje

odpychanie wolnej pary elektronowej karbonylowego atomu tlenu Gly38 co wptywa na
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utworzenie energii aktywacji niezbednej do powstania kompleksu Michaelisa, promujgc funkcje

katalityczne [Hayashi i in. 2003].

Wplyw usuniecia genéw AmAA na funkcjonowanie mikroorganizmu

Badanie fenotypu komoérek, w ktérych usunieto geny kodujagce AmAA pozwala
zrozumie¢ funkcjonowanie szlakéw biosyntezy L-lizyny oraz biosyntezy aminokwaséw
aromatycznych i powigzanie produktow przejsciowych tych szlakédw z innymi procesami
w komoérce (Rys. 14). Szczep S. cerevisiae z usunietym genem AROS jest niezdolny do wzrostu
na pozywce, w ktorej jedynym zrédtem azotu jest aminokwas aromatyczny (L-Phe, L-Tyr lub
L-Trp) lub kinurenina [Urrestarazu i in. 1998]. Pomimo obecnosci biatka ScAro9p
odpowiadajgcego za degradacje aromatycznych aminokwaséw, usuniecie genu AROS8
uniemozliwia przeprowadzenie tego procesu. Jednakze szczep Aaro8 nie jest auksotroficzny
wzgledem zadnego aminokwasu (rosnie na pozywce, w ktorej jedynym zrédiem azotu jest
siarczan amonu). Delecja genu ARO8 nie wptywa znaczaco na zaburzenie ktéregokolwiek
szlaku biosyntezy. Mutant Aaro9 jest w stanie wykorzystywac¢ kinurenine i aromatyczne
aminokwasy jako zrédto azotu, jednakze jego wzrost na pozywkach z dodatkiem tych substancji
jest stabszy niz wzrost szczepu dzikiego. Dopiero usuniecie obydwu genéw AROS8 i ARO9
w jednym szczepie wywotuje auksotrofie wzgledem aromatycznych aminokwaséw [Urrestarazu
i in. 1998]. Taki rezultat potwierdza wytgcznosé¢ biatek ScAro8p i ScAro9p jako aromatycznych
aminotransferaz w S. cerevisiae. Ponadto aktywnos¢ AmAA w lizacie komoérkowym szczepu
S. cerevisiae z usunietym genem AROS8 jest o potowe nizsza w poréwnaniu do szczepu
dzikiego. Niewielkg roznice w spadku aktywnos$ci mozna zauwazy¢ w szczepie Aaro8 Aaro9
[Urrestarazu i in. 1998]. Ten wynik potwierdza istnienie jeszcze jakiegos biatka w S. cerevisiae
odpowiedzialnego za role AmAA in vivo. Ciekawym spostrzezeniem jest 96% spadek
aktywnosci aminotransferazy kinureninowej w szczepach z usunietym biatkiem ScAro9p
[Urrestarazu iin. 1998]. Wczesniejsze doniesienia wskazujg, ze gtébwng rolg ScAro9p jest
degradacja tryptofanu [Kradolfer i in. 1982]. To stwierdzenie nie opiera sie jednak na analizie
wptywu delecji genéw na fenotyp mikroorganizmu. Opiera sie na analizie parametréw
kinetycznych enzyméw [Kradolfer i in. 1982]. Na podstawie analizy wptywu usuniecia genoéw na
S. cerevisiae zauwazono natomiast, Ze delecja ARO8 i ARO9 zmniejsza réwniez szybkosé
wzrostu mutantéw na pozywce z jedynym zrodtem azotu w postaci metioniny czy leucyny.
Aktywnos¢ ScAro8p i ScAro9p biatek in vivo jest wiec powigzana ze szlakiem degradacji tych
aminokwaséw [Urrestarazu i in. 1998]. Auksotrofii wzgledem Zzadnego aminokwasu nie
wykazuje réwniez szczep T. thermophilus z usunietym genem LYSN kodujgcym biatko
o aktywnosci AmAA [Miyazaki i in. 2004]. Jednakze wykazuje on defekt szybkosci wzrostu,
rosnie wolniej na podtozu minimalnym od szczepu dzikiego. Dodatek L-lizyny czy kwasu
L-a-aminoadypinowego do pozywki w stezeniu 0,1 mM (zwigzkoéw, do ktorych wytworzenia
niezbedna jest AmAA) powoduje zwiekszenie szybkosci wzrostu mutanta, ale nie uzyskuje sie
takiego efektu podczas dodania 0,1 mM kwasu a-ketoadypinowego (zwigzku, z ktérego AmAA
wytwarza kwas L-a-aminoadypinowy). Taki wynik potwierdza role biatka TtLysNp jako AmAA.

Ponadto wskazuje na obecnos¢ jeszcze jednego enzymu o tej aktywnosci.
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Powigzanie biatka TtLysNp z innymi szlakami metabolicznymi moze sugerowac jego sposéb
regulacji. Dodatek leucyny, izoleucyny lub waliny do pozywki powoduje zwiekszenie szybkosci
wzrostu mutanta AlysN [Miyazaki i in. 2004]. Wskazuje to, podobnie jak w przypadku biatka
ScAro8p z S. cerevisiae, na powigzanie ze szlakiem biosyntezy rozgatezionych aminokwaséw
[Urrestarazu i in. 1998]. Powigzanie ze szlakiem biosyntezy aromatycznych aminokwasow
w przypadku biatka TtLysNp jest jednak znikome. TtLysNp wykazuje bardzo niskg aktywnos¢
w kierunku biosyntezy L-Phe, a dodatek aromatycznych aminokwasoéw do pozywki, jako zrédta
azotu nie ma wptywu na szybkos$¢ wzrostu mutanta [Miyazaki i in. 2004].

Analiza fenotypu mutantéw S. cerevisiae z usunietym genem kodujgcym biatko ScBna3p, nie
daje jednoznacznej odpowiedzi co do roli tego enzymu w komorce. Jak wspomniano wczes$niej
(Roz. 2.4) wiadomo, ze ScBna3p moze katalizowa¢ reakcje AmAA [King i in. 2009], jednakze
wykazuje tez aktywnos¢ KAT [Wogulis i in. 2008], moze uczestniczy¢ w szlaku biosyntezy
NAD®. W S. cerevisiae NAD® produkowany jest de novo w szlaku kwasu kinurenowego

rozpoczynajgcym sie od tryptofanu (Rys. 13).

CO,H CO,H CO,H
1 2
NH, o NH, — = o NH,
N NH NH,
H
CHO
Tryptofan Formylokinurenina Kinurenina
/ %
HO,C / HO NH, CO,H N\ CO,H
NAD® o <~ U 56,7 o
X - NH,
N
I|RP © en
Nikotyno mononukleotyd 3-hydroksykinurenina Kwas kinurenowy

/

0
Xy ‘

Kwas nikotynowy

Rys. 13 Schemat reakcji szlaku kwasu kinurenowego u S. cerevisiae. Enzymy biorgce udziat w szlaku:

1 ScBna2p 2,3 -dioksygenaza tryptofanowa, 2 ScBna7p formamidaza fomylokinureninowa, 3 ScBna3p
aminotransferaza kinureninowa, 4 ScBna4p monooksydaza kinureninowa, 5 ScBnalp dioksygenaza
kwasu 3- hydroksyantralinowego, 6 ScBna5p kinureninaza, 7 ScBna6p fosforybosylotransferaza
chinolinowa, 8 ScNptlp fosforybosylotransferaza nikotynowa [na podstawie Wogulis i in. 2008]
Usuniecie genéw kodujgcych enzymy szlaku biosyntezy NAD" oraz genu NPT1 z genomu
S. cerevisiae jest letalne. Takiego efektu nie obserwuje sie jednak dla mutanta Abna3 Anpt1.
Wykazano réwniez, ze szybko$¢ wzrostu szczepu z usunietym biatkiem ScBna3p na pozywce
z dodatkiem kwasu nikotynowego i bez jego obecnosci jest taka sama. Takie wyniki sugerujg
obecnos$¢ innego biatka w komodrce posiadajgcego aktywnosé KAT [Panozzo i in. 2002]
(ScAro9p?). Powigzanie biatka ScBna3p z innymi szlakami metabolicznymi potwierdzajg tez

badania dotyczace regulacji szlaku biosyntezy NAD" z S. cerevisiae [Bedalov i in. 2003].
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Przyktadem moze byé tu rola transkrypcyjnego czynnika Sum1p, ktéry uruchamia NAD" zalezng
deacetylaze Hst1p. Hst1p reguluje biosynteze NAD". W szczepach S. cerevisiae Asum1 poziom
ekspresji BNA2 wzrasta 14,1 razy, BNA4 11,7 razy, BNA5 4,6 razy, BNA1 3,9 razy, BNA6 1,9
razy natomiast poziom ekspresji BNA3 pozostaje niezmienny. Odmienna regulacja ekspresiji
tego enzymu moze Swiadczyc¢ o istnieniu dodatkowej roli tego biatka w komoérce. Fakt ten mogg
potwierdza¢ wyniki analizy bioinformatycznej szczepéw grzybowych, ktérych wzrost jest zalezny
od obecnosci kwasu nikotynowego w pozywce. Szczepy te nie posiadajg gendw kodujgcych
biatka uczestniczagce w szlaku biosyntezy NAD® jednakze posiadajg biatko ScBna3p [Li
i Bao 2007].
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z L-Phe, L-Tip, L-Tyr lub kinurening [5]

3 zmniejszenie aktywnosci AmAA —

w lizacie komérkowym [5] Ol S. cerevisiae |
zwigkszenie steZzenia wewnatrzkomérkowego
aromatycznych aminokwaséw [4]

I e zahamowanie wzrostu na pozywce minimalne] I_

mozliwa produkcja fenyloatanolu na
pozywee z glukoza 1 siarczanem amonu [4]

@ brak auksotrofii [1]

zmniejszenie szybkodci wzrostu na pozywce
minimalnej z L-His, L-Met, L-Phe, L-Trp lub L-Tyr [1]

[crmesmene v

zahamowanie predukeji
plgmentu na pozywee z L-Trp [1]

3

C. glabrata

zmniejszenie szybkoscl wzrostu na pozywce
mimmalne] z L-Phe, L-Trp, L-Tyz lub kinurening [5]

S cerevisiae

(]

auksotrofia wzgledem
aromatycznych aminckwasow [5]
zmniejszenie szybkosci wzrostu na
4 . -
pozywee minimalnej z L-Met lub L-Leu [5]

obecnosé aktywnosci AmAA
w lizacie kemarkowym [5]

Aaro8 Aaro9 S cerevisiae

WPLYW

DELECJI
ENZYMOW O
AKTYWNOSCI
AMAANA
ORGANIZM
GOSPODARZA

aromat;

brak zmiany szybkosci wzrestu na
pozywce z dodatkiem L-Phe

96% spadek aktywnosci aminotransferazy
kinureninowej w lizacie komdrkowym [5]

Aarogd

minimalnej z L-Phe, L-Trp lub L-Tyr [1] C glabrata

I zmniejszenie szybkosci wzrostu na pezywce

zmniejszenie szybkosci wzrostu
na pozywee minimalne] [2]

dodatek L-Leu, L-Tle, L-Val
niweluje defekt wzrostu

. brak zmiany szybkosci wzrestu na pozywee z dodatkiem
S
S cerevisias e kwasu nikotynowege 1 bez jego obecnosci [3]

Rys. 14 Podsumowanie danych literaturowych dotyczgcych wptywu delecji genéw kodujgcych enzymy o aktywnosci AmAA na organizm gospodarza. [1] Brunke
i in. 2010, [2] Miyazaki i in. 2004, [3] Panozzo i in. 2002, [4] Romagnoli i in. 2015, [5] Urrestarazu i in. 1998

32


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3 CZESC DOSWIADCZALNA
3.1 Materialy
3.1.1 Aparatura

Tab. 2 Wykaz aparatury stosowanej w niniejszej pracy
Sprzet bedacy na wyposazeniu laboratorium Uniwersytetu w Wirzburgu.
Sprzet bedacy na wyposazeniu laboratorium Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu.

1)
2)

Aparat do elektroforezy agarozowej DNA Gdansk DELFIN

Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej DNA Gdansk BlueStart nr Blue 01C

Aparat do wywolywania filméw CAWOMAT 200 IR"

Aparat UV Stratalinker 1800"

Bezsilnikowe mieszadto magnetyczne SRSE

Czytnik mikroptytek Victor’V PerkinElmer

Dezintegrator ultradzwiekowy BRANSON Sonifer W-250D

Elektroporator MicroPulser Electroporator BioRad"

Filtry do zageszczania biatka Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units MILIPORE 10 kDa

Inkubator powietrzny z wytrzgsaniem Unitron HT INFORS

Kolumna HiTrap Desalting GE Healthcare

Kolumna Resource Q 6 mL Amersham Biosciences

Kolumna Superdex 200 10/300 GL GE Healthcare

Kolumna Superdex 200 16/600 GL GE Healthcare

Kotyska laboratoryjna JWElectronic

Kuweta do elektroporacji, Sigma-Aldrich, szczelina 0,2 cm’

taznia wodna Waterbath Type 356 Unipan

Mieszadto magnetyczne ATM typ MM5

Mikroskop spektroskopowy z polaryzacjg Olympus SZ61°

pH-metr Elemetron CP-551

Piec hybrydyzacyjny Biometa OV2*

Robot do krystalizacji biomolekut Gryphon Art. Robbins”

Spektrofotometr ThermoSpectronic Genesis 4001/4

Spektrofotometr UV-Vis PerkinElmer Instruments Lambda 45 6K15

Sterylizator Sp 32 E Wadem

Termoblok DNA Gdansk Red-Hot 35 digital

Termocykler Eppendorf Mastercycler gradient

Transluminator Vilber Lourmat

Waga analityczna Zaktady Mechaniki Precyzyjnej ZP Gdansk

Waga Radwag WPS 730/C/2

Wiréwka 1 Eppendorf Centrifuge 5415R

Wiréwka 2 Sigma 1-15K

Wiréwka 3 Sigma 3-18K

Worteks Lab Dancer IKA

Zasilacz DNA Gdansk Thunder Power supply

Zestaw do kolumnowej $rednioci$nieniowej chromatografii cieczowej (FPLC) AKTA
sprzezony z detektorem UV (1=254, 280 nm) i kolektorem frakciji

3.1.2 Wzorce masowe (markery wielkosci)

Tab. 3 Wykaz wzorcédw masowych uzywanych w badaniach

Nazwa Wielkosé prazkow Zastosowanie

PageRuler Plus Prestained Biatka
Protein Ladder #SM1811 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15 kDa (SDS-PAGE)

1 Kb Plus DNA Ladder 12 000, 10 000, 11 000, 9 000, 8 000, 6 000, 5 000, DNA
; AN 4 000, 3 000, 2 000, 1 650, 1 000, 850, 650, 500, 400, | (elektroforeza
ThermoFisher Scientific

300, 200, 100 pz agarozowa)
DNA Gdansk M10kpz 10 000, 8 000, 6 000, 5 000, 4 000, 3 000, 2 500, 2 (Dell\le?(troforeza
#MR18 000, 1 500, 1 000, 800, 600, 400, 200
agarozowa)
The NativeMark Unstained .
Biatka

Protein Standard Invitrogen, 1236, 1048, 720, 480, 242, 146, 66, 20 kDa

Life Technologies (Native-PAGE)
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Nazwa

Wielkos$¢ prazkow

Zastosowanie

Sigma Markers for isoele-
ctric focusing IEF-M2

Tyroglobulina 669 kDa, B-amylaza 200 kDa,
dehydrogenaza alkoholowa 150 kDa, BSA (albumina
wotowa) 66 kDa, anhydraza weglanowa 29 kDa

Biatka
(filtracja zelowa)

3.1.3 Pozywkiipodtoza

Tab. 4 Wykaz pozywek i podtéz wykorzystywanych w badaniach. Przygotowane pozywki

jatowiono w autoklawie (120 °C, 30 min, 1,5 atm.)

Nazwa

Sktad

Zastosowanie

LA

NaCl 10 g L™, ekstrakt drozdzowy 5 g L™, pepton 10 g L, agar
bakteriologiczny 15 g L™

hodowle bakteryjne

LB

NaCl 10 g L™, ekstrakt drozdzowy 5 g L™, pepton 10 g L™,
pH 7 ustalone przy uzyciu NaOH

hodowle bakteryjne

Pozywka
autoindukcyjna

Bufor fosforanowy PH 7,2, trypton 20 g L™, ekstrakt drozdzowy
5¢g L?, NaCl 5 g L, jalowione w autoklawie

60 % vl/v glicerolu 10 mL, 10% w/v glukozy 5 mL, 8% w/v
laktozy 25 mL, jatowione przez filtr strzykawkowy Argos

0,22 um

hodowle bakteryjne

SOC

NaCl 0,5 g L™ ekstrakt drozdzowy 5 g L™, trypton 20 g L™,
MgS0O,2,44gL™"

hodowle bakteryjne

3mLL™

Dodatki do w/w pozywek: ampicylina 100 ug mL™, chloramfenikol 50 ug mL™, glukoza 1 g L™, etanol

Nazwa

Skiad

Zastosowanie

RPMI-1640

glukoza 18 g L™, RPMI-1640 bez wodoroweglanu sodu,
z L-glutaming 10,4 g L™, MOPS 34,5 g L™, pH 7 ustalone przy
uzyciu NaOH

hodowle grzybowe

SLAD

glukoza 20 g L™, agar 20 g L', siarczan amonu 6,4 mg L™,
YNB (bez siarczanu amonu i bez aminokwasow) 1,7 g L™

hodowle grzybowe,
zmiana formy
morfologicznej

SPIDER

Nutrient broth 10g L™, D-mannitol 10g L™, K.HPO, 2g L™, agar
13,5 g L™, pH 7,2 ustalone przy uzyciu kwasu fosforowego (V)

hodowle grzybowe,
zmiana formy
morfologicznej

YCB

YCB 23,4 g L™, ekstrakt drozdzowy 2 g L™, pH 4 ustalone przy
uzyciu HCI

hodowle grzybowe,
indukcja promotora
MAL2p kasety
nokautujgcej

YEPG

glukoza 20 g L™, pepton 10 g L™, ekstrakt drozdzowy 10 g L™,
agar bakteriologiczny (opcjonalnie) 25 g L™t

hodowle grzybowe

YNB

glukoza 20 g L™, siarczan amonu 5 g L™ (opcjonalnie), YNB
bez aminokwasoéw i siarczanu amonu 1,7 g L'l, agar
bakteriologiczny (opcjonalnie) 25 g L™,100 mM bufor
fosforanowy pH 5,8

hodowle grzybowe

Dodatki do w/w pozywek: nourseotrycyna 100-200 pg mL™, aminokwasy 10 mM, FBS 100 mL L™, BSA

10 g L™, kongo red 5 mg L™, kalkofluor biaty mg L™, SDS 20 mg L™.

3.1.4 Szczepy bakteryjne i grzybowe
Tab. 5 Wykaz szczepdw bakteryjnych i grzybowych wykorzystywanych w badaniach
Nazwa Genotyp Zrédio Zastosowanie
Katedra Technologii
: . o Lekow i Biochemii/ Wzorcowy szczep
Candida albicnas SC5314 | Szczep typu dzikiego Uniwersytet C. albicans
w Wirzburgu
fhuA2 lac(del)U169 phoA Szczep
ginV44 ®80’ _ Wykorzyst)./wa_ny
Escherichia coli DH5a lacZ(del)M15 gyrA96 va\ﬁrzsgjftu* dlcz)i;r?]rir(;zozenla
recAl relAl endAl thi-1 9 plazmial
hsdR17 zawierajgcego kasete
nokautujgca
F'mcrAmrrhsdRMS Szczep
e ; ) endAmcrBC Katedra Technologii wykorzystywany
Escherichia coli TOP10F ®80lacZAM15 recA Tet® | Lekdéw i Biochemii do namnozenie
plazmidu

A\ MOST
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Nazwa Genotyp Zrédto Zastosowanie
ekspresyjnego,
sprawdzenia
poprawnosci
klonowania

endAl hsdR17 (rkiz
Mk12') SUpE44 thi-1
Escherichia coli Rosetta rF":C[Arlogng‘}% rel Al lac Katedra Technologii
(DE3) pLysS IacI%Z M5 TH10 Lekéw i Biochemii
(tetRy(DES) pLysS RARE
(Cm")
L . FompT hsdSg .
Escherichia coli Rosetta R Katedra Technologii
(rs" mg’) gal decm lacY1l . - Szczepy
(DE3) pLacl (DE3) pLacl RARE (CmR) Lekoéw i Biochemii ekspresyine,
FompT hsdSg nadekspresja

Escherichia coli BL21

(DE3) pLysS

(DE3) pLysS CamR

(rs mg’) gal, dcm, lacZY

Katedra Technologii
Lekow i Biochemii

Escherichia coli BL21

Star (DE3)

F’, ompT hsdSg
(rg” mg’) galdcmrne131
(DE3)

Firma Invitrogen

Escherichia coli Origami 2

(DES3) pLysS

AphoA Pvull phoR

rpsL FTlac” lacl® pro]

A(ara-leu)7697 AlacX74
araD139 ahpC galE galK

(DE3) gor522::Tn10 trxB
pLysS (Cam"®, str”, Tet?)

Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN
w Poznaniu

rekombinantowego
genu w systemie
Tabora-Studiera

* Joachim Morschhauser, Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie, Universitat Wirzburg, Niemcy

3.1.5 DNA
Plazmidy
Tab. 6 Plazmidy stosowane/skonstruowane podczas badan
Nazwa Opis Mapa

pET101/D-TOPO®

T7 promotor 10 faga T7,
T7 terminator miejsce
terminacji transkrypcji
polimerazy RNA faga T7,

lac operator operonu
laktozowego,

epitop V5tag sekwencja C -
terminalnego konca biatek

P i V matpiego wirusa 5,
6xHis sekwencja domeny
fuzyjnej HisTag,

AmpR sekwencja niosgca
opornos$¢ na ampicyline,

ori miejsce ori replikacji,

rop fragment kodujacy biatko
rop biorgce udziat w replikaciji,
lacl gen kodujacy biatko
represorowe operonu
laktozowego.

Plazmid stosowany do
konstrukcji plazmidéw
ekspresyjnych
wykorzystywanych w pracy.

Zrédto: Katedra Technologii
Lekow i Biochemii, firma
Invitrogen

T7 promotor.  GCGpErator

pET101/D-TOPO
5753 bp

GixHis,
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Nazwa

Opis

Mapa

pSFS2
[Sasseiin. 2011]

ori miejsce ori replikaciji,
AmpR gen opornosci na
ampicyline

T7 promotor ¢10 faga T7,
sekwencja FRT miejsce
rozpoznania dla rekombinazy
FLP,

SAT1 gen opornoéci na
nourseotrycyne,

FLP gen kodujgcy miejscowo-
specyficzng rekombinaze FLP
(bedacy pod kontrolg
promotora MAL2p),

lac operator operonu
laktozowego.

Plazmid stosowany do
usuwania genéw C. albicans
technika SAT1-flipper.

Zrédto: Uniwersytet
w Wirzburgu*

Sacl (657)
Sacll (664)

(FRT (minimal))

flac operator)
(8353) Apal—__Jf
(8340) XhoI /

Iy
) fac.

FRT (minimgy)

10 561 bp

pET101/D-TOPO +
ARO8CH
(przyktadowa mapa
plazmidu
ekspresyjnego)

AROB8CH gen kodujacy biatko
CaAro8p z domeng fuzyjng
HisTag z C. albicans.

Pozostate plazmidy
ekspresyjne skonstruowane
analogicznie,

w miejscu genu ARO8CH
znajduja sie geny:

AROB8 gen kodujgcy biatko
CaAro8p; wielkos¢ plazmidu
7238 pz,

YER152C gen kodujacy biatko
CaYerl52Cp; wielkos¢
plazmidu 7010 pz,

YER152CH gen kodujacy
biatko CaYer152Cp z domeng
fuzyjng HisTag; wielkos$é
plazmidu 7028 pz,

BNA3 gen kodujacy biatko
CaBna3p; wielkos$¢ plazmidu
7134 pz,

BNA3CH gen kodujacy biatko
CaBna3p z domeng fuzyjng
HisTag; wielko$¢ plazmidu
7152 pz,

ARO9 gen kodujgcy biatko
CaAro9p; wielkos¢ plazmidu
7334 pz,

ARO9CH gen kodujacy biatko
CaAro9p z domeng fuzyjng
HisTag; wielko$¢ plazmidu
7352 pz.

Zrédto: plazmidy z genami
ARO8 i ARO8CH
skonstruowane przez mgr inz.
Katarzyne Dré6zd, pozostate -
konstrukcja wtasna

7 promoter EcoRI (286)

_ECoRI (864)
BamHI (966)

Sacl (1819)
6xHis
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Nazwa

Opis

Mapa

pARO8M1
(przyktadowa mapa
plazmidu
zawierajacy kasete
nokautujgca)

upARO8 sekwencja przed
genem ARO8 w genomie
C. albicans (ang. upstream)

dARO8 sekwencja za genem
ARO8 w genomie C. albicans
(ang. downstream)

Plazmid zawierajgcy kasete
usuwajgcg gen AROS.

Pozostate plazmidy
zawierajgce kasety
nokautujgce skonstruowane
analogicznie,

w miejscu upAROS8 i dAROS8
znajduja sie fragmenty:

upYER152C, dYER152C
upARO9, dARO9
UpBNA31, dBNA31
upBNA32, dBNA32

Zrédto: konstrukcja wiasha

sacl (657)

/ upAROS)

Sacll (1107)

(lac operator
(9262) Apal

(8783) Xhol

PAROSM1
11 470 bp

pAROS8K1
(przyktadowa mapa
plazmidu do
komplementacji)

up-ARO8-d sekwencja genu
ARO8 z C. albicans wraz z
sekwencjami flankujgcymi
(ang. upstream, downstream),

dAROS8 sekwencja za genem
ARO8 w genomie C. albicans
(ang. downstream).

Plazmid do komplementacji
usunietego genu AROS.

Pozostate plazmidy do
komplementacji
skonstruowane analogicznie,
w miejscu

up-ARO8-d i dAROS8 znajdujg
sie fragmenty:

up-YER152C-d, dYER152C
up-ARO9-d, dARO9
up-BNA31-d, dBNA31
up-BNA32-d, dBNA32

Zrédio: konstrukcja wiasna

Sact (657)

lac operator)
(11 211) Apal

(10 732) Xhol
(FRT {minimal)——Jf
!

PAROBK1
13426 bp

* Joachim Morschhauser, Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie, Universitat Wirzburg, Niemcy

Oligonukleotydy

Tab. 7 Oligonukleotydy stosowane w badaniach opisanych w niniejszej rozprawie

Startery wykorzystywane do am

lifikacji genu YER152C (klonowanie do plazmidu pET101/D-TOPO)

Nazwa Wielkosé

Sekwencja

YER152C_f 28 pz

Starter lewy,

pET101/D-TOPO,
m kodon start.

5’CACCATGATAAACTTCTTCAAGGGCCACC &

m czes¢ komplementarna do sekwencji 5’ genu YER152C C. albicans
(pozycja od +4 do +25),
m sekwencja umozliwiajgca kierunkowe klonowanie do plazmidu

YER152C_r 31 pz

Starter prawy,

STAACTATTCTAAAAGTTCTCCCCAAATCTTGY

m czes¢ komplementarna do sekwenc;ji 3’ genu YER152C C. albicans
(pozycja od +1221 do +1245),
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m czes¢ komplementarna do sekwencji 3’ flankujgcych gen YER152C,
m kodon stop.

YER152CH_r

43 pz

5CTAATGATGATGATGATGATGTTCTAAAAGTTCTCCCCAAATCY
Starter prawy wprowadzajgcy domene HisTag na C koncu biatka
CaYerl52CHp,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji 3’ genu YER152C C. albicans
(pozycja od +1219 do +1245),

m sekwencja kodujgca domene fuzyjng HisTag,

m kodon stop.

Startery wykorzys

tywane do am

lifikacji genu ARO9 (klonowanie do plazmidu pET101/D-TOPO).

Nazwa

Wielkos$é

Sekwencja

ARO9_f

34 pz

5'CACCATGTCTGATCCTACTCATTTAATTTCTAAGS

Starter lewy,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji 5’ genu ARO9 C. albicans
(pozycja od +4 do +27),

m sekwencja umozliwiajgca kierunkowe klonowanie do plazmidu
pET101/D-TOPO,

m kodon start.

ARO9_r

34 pz

5CTTAGGCTAGCTTTTTAAAACTCTAACCCATTACY

Starter prawy,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji 3’ genu ARO9 C. albicans
(pozycja od +1553 do +1569),

m czes¢ komplementarna do sekwencji 3’ flankujgcych gen ARO9,
m kodon stop.

ARO9CH_r

37 pz

SCTTTTTAATGATGATGATGATGATGAAACTCTAACCCY
Starter prawy wprowadzajacy domene HisTag na C koncu biatka
CaAro9CHp,
m cze$¢ komplementarna do sekwencji 3’ genu ARO9 C. albicans
(pozycja od +1558 do +1569),
m sekwencja kodujgca domene fuzyjng HisTag,

czes$¢ komplementarna do sekwenc;ji 3’ flankujgcych gen ARO9,
m kodon stop.

Startery wykorzys

tywane do am

lifikacji genu BNAS3 (klonowanie do plazmidu pET101/D-TOPO).

Nazwa

Wielkosé

Sekwencja

BNA3_f

29 pz

5'CACCATGTTAAGACGGCTCTTTCCAATACS

Starter lewy,

m czes¢ komplementarna do sekwencji 5’ genu BNA3 C. albicans
(pozycja od +4 do +26),

» sekwencja umozliwiajgca kierunkowe klonowanie do plazmidu
pET101/D-TOPO,

m kodon start.

BNA3_r

31 pz

5CTCTGACAACGGTCCGGTTTTATAAATAATCY

Starter prawy,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji 3' genu BNA3 C. albicans
(pozycja od +1350 do +1358),

= czes$¢ komplementarna do sekwencji 3’ flankujgcych gen BNA3
(pozycja od +1362 do +1380),

m kodon stop.

BNA3CH_r3

52 pz

5 TTAATGTGATGATGATGATGTAAATAATCTTTTAATTTTTT
CAATCTC3
Starter prawy wprowadzajacy domene HisTag na C koncu biatka
CaBna3CHp,
m czes¢ komplementarna do sekwencji 3' genu BNA3 C. albicans
(pozycja od +1332 do +1358),
m sekwencja kodujgca domene fuzyjng HisTag,

czes¢ komplementarna do sekwenciji 3’ flankujgcych gen BNA3,
m kodon stop.

Startery wykorzys

tywane do mutagenezy ukierunkowanej zaprojektowanych plazmidéw ekspresyjnych.

Nazwa

Wielkosé

Sekwencja

ARO9_mutfl

33 pz

5P - GTCCATTTTTAAGATTTTCGGATAATGCTGGTGY

Starter lewy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany N’ koniec
m czes¢ komplementarna do sekwencji genu ARO9 C. albicans (pozycja
od +575 do +608),

= Miejsce wprowadzenia mutaciji.
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Nazwa

Wielkos¢

Sekwencja

ARO9_mutrl

37 pz

5P - TAAATGTAAATTCCTCAACTAAGATAACATCACCATCY
Starter prawy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany

N’ koniec,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji genu ARO9 C. albicans (pozycja
od +538 do +574).

ARO9_mutf2

32 pz

5P - GTTAATCGAGGTGCTTCGGGTTTAACACAAACY

Starter lewy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany N’ koniec
m cze$¢ komplementarna do sekwencji genu ARO9 C. albicans (pozycja
od +1105 do +1138),

m Mmiejsce wprowadzenia mutacji.

ARO9_mutr2

33 pz

5P — AACGTCACTATAATTCTTAACTGCGTCAATGACY3

Starter prawy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany N’
koniec,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji genu ARO9 C. albicans (pozycja
od +1072 do +1104).

BNA3_mutf

32 pz

5P - TGTTGGTGAACTTGTCGAAAGTTAAGATACCCY

Starter lewy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany N’ koniec
m cze$¢ komplementarna do sekwencji genu BNA3C. albicans (pozycja
od +1097 do +1129),

m Mmiejsce wprowadzenia mutaciji.

BNA3_mutr

26 pz

5P - CAAAGTATCCTCCTTCGGCAACGGTGY

Starter prawy, do mutagenezy ukierunkowanej, ufosforylowany

N’ koniec,

m cze$¢ komplementarna do sekwencji genu BNA3 C. albicans (pozycja
od +1071 do +1096).

Startery wykorzystywane do amplifikacji fragmentu DNA stosowanego do usuwania genéw z genomu
C. albicans oraz do weryfikacji poprawnosci konstrukcji mutantow.

Nazwa Wielkosé Sekwencja
5" TTTGAGCTCCACCACTTAAAAACTGATAAGAAAZ
m sekwencje komplementarne do sekwencji poprzedzajgcej gen ARO8
AROS.0L 33 pz w genomie.C. albicans (pozycjg qd -451 do -41.8),
m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacl.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream AROS.
5' GTATCCGCGGTCATTATGGCAGTAGAAAS
= sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
5'genu ARO8 w genomie C. albicans (pozycja od -14 do +14),
AROS.02 28 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll,
= kodon start.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream
AROS.
5' GTAACTCGAGCTTGTGTGTGTCAACAAGT 3
m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
konca 3' ARO8 w genomie C. albicans (pozycja od +1473 do +1502),
ARO8.03 29 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Xhol.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
AROS.
5' CAAAGGGCCCGTCGTAAAGATTTATCTG 3
m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie za genem
ARO8 w genomie C. albicans (pozycja od +1924 do +1952),
ARO8.04 28 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Apal.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
AROS.
5 TGGACCGCGGAAAGATTTATCTGGTAATG 3
» sekwencje komplementarne do sekwencji za genem ARO8 w genomie
C. albicans (pozycja od +1928 do +1957),
ARO8.05 29 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji genu ARO8 wraz
z sekwencjami upstream i downstream.
ARO9.01 32 pz 5 TAAAGAGCTCACCTATTTAGATGATGATGATG 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji poprzedzajacej gen ARO9
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Nazwa Wielkos$¢é Sekwencja
w genomie C. albicans (pozycja od -509 do -477),
m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacl.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream ARO9.
5 ATATCCGCGGTGTAACAAAGTTTCCTAAGTS'
= sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujacej sie w okolicach
5'genu ARO9 w genomie C. albicans (pozycja od -28 do +2),
ARO9.02 30 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream
ARO?9.
5' TGGGCTCGAGTTTTAAAAAGCTAGCC3'
m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
konca 3' ARO9 w genomie C. albicans (pozycja od +1557 do +1583),
ARO9.03 26 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
’ enzym Xhol,
= kodon stop.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
ARO9.
5 CTTATTGAATTCAGTAGGGCCCTTATCACCS
m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie za genem
ARO9 w genomie C. albicans (pozycja od +2065 do +2095),
ARO9.07 30 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Apal.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
ARO9.
5AATGGAGCTCTTTAATGAATCTCGTGAAAGT3'
m sekwencje komplementarne do sekwencji przed genem ARO9
w genomie C. albicans (pozycja od -572 do -541),
ARO9.11 31 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacl.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji genu ARO9 wraz
z sekwencjami upstream i downstream.
5' GTAACCGCGGAGAAATTGAATGACATTGGAS!
m sekwencje komplementarne do sekwencji za genem ARO9
w genomie C. albicans (pozycja od +2016 do +2046),
ARO9.09 30 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji genu ARO9 wraz
z sekwencjami upstream i downstream.
5 AATGGAGCTCTTTTATATGGATGTTGTTTT3!
m sekwencje komplementarne do sekwencji poprzedzajgcej gen ARO8
w genomie C. albicans (pozycja od -481 do -451),
YER.O1 30 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacl.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream
YER152C.
5 TTTACCGCGGAGTAAAAAGTTCATTTCI
= sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
5'genu ARO8 w genomie C. albicans (pozycja od -19 do +8),
YER.02 27 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream
YER152C.
5 ACTTCTCGAGTAGTTAGTAAACAGTTTTTASZ!
m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
konca 3' ARO8 w genomie C. albicans (pozycja od +1236 do +1266),
YER.03 30 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Xhol,
m kodon stop.
Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
YER152C.
5 AATAGGGCCCCAAAAATATATGATATGGI
YER 04 28 pz m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie za genem

AROS8 w genomie C. albicans (pozycja +1607 do +1616),
m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
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Nazwa

Wielkos¢

Sekwencja

enzym Apal.
Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
YER152C.

YER.05

28 pz

5" AATACCGCGGCAAAAATATATGATATGGI

m sekwencje komplementarne do sekwencji za genem ARO8 w genomie
C. albicans (pozycja od +1607 do +1616),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.

Starter wykorzystywany do amplifikacji sekwencji genu YER152C wraz
z sekwencjami upstream i downstream.

BNA31.01

29 pz

5' CCTTGAGCTCTGGAAGAAGGTTGTAATTC 3'

m sekwencje komplementarne do sekwencji poprzedzajgcej gen ARO8
w genomie C. albicans (pozycja od -459 do -430),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacl.

Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream BNA31.

BNA31.02

31 pz

5' GGAAACCGCGGTCTTAACATAAAAGTGTAAG 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujacej sie w okolicach
5' genu BNA31 w genomie C. albicans (pozycja od -11 do +20),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.

Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream
BNA31.

BNA31.03

30 pz

5 TAAAACTCGAGCGTTGTCAGAGTAGTCG 3

= sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
konca 3' BNA31 w genomie C. albicans (pozycja od +1360 do +1388),
m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Xhol,

= kodon stop.

Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
BNA31.

BNA31.04

28 pz

5' CTAGGGCCCGAGTTTTAGTACAAATACCS!

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujacej si¢ za genem
BNA31 w genomie C. albicans (pozycja od +1813 do +1841),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Apal.

Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
BNA31.

BNA31.05

28 pz

5' CTACCGCGGGAGTTTTAGTACAAATACC 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji za genem BNA31

w genomie C. albicans (pozycja od +1813 do +1841),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.

Starter wykorzystywany do amplifikacji sekwencji genu BNA31 wraz

z sekwencjami upstream i downstream.

BNA32.01

28 pz

5' AATTCCGCGGATGATGGTGAGTTGAAGA 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
5' genu BNA32 w genomie C. albicans (pozycja od -462 do -434),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.

Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji upstream BNA32.

BNA32.03

27 pz

5'GTTGTCAGAGTAGTCGCTCGAGCATAT 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie w okolicach
konca 3' BNA32 w genomie C. albicans (pozycja od +1372 do +1399),
m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Xhol,

m kodon stop.

Starter lewy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
BNA32.

BNA32.04

32 pz

5" TTACATGGGCCCATTGAAATAAACCAACTCTG 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgcej sie za genem
BNA32 w genomie C. albicans (pozycja od +1839 do +1871),

m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Apal.

Starter prawy wykorzystywany do amplifikacji sekwencji downstream
BNA32.
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Nazwa Wielkos$¢é Sekwencja

5' TTACATCCGCGGATTGAAATAAACCAACTCTG 3

m sekwencje komplementarne do sekwencji znajdujgce;j si¢ za genem
BNA32 w genomie C. albicans (pozycja od +1839 do +1871),
BNA32.05 28 pz m sekwencja wprowadzajgca miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
enzym Sacll.

Starter wykorzystywany do amplifikacji sekwencji genu BNA32 wraz

z sekwencjami upstream i downstream.

3.1.6 Enzymy restrykcyjne

Tab. 8 Enzymy restrykcyjne stosowane podczas badan

Nazwa Pochodzenie Miejsce ciecia
Apal New England BioLabs 5...G GGCC"C...3
3...CrCCGG G...5
BamHI Fermentas 5...G"GATC C...3'
3...C CTAG"G...5'
Dpnl Fermentas 5...GA(-CH3)"T C...3'
3...CT"A(-CHs)G...5'
EcoRlI Fermentas 5...GMAATT C...3
3...C TTAANG...5
Hindlll New England BioLabs 5...AMAGCT T...3
3..T TCGA"A..5
Mlyl New England BioLabs 5...GAGTC(N)s"...3’
3...CTCAG(N)s"...5’
Ndel New England BioLabs 5...CAATATG...3'
3...GT AT"AC...5'
Pvul New England BioLabs 5..CG AT*CG...3
3...GC"TA GC...5
Sacl New England BioLabs 5...G AGCT*C...3
3...CATCGA G...%
Sacll New England BioLabs 5...CC GC"GG...3
3...GG"CG CC...5
Styl New England BioLabs 5...C"CWWG C...3
3..G GWWC"C...5'
Xhol New England BioLabs 5...CATCGA G...3’
3...G AGCT"C...5

3.1.7 Oprogramowanie

Tab. 9 Oprogramowanie stosowane podczas badan

Clustal Omega [Sieversiin. 2011]

ESPrit [Robert i Gouet 2014]

GelAnalyzer 2010a

GraphPad Prism Wersja 5

InterPro Scan [Jonesiiin. 2014]

MitoProt Il [Claros i Vincens 1996]

NCBI BLAST alignment [Altschul i in. 1990]

Phylogeny.fr [Dereeper i in. 2008; Dereeper i in. 2010]
ProtParam [Artimo i in. 2012]

SnapGene Viewer Wersja 2.0

ToolLab Quant Wersja 11.5

Translate [Artimo i in. 2012]

Vector NTI Wersja 3.1 1994, 1995 informax, inc
XtalPred [Slabinski i in. 2007a]

3.2 Metody

3.2.1  Warunki hodowli drobnoustrojow
a) hodowla bakteryjna
Hodowle bakteryjne prowadzono na podtozu ptynnym LB (Roz. 3.1.3) w inkubatorze

powietrznym z wytrzgsaniem 180 obr. min™ przez 18 h w 30-37°C. Hodowle na podtozu statym
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LA (Roz. 3.1.3) prowadzono przez 24 h w 37°C. W zaleznosci od hodowanego szczepu
bakteryjnego do pozywki dodawano odpowiednie antybiotyki i zwigzki.
b) hodowla grzybowa
Hodowle grzybowe prowadzono na podtozu statym bgdz ptynnym (Roz. 3.1.3). Hodowle
na podtozu ptynnym prowadzono w inkubatorze powietrznym z wytrzgsaniem 180 obr. min™
przez 16 h w 30°C, hodowle na podtozu statym inkubowano przez 48 h w 30°C. W miare

potrzeby do pozywki dodawano odpowiedni antybiotyk lub inne zwigzki.

3.2.2  Przygotowanie komoérek kompetentnych

Do 150 mL podioza LB z odpowiednim antybiotykiem (Roz. 3.1.3) dodawano 6 mL
osiemnastogodzinnej odpowiedniej hodowli bakteryjnej. Zawiesine bakteryjng inkubowano
w inkubatorze powietrznym z wytrzgsaniem 180 obr. min? w37°C do uzyskania gestosci
optycznej zawiesiny komorek ODgqo ok. 0,4. Nastepnie hodowle inkubowano 30 min w lodzie
i odwirowywano przez 10 min przy 4000 obr. min™t w 4°C. Powstaty osad zawieszano w 25 mL
schiodzonego, sterylnego buforu K i ponownie inkubowano przez 30 min w lodzie. Zawiesine
komorek odwirowywano przez 10 min przy 4000 obr. min™ w 4°C i zawieszano w 5 mL buforu.
Tak przygotowane komérki kompetentne uzywano do transformaciji lub porcjowano po 100 uL

i przechowywano przez 2 miesigce w -80°C.

Odczynniki: Bufor K: CaCl, 60 mM, PIPES 10 mM, glicerol 15%.

3.2.3 Transformacja do komoérek kompetentnych E. coli

Do 100 pyL komérek kompetentnych dodawano 1 puL odpowiedniego plazmidu lub 10 pyL
mieszaniny ligacyjnej. Tak przygotowang mieszaning pozostawiano w lodzie na 30 min
(plazmid) — 2 h (mieszanina ligacyjna). Po uptywie danego czasu probéwke z mieszaning do
transformacji umieszczano na 1,5 min w 42°C, nastgpnie inkubowano 2 min w lodzie.
Dodawano 0,5 mL LB (Roz. 3.1.3). Nastepnie w przypadku mieszaniny ligacyjnej, probe
inkubowano 1 h 37°C. W kolejnym kroku, niezaleznie od transformowanego materiatu
genetycznego, pobierano 100 pyL mieszaniny i wykonywano posiew na podioze state LA
z odpowiednim antybiotykiem (Roz. 3.1.3). Przygotowane ptytki umieszczano w cieplarce 37°C

na 24 h. Ptytki z transformantami przechowywano w 4°C.

3.2.4 Oczyszczanie DNA
a) izolacja plazmidowego DNA
Izolacje plazmidowego DNA wykonywano przy pomocy zestawu GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit firmy Sigma-Aldrich. Elucje DNA plazmidowego przeprowadzano przy pomocy 50
pL wody destylowanej. Wyizolowane DNA przechowywano w -20°C.
b) izolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego (gel-out)
Przygotowywano 1% Zel agarozowy. Przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny
(Roz. 3.2.5) préb DNA przy napieciu 6 V cm"ldiugoéci zelu przez 60 min. Nastepnie wycinano
czes¢ zelu zawierajgcg okreslony fragment DNA. Oczyszczanie DNA z Zelu agarozowego

przeprowadzano z uzyciem zestawu GenElute™ Gel Extraction Kit firmy Sigma-Aldrich. Elucje
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https://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiZr8Cm7LnPAhXlAJoKHUuEDCoQFggeMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcontent%2Fdam%2Fsigma-aldrich%2Fdocs%2FSigma%2FBulletin%2Fpln70bul.pdf&usg=AFQjCNHBC7yAIr1kjMv31zr4lnBZ4mAM6w&sig2=-6JmDP-E2MQPJY9WQZaRGg
https://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiwoYOB7bnPAhVJM5oKHdg5Bi4QFgg0MAM&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fna1010&usg=AFQjCNE987LNgn2cFzn5jZ7zjhQ8luZslQ&sig2=fBJozwMzUtfhsBdNAXDaeA&bvm=bv.134495766,d.bGs
http://mostwiedzy.pl
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DNA plazmidowego przeprowadzano przy pomocy 30 pL wody destylowanej. Oczyszczong
prébe DNA przechowywano w -20°C.

c) izolacja genomowego DNA z komérek grzybowych
Z wykorzystaniem gotowego zestawu:

Genematrix bacterial & yeast genomic DNA purification kit firmy EURX. Wyizolowane
DNA przechowywano w -20°C.

Z wykorzystaniem metody ekstrakcji organicznej:

Odwirowywano 1,5 mL hodowli nocnej C. albicans przy 5000 x g przez 5 min, wylewano
supernatant. Zawieszano komaérki w 200 pL buforu T. Dodawano 200 yL szklanych kulek (0,25-
0,5 mm) oraz 200 pyL mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1). Intensywnie
mieszano przez 10 min. Dodawano 200 pL buforu 1XTE pH 8 i ponownie mieszano.
Odwirowywano przy 14 000 x g przez 5 min. Supernatant przenoszono do nowej probowki
Eppendorf. Dodawano 200 puL mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24:1) i mieszano
1 min. Odwirowywano przy 14 000 x g przez 5 min. Przenoszono gérng warstwe (faza wodna)
do nowej probéwki Eppendorf. Dodawano jedng objetos¢ zimnego izopropanolu. Mieszano
i inkubowano 30 min w -20°C. Odwirowywano przez 5 min przy 14 000 x g. Osad przemywano
500 pL zimnego 70% etanolu. Nastepnie odwirowywano etanol przez 5 min przy 14 000 x g.
Uzyskany osad suszono przez 15 min w wiréwce prézniowej. Rozpuszczano DNA w 50 uL
wody MQ. DNA przechowywano w -20°C. Tak izolowane DNA wykorzystywano do procedury
Southern Blotting.

Odczynniki: Bufor T: 0,04% (v/v) TritonX-100, 0,1% (v/v) SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
EDTA pH 8; 1XTE: 1 mM Tris, 0,01 mM EDTA pH 8,0.
3.2.5 Elektroforeza agarozowa

Probki DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1-1,5% Zzelu agarozowym, w buforze do
elektroforezy 1xTAE, przy napieciu 10 V cm™ dtugosci zelu, przez 30-60 min. Wyniki

obserwowano przy pomocy lampy UV transluminatora (A= 312 nm).

Odczynniki: 1% Zel agarozowy: agaroza 0,5 g, TAE x1 50 mL, bromek etydyny lub Midori Green DNA
Stain firmy Abo 4 pL; Bufor TAE x 50: Tris 0,5 M, EDTA 0,5 M, lodowaty kwas octowy do uzyskania pH
7,5, woda destylowana 500 mL.
3.2.6 Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE

Proby biatkowe rozdzielano elektroforetycznie w warunkach denaturujgcych wedtug
metody Laemmli [Laemmli 1970] w 5% Zelu zageszczajacym i 15% zelu rozdzielajgcym.
Elektroforeze przeprowadzano przy napieciu 20 V cm™ dtugosci zelu, przez 60 min, w buforze
Tris-glicynowym (pH 8,3). Zel umieszczano w buforze barwigcym i pozostawiano na 15 min na
kotysce laboratoryjnej. Zel barwiono btekitem kumazyny. Usuwano bufor barwigcy

i umieszczano w buforze odbarwiajgcym na 4- 8 h.

Odczynniki: Do przygotowania zelu poliakrylamidowego: Bufor A: akrylamid 26,2 g, bisakrylamid 0,8 g,
woda destylowana 100 mL; Bufor B: pH 8,8 Tris-HCI 2M 75 mL, 10% SDS 4 mL, woda destylowana 21
mL; Bufor C pH 6,8 Tris HCI 1M 50 mL, 10% SDS 4 mL, woda destylowana 46 mL; do przygotowania
proby biatkowej: Bufor lizujgcy: pH 6,8 Tris HCI 1M 1,2 mL, glicerol 50%10 mL, SDS 10% 4 mL,
B-merkaptoetanol 1 mL, niebieski bromofenol 1% 2 mL, woda destylowana 1,8 mL; do barwienia i
odbarwiania zelu: Bufor barwigcy: metanol 112,5 mL, lodowaty kwas octowy 25 mL, woda destylowana
112,5 mL, Comassie Blue R-2500 25 g, Bufor odbarwiajgcy: metanol 20 mL, woda destylowana 160 mL,
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lodowaty kwas octowy 20 mL; do przeprowadzenia elektroforezy: Bufor do elektroforezy SDS- PAGE: pH
8,3 Tris 3 g, glicyna 14,4 g, SDS 1 g, woda destylowana 1 L.

3.2.7 Analiza restrykcyjna DNA

Reakcje trawienia endonukleazami restrykcyjnymi prowadzano w buforze optymalnym
dla dziatania enzymu (lub dobierano optymalne warunki w przypadku trawienia dwoma
endonukleazami), przez 15-30 min dla plazmidowego DNA i 18 h dla genomowego DNA

w 37°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Tab. 10 Sktad mieszaniny reakcyjnej trawienia DNA. Czas trwania reakcji zalezny od zastosowanego DNA

Bufor 2 uL

Enzym restrykcyjny 0,5 pL
DNA 10 pL
Woda jatowa 7,5 L
Razem 20 uL

Nastepnie przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny otrzymanych produktéw

(Roz. 3.2.5). Wyniki obserwowano w swietle lampy UV na translaminatorze.

Odczynniki: Enzymy restrykcyjne (Roz. 3.1.6), bufory: FastDigest Green Buffer ThermoScientific,
CutSmart New England BioLabs.

3.2.8  Oznaczenie stezenia biatka metodg Bradford

Do 100 uL badanej préby biatkowej dodawano 1 mL odczynnika Bradford. Po uptywie
5 min mierzono absorpcje roztworu przy 595 nm [Bradford 1976]. Sporzadzano krzywg
kalibracyjng (Rys. 15) dla wzorcowego biatka albuminy wotowej, BSA (0-300 ug mL™).
W celu sprawdzenia stezenia biatka w badanej prébie mierzono absorpcje roztworu biatka
z odczynnikiem Bradford i porownywano wynik do uzyskanych wartosci krzywej kalibracyjnej.

Pomiary wykonywano co najmniej trzykrotnie a uzyskane wyniki usredniano.

A=f(cgsa)

0.89 y=2367x
R?=0,985

) L}
0.0 0.1 0.2 0.3
cgsa [mg mL™"]

Rys. 15 Krzywa wzorcowa Asgs= f(Cgsa) dla albuminy wotowej, BSA

Odczynniki: Odczynnik Bradford firmy Sigma-Aldrich.

3.2.9 Analiza bioinformatyczna

Korzystajgc z sekwencji nukleotydowej (pozyskanej z Candida Genome Database
http://www.candidagenome.org/ [Skrzypek i in. 2011]) badanego genu, przy pomocy
odpowiednich programéw, okreslano i analizowano sekwencje aminokwasowg badanego
biatka.
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Postugiwano sie nastepujacymi programami udostepnionymi na stronie www.expasy.org/tools:

Tab. 11Wykaz programéw stuzgcych do analizy sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej badanych
gendw/biatek

Program

Zastosowanie

InterPro Scan

Poszukiwanie charakterystycznych domen

ProtParam

Analiza struktury pierwszorzedowej

T-Coffee (MyHits)

Poréwnywanie sekwencji (ang. multiple sequence alignment)

Translate

Okreslanie struktury pierwszorzedowej

3.2.10 Amplifikacja badanych genow

W celu amplifikaciji

znanej  sekwencji

[Skrzypek i in. 2011]. Do sekwencji starterow wprowadzano fragment CACC umozliwiajgcy
kierunkowe klonowanie do wektora pETlOl/D-TOPO® oraz, w przypadku biatek zawierajgcych

domene heksaHis, fragment kodujgcy ogon polihistydynowy. Amplifikacja przebiegata wedtug

z

nastepujgcej procedury:

Tab. 12 Skfad mieszaniny do amplifikacji badanych genéw. Wykaz starteréw stosowanych w amplifikaciji

badanych gendéw projektowano startery z wykorzystaniem
Candida

Genome

Database

http://www.candidagenome.org/

Woda jatowa miliQ 6,36 uL Gen Startery do amplifikacji
DNA Candida albicans SC5314 0,4 L YER152C YER152C_f, YER152C r
Starter lewy 0,4 pL YER152CH YER152C_f, YER152CH r
Starter prawy 0,4 yL BNA3 BNA3 f, BNA3CH r3
dNTP 10 mm 1L BNA3CH BNA3_f, BNA3CH_r3
Bufor polimerazy HYPERNOVA 10x 1uL ARO9 ARQO9 f ARO9 r
MgCl,50 mm 0,34 pL ARO9CH ARO9_f, ARO9CH_r
Polimeraza HYPERNOVA 2 U ml™” 0,1 yL
Razem 10 pL
Tab. 13 Profil temperaturowo czasowy reakcji amplifikacji badanych genéw
YER152C YER152CH
Denaturacja wstepna | 94 °C 120 s Denaturacja wstepna | 94 °C 120s
Denaturacja 94 °C 60 s Denaturacja 94 °C 60s
Przytgczenie . Przytaczenie o
starterow 58,5 °C 90s x 30 starterow 58,5°C | 90s x 30
Elongacja 72 °C 120 s Elongacja 72°C 120s
Elongacja 72 °C 600 s Elongacja 72°C 600 s
Chtodzenie 4°C 0 Chiodzenie a’c |-
BNA3 BNA3CH
Denaturacja wstepna | 94 °C 180s Denaturacja wstepna | 94 °C | 120 s
Denaturacja 94°C 30s Denaturacja 94°C | 60s
Przytgczenie o Przytgczenie o
starterow 55 °C 30s x 30 Starterow 56°C | 90s x 30
Elongacja 72°C 120s Elongacja 72°C | 120s
Elongacja 72°C 600 s Elongacja 72°C | 600s
Chtodzenie 4°C ol Chiodzenie 4°C w
ARO9 ARO9CH
Denaturacja wstepna | 94 °C 180s Denaturacja wstepna | 94°C | 180s
Denaturacja 94 °C 30s Denaturacja 94°C | 30s
Przytaczenie o Przytagczenie o
starterow 55°C 30s x 30 starterow 54°C | 30s x 30
Elongacja 72°C 120 s Elongacja 72°C | 120s
Elongacja 72°C 600 s Elongacja 72°C | 600s
Chtodzenie 4°C 0 Chtodzenie 4°C 0
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Nastepnie tak otrzymane  probki poddawano  rozdziatowi  elektroforetycznemu
(Roz. 3.2.5) i wykorzystywano do klonowania do wektora pETlOl/D—TOPO®.

3.2.11 Wprowadzenie produktu PCR do wektora pETlOl/D—TOPO®

Produkt PCR wprowadzano do plazmidu pETlOl/D—TOPO® wedtug procedury opisanej
w zestawie Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits. Specjalna budowa wektora
umozliwia wydajne i kierunkowe wklonowanie produktu reakcji PCR bez uzycia ligazy i bez
stosowania dodatkowej procedury oczyszczania gel-out, umozliwia réwniez pominigecie etapu
klonowania do plazmidu wysokokopijnego. Dodatkowo pETlOl/D-TOPO® zawiera gen
opornosci na ampicyline umozliwiajgcy selekcje rekombinantéw, gen wprowadzajgcy sekwencje
domeny HisTag utatwiajgcg oczyszczanie biatka fuzyjnego i jego detekcje za pomocag
specyficznych przeciwciat, promotor ¢10 faga T7 i inne geny umozliwiajace wykorzystanie
systemu ekspresyjnego Tabora-Studiera. Plazmid pETlOl/D—TOPO® jest zlinearyzowany, na
obu koncach 3’ do reszty fosforanowej tymidynomonofosforanu ma dotgczong topoizomeraze |
pochodzacg z wirusa ospy krowiej VACV, ktéra umozliwia pominiecie etapu ligacji po
klonowaniu. W warunkach fizjologicznych enzym ten nacina oraz ponownie tgczy DNA podczas
procesu replikacji. Rozpoznaje specyficzng sekwencje 5’- (C/T)CCTT - 3’ i tworzy wigzanie
kowalencyjne pomiedzy grupami fosforanowymi 3’ tymidynomonofosforanu iresztg tyrozyny-
274 z topoizomerazy |. Wigzanie to moze zosta¢ rozerwane poprzez atak nukleofilowy reszty
hydroksylowej 5’ drugiej nici DNA, uwalniajgc topoizomeraze.
Aby kierunkowo wklonowa¢ do wektora produkt reakcji PCR zaprojektowano startery do reakcji
tak, aby uzyskany produkt zawierat dodatkowo sekwencje CACC na koncu 5, komplementarng

do wiszgcych koncow zastosowanego wektora (Rys. 16).

r 3 . Y
|_\'I'op0|zomeraza Ij_l

[5]
—CCCTT CACCATGNNN---NNN AAGGG---
—GGGAAGTGG GTGGTACNNN---NNN TTCCC---
Wektor Produkt PCR Wektor

|

-—--CCCTT CACCATGNNN---NNN AAGGG---
—-GGGAAGTGG TACNNN---NNNTTCCC---

Wektor pET101/D-TOPO z whlonowanym produktem PCR

Rys. 16 Schemat klonowania produktu PCR do plazmidu pET101/D-TOPO®

W celu wklonowania produktu PCR do wektora pET101/D-TOPO® przygotowywano mieszanine

do klonowania o nastepujgcym sktadzie:

Tab. 14 Sktad mieszaniny reakcyjnej klonowania produktu PCR do plazmidu pET101/D-TOPO®

Produkt reakcji PCR 2,5 L

Salt Solution 1L

Woda jatowa 1,5 yL

pet101/D-TOPQO® 1L

Razem 6 uL
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Tak otrzymang mieszanine inkubowano przez 15 min w 37°C. Uzyskany produkt uzywano do
transformacji do odpowiednich komoérek E. coli (Roz. 3.1.4) wg procedury opisanej w punkcie
(Roz. 3.2.3). Nastepnie poprawnos¢ klonowania analizowano 2z uzyciem enzymoéw

restrykcyjnych i wysytano do sekwencjonowania do firmy zewnetrzne;.

Odczynniki: Roztwor Salt Solution z zestawu Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits, firmy
Invitrogen. Procedura oparta na instrukcji do zestawu.
3.2.12 Mutageneza ukierunkowana plazmidowego DNA

Amplifikowane geny ARO9 i BNA3 zawierajg kodony, ktérych translacja jest odmienna
w komoérkach grzybowych i bakteryjnych. Tréjka CTG w pozycjach od +1111 do +1113 dla
BNA3 oraz od +592 do +595 i od +1120 do 1122 dla ARO9 w komorce E. coli odczytywana jest
jako leucyna natomiast w C. albicans jako seryna. W zwigzku z tym, wykorzystujgc
skonstruowane plazmidy pET101/D-TOPO+ARO9, pET101/D-TOPO+ARO9CH,pET101/D-
TOPO+BNA3, oraz pET101/D-TOPO+BNA3CH, wprowadzano mutacje do amplifikowanych
gendéw zamieniajgc trojki CTG na TCG kodujgce seryne w komoérkach E. coli. W celu
wprowadzenia mutacji do skonstruowanych plazmidéw przeprowadzano reakcje PCR
Zz wykorzystaniem specjalnie zaprojektowanych starterow. Startery posiadajg dodatkowo
ufosforylowane 5’ konce umozliwiajgce przeprowadzenie reakciji ligacji uzyskanych produktow.

Przygotowywano mieszanine reakcji PCR o nastepujgcym skladzie:

Tab. 15 Sktad mieszaniny reakcyjnej do mutagenezy ukierunkowane;j

Woda jatowa MiliQ 6,36 uL Plazmid Startery do
DNA Candida albicans SC5314 0,4 pL mutagenezy
Starter lewy 0,4 uL ARO9_mutf1,2,
Starter prawy 0.4 L pET101/D-TOPO+ARO9 ARO9_mutrl,2
dNTP 10 mm 1uL ARO9_mutf1,2,
Bufor polimerazy HYPERNOVA 10x | 1 pL PET101/D-TOPO+AROOCH | ARO9 mutrl,2
MgCl,50 mm 0,34 L
Polimeraza HYPERNOVA 2 U ml™ 0,1 L pET101/D-TOPO+BNA3 BNAS_mutf,
BNA3_mutrl
Razem 10 pL BNA3_ =
. mutfl,
pET101/D-TOPO+BNA3CH BNA3 mutrl

Profil temperaturowo-czasowy:

Tab. 16 Profil temperaturowo-czasowy reakcji amplifikacji skonstruowanych plazmidéw wprowadzajgcej
mutacje punktowe

pET101/D-TOPO+ARO9, ARO9CH pET101/D-TOPO+ARQ9, ARO9CH
Mutageneza ukierunkowana 1 Mutageneza ukierunkowana 2
Denaturacja wstepna 96 °C | 240s Denaturacja wstepna 96 °C | 240s
Denaturacja 96 °C | 120s Denaturacja 96 °C | 120s
Przytgczenie starterow | 65°C | 90 s X9 Przytgczenie starteréw | 60°C | 90s x9
Elongacja 72°C | 420s Elongacja 72°C | 420 s
Denaturacja 96°C | 120s Denaturacja 96°C | 120s
Przytaczenie starterow | 57°C | 90s | x 30 Przytaczenie starterow | 56°C | 90s | x 30
Elongacja 72°C | 420s Elongacja 72°C | 420s
Elongacja 72°C | 600s Elongacja 72°C | 600s
Chtodzenie 4°C o Chtodzenie 4°C 0
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pET101/D-TOPO+BNA3, BNA3CH
Mutageneza ukierunkowana

Denaturacja wstepna 96 °C | 240s
Denaturacja 96 °C | 120s
Przytgczenie starterbw | 65°C | 90s X9
Elongacja 72°C | 420 s
Denaturacja 96°C | 120s
Przytgczenie starterbw | 57°C | 90 s x 30
Elongacja 72°C | 420s
Elongacja 72°C | 600s
Chtodzenie 4°C ©

W wyniku reakcji PCR amplifikowano plazmidy z réwnoczesnym wprowadzaniem mutacji
punktowej. Uzyskane produkty trawiono enzymem restrykcyjnym Dpnl, przeprowadzajgc
reakcie w 37°C przez 30 min. Umozliwito to  oddzielenie  plazmidow
z wprowadzong mutacjg (powstatych podczas reakcji PCR) od tych bez mutaciji
(zmetylowanych, wyizolowanych z komérki E. coli, ulegajgcych trawieniu restrykcyjnemu).

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Tab. 17 Skfad mieszaniny reakcyjnej do trawienia restrykcyjnego zmetylowanego plazmidu

Bufor fast (10x) | 5 uL
Dpnl 1L
Produkt PCR 40 yL
Woda jatowa 4 uL
Razem 50 uL

Nastepnie przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny otrzymanych produktéw (Roz. 3.2.5),
wycinano produkty o odpowiedniej wielkosci z Zelu agarozowego (niestrawione)
i przeprowadzano procedure gel-out (Roz. 3.2.4). W kolejnym kroku przeprowadzano ligacje

uzyskanych zmutowanych plazmidéw przez 12 h w 16°C:

Tab. 18 Mieszanina ligacyjna. Ligacje przeprowadzano przez 12 h w 16°C

Bufor ligazy faga T4 (10x) 2 yL
ATP 10 mM 0,8 L
DNA 15 pL
Woda jatowa 1,2 ub
DNA ligazafaga T4 5 U pl™ | 1L
Razem 20 uL

Nastepnie uzyskane plazmidy transformowano do komoérek E. coli TOP10F’ wedtug procedury
(Roz. 3.2.3), po czym izolowano z komdrek E. coli (Roz. 3.2.4) i wysytano do
sekwencjonowania do firmy zewnetrznej. Catg procedure przeprowadzanej mutagenezy

ukierunkowanej przedstawia Rys. 17.
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@ ‘) Amplifikacja

Zmetylowany plazmid Przytaczenie starterow
wyizolowany z E. coli wprowadzajacych mutacje
(matrycowe DNA)
Mieszanina po reakcji PCR zawierajaca
marycowe DNA i plazmid z wprowadzona
mutacja punktowa
Y
&
&
&
Fais \\’
Ligacja
e \ s
L4
L}
A l}‘ I/
[} U\
Plazmid z wprowadzong Mieszanina po trawieniu enzymem restrykcyjnym:
mutacja punktowa plazmidowe DNA z wprowadzona mutacja punktowa,

strawione zmetylowane matrycowe DNA

Rys. 17 Schemat przeprowadzanej mutagenezy ukierunkowanej

Od_czy_n_niki: Buf_or Fast (10x): FastD_igest Green _Buf_fe_:r Thermo Scientific, bufo_r Iig_qzy faga T4 Thermo

Scientific, DNA ligaza faga T4 5 U yL ™ Thermo Scientific, ATP 10 mM Thermo Scientific.

3.2.13 Nadprodukcja rekombinantowego biatka w systemie Tabora - Studiera

Pozywke LB (20 mL) z dodatkiem ampicyliny 100 ug mL™* (Roz. 3.1.3) zaszczepiano
komérkami szczepu ekspresyjnego transformowanymi skonstruowanym wczesniej plazmidem.

Hodowle inkubowano w inkubatorze powietrznym z wytrzgsaniem 180 obr. min*przez 12 godzin

w 37°C. Nastepnie do 800 mL sterylnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny 100 pg mL™

(Roz. 3.1.3) dodawano 10 mL przygotowanej wczesniej nocnej hodowli bakteryjnej

i inkubowano w inkubatorze powietrznym z wytrzgsaniem w 37°C. Po osiggnieciu gestosci

optycznej ODgoonm 0,4 - 0,8 dodawano do hodowli 400 lub 800 mL roztworu 0,05 M - 1 M IPTG

i inkubowano w wytrzgsarce w 20-37°C przez 5-15 godzin. Nastepnie pobierano 1 mL z hodowli

i przygotowywano probke do elektroforezy poliakrylamidowej SDS-PAGE (Roz. 3.2.6). Hodowle

bakteryjng (400-800 mL) przelewano do 200 mL probéwek wirdwkowych i odwirowywano przez

20 min przy 4 000 obr. min™. Powstaty osad przechowywano w -20 °C.

Warunki nadprodukcji badanych biatek optymalizowano w zakresie nastepujgcych czynnikow:

e szczep producencki (Escherichia coli Rosetta (DE3) pLysS, Escherichia coli Rosetta (DE3)
pLacl, Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS, Escherichia coli BL21 Star(DE3)™, Escherichia
coli Origami 2 (DE3) pLysS). Wykorzystane szczepy producenckie posiadajg delecje gendw
lon” i ompT. Nie produkujg zewnatrzkomorkowej proteazy ompT i wewngtrzkomérkowej
proteazy lon, dzieki czemu produkowane przez nie biatka rekombinantowe sg mniej
narazone na proteolityczng degradacje [Gottesman 1996; Grodberg i Dunn 1988].

W szczepach DE3, genom profaga ADE3 zostat zintegrowany z chromosomem bakterii
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wprowadzajgc tym samym gen polimerazy RNA faga T7 pod kontrolg negatywng promotora
lacUV5 z operatorem wigzgcym represor laktozowy, niezbedny do ekspresji genow
wprowadzonych pod kontrolg promotora dla polimerazy RNA z faga T7 (np. plazmidy pET)
[Studier i Moffatt 1986]. Szczepy BL21 posiadajg ponadto mutacje hsdSB, ktéra zapobiega
metylacji, degradacji i utracie wprowadzonych plazmidow. Komodrki Rosetta posiadajg
delecje genu lacY'. Nie produkujg permeazylaktozowej, umozliwiajgc precyzyjne sterowanie
poziomem ekspresji spodpromotora T7 przy pomocy regulowanego stezenia IPTG [Rosano
i Ceccarelli 2014]. Szczepy posiadajg plazmidy pLysS badz pLacl z serii pRARE, ktore
zawierajg rozng pule tRNA umozliwiajgcg wydajng ekspresje gendéw heterologicznych
kodowanych przez rzadkie kodony u E. coli. Niosg one réowniez opornos¢ na chloramfenikol
oraz zawierajg pule genéw umozliwiajgcg ekspresje gendow wykorzystujgc system Tabora-
Studiera. Plazmid pLysS zawiera gen kodujacy lizozym faga T7, ktérego produkt hamuje
polimeraze RNA T7 zapobiegajgc Sladowej ekspresji wynikajacej z nieszczelnosci ukfadu
ekspresyjnego (ang. leaky expression),

e temperatura i czas nadprodukciji (6-48 h, 20-37°C),

o skiad pozywki (LB z 1 % glukoza, 3% etanolem, 4% glicerolem bgdz 0,5 M sorbitolem),

e stezenie induktora (0,05 mM — 1 mM),

e rodzaj induktora (laktoza, IPTG),

e ilo$¢ pozywki (200-800 mL),

¢ gestosci optycznej komoérek w chwili dodawania induktora do hodowli (ODgggnm 0,3-0,8).

3.2.14 Przygotowanie ekstraktu bezkomorkowego

Osad z 400 mL hodowli poekspresyjnej (Roz. 3.2.13) zawieszano w 10 mL buforu
odpowiedniego dla oczyszczanego biatka i dodawano 50 pyL 100 mM roztworu PMSF.
Nastepnie mieszanine poddawano sonifikacji (amplituda drgah znamionowej koncéwki 30%,
4 razy po 30 s w odstepach 30 s w temperaturze 4°C). Uzyskany lizat komérkowy przenoszono
do probéwki wirébwkowej (50 mL) i odwirowywano przez 20 min przy 10 000 obr. min™ w 4°C.

Tak otrzymany ekstrakt bezkomérkowy wykorzystywano do dalszych analiz.

Odczynniki: Biatka CaAro8p, CaAro9p, CaYer152Cp: bufor fosforanowy 20 mM pH 7, biatka CaAro8CHp,
CaYer152CHp: bufor W5aros Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, imidazol 5 mM; biatko CaAro9CHp:
bufor W5arogTris-HCI 20 mM pH 8,5, NaCl 300 mM, imidazol 5 mM; roztwér PMSF 100 mM w
izopropanolu.

3.2.15 Oczyszczanie rekombinantowego biatka przy pomocy chromatografii

metalopowinowactwa na kolumnie HisTrap

W celu oczyszczenia biatka rekombinantowego z domeng polihistydynowag
wykorzystano kolumne HisTrapFF zawierajgcg ztoze Sepharose z chelatowanymi jonami niklu
Ni**. Kolumna ta umozliwia preparatywne oczyszczanie biatek fuzyjnych z domeng oligoHis,
ktére selektywnie wigzg sie ze zlozem. Elucja nastepuje dzieki zastosowaniu buforéw
0 zwiekszajgcym sie stezeniu imidazolu, ktéry konkurencyjnie oddziatuje ze ztozem. Biatka nie
zawierajgce domeny fuzyjnej HisTag stabiej oddzialujg ze zlozem i zostajg wymyte przy
mniejszym stezeniu imidazolu. Uzyskuje sie tym samym preparat biatka rekombinantowego

o0 bardzo wysokiej czystosci. Separacje wykonuje sie w krétkim czasie (ok. 15 min)
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wykorzystujgc zestaw do FPLC AKTA. Dozowano do kolumny 10 mL ekstraktu
bezkomérkowego (Roz. 3.2.14). Biatka wymywano z kolumny buforem o wzrastajacym stezeniu
imidazolu (gradient 5-500 mM w 15 objetosciach kolumny, 4-5 mL min™). Uzyskang frakcje
biatkowg przechowywano w optymalnych warunkach dla badanego biatka. Wszystkie uzyskane
z kolumny frakcje poddawano analizie elektroforetycznej SDS-PAGE (Roz. 3.2.6).
Po kazdorazowym oczyszczaniu réznych biatek ztoze kolumny poddawano regeneracji zgodnie
z procedurg opisang w specyfikacji kolumny HisTrapFF 5 mL (GE Healthcare).

Po zakonczonym procesie oczyszczania do kolumny dozowano 20% EtOH.

Odczynniki: Biatka CaAro8CHp, CaYerl52CHp: bufor W5arogTris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM,
imidazol 5 mM, bufor W500ar0s Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM; biatko
CaAro9CHp bufor W5arog Tris-HCI 20 mM pH 8,5, NaCl 300 mM, imidazol 5 mM, bufor W500ar09 Tris-HCI
20 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM.

Wykorzystywano zestaw do kolumnowej Sredniocisnieniowej chromatografii cieczowej (FPLC) AKTA
sprzezony z detektorem UPC-900 UV (I =254, 280 nm) i kolektorem frakcji, bedgcego wyposazeniem
laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci ,ChemBioFarm”, ktérego zakup zostat czesciowo
sfinansowany z funduszy  strukturalnych ~ Unii  Europejskiej w ramach  Sektorowego  Programu
Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw.

3.2.16 Oczyszczanie biatka rekombinantowego bez domeny oligoHis przy pomocy

chromatografii jonowymiennej na kolumnie ResourceQ

Do uzyskanego ekstraktu bezkomoérkowego (Roz. 3.2.14) dodawano siarczan
streptomycyny do uzyskania kohcowego stezenia 1,1%. Podczas tego etapu wytrgcano DNA
z ekstraktu bezkomoérkowego. Siarczan streptomycyny dodawano przez 20 minut, ciggle
mieszajgc preparat biatkowy i chtodzac do 4°C.Nastepnie wirowano przy 12 000 obr. min™
przez 20 minut w 4°C. Do supernatantu dodawano roztwory soli MgCl, (do stezenia koncowego
10 mM mL'l) i NaCl (do stezenia kohcowego 40 mM mL'l) a nastepnie nasycony roztwor
siarczanu amonu do uzyskania stezenia 45%. Mieszano przez 20 min w 4°C. Podczas tego
etapu podczyszczano badane biatka. Czes¢ biatek, w tym badane, ulegaty wytrgceniu, reszte
odrzucano. Cato$¢ ponownie wirowano w 4°C przy 12 000 obr. min™ przez 20 minut. Osad
z badanym biatkiem, rozpuszczano w buforze 1, supernatant odrzucano. Po rozpuszczeniu
osadu roztwér ponownie wirowano w 4°C przy 12 000 obr. min™ przez 20 minut. Aby usungc¢
nadmiar soli, ktéra zaburzataby przebieg chromatografii jonowymiennej, wymieniano bufor na
bufor 1 (bez dodatku soli) przy pomocy procedury 3.2.20. Dozowano ok. 3-10 mL uzyskanego
eluatu  do  kolumny ResourceQ. Biatka  wymywano z kolumny  przy = pomocy
buforu o zwiekszajgcym stezeniu soli (bufor fosforanowy 20 mM pH 7, 0-500 mM NacCl,
w 10 objetosciach kolumny, przy przeptywie 1 mL min’l). Zbierano frakcje o objetosci 2 mL.
Uzyskang frakcje biatkowg przechowywano w warunkach optymalnych dla okreslonego biatka.
Wszystkie uzyskane z kolumny frakcje poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu SDS-PAGE
(Roz. 3.2.6). Po kazdorazowym oczyszczaniu réznych biatek ztoze kolumny poddawano
regeneracji zgodnie z procedurg opisang w specyfikacji kolumny ResourceQ (GE Healthcare).

Po zakoniczonym procesie oczyszczania do kolumny dozowano 20% EtOH.

Odczynniki: Bufor 1: bufor fosforanowy 20 mM, pH 7, EDTAL1 mM.

Wykorzystywano zestaw do kolumnowej $redniocisnieniowej chromatografii cieczowej (FPLC) AKTA
sprzezony z detektorem UPC-900 UV (I =254, 280 nm) i kolektorem frakcji, bedgcego wyposazeniem
laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci ,ChemBioFarm”, ktérego zakup zostat czesciowo
sfinansowany z funduszy  strukturalnych ~ Unii  Europejskiej w ramach  Sektorowego  Programu
Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsiebiorstw.
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3.2.17 Oczyszczanie preparatéw biatkowych przy pomocy chromatografii rozmiaréw
wykluczajgcych

Zageszczone preparaty biatkowe do objetosci 5 mL naktadano na kolumne do filtrac;ji
zelowej Superdex 200 16/600. Prowadzano rozdziat chromatograficzny przy pomocy buforu
odpowiedniego dla okreslonego biatka, przy 1 mL min™, w dwdch objetosciach kolumny.
Zbierano frakcje o objetosci 5 mL. Uzyskang frakcje biatkowg przechowywano w warunkach
optymalnych dla okreslonego biatka. Wszystkie uzyskane z kolumny frakcje poddawano
rozdziatowi elektroforetycznemu SDS-PAGE (Roz. 3.2.6).

Odczynniki: Bufor do filtracji zelowej: bufor fosforanowy 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, bufory do
oczyszczania biatek: CaAro8p i CaAro8CHp 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl; CaAro9p, CaAro9CHp
20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl.
Wykorzystywano zestaw do kolumnowej Sredniocisnieniowej chromatografii cieczowej (FPLC) AKTA
sprzezony z detektorem UPC-900 UV (I =254, 280 nm) i kolektorem frakcji, bedgcego wyposazeniem
laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci ,ChemBioFarm”, ktérego zakup zostat czesciowo
sfinansowany z funduszy  strukturalnych  Unii  Europejskiej w ramach  Sektorowego  Programu
Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw.
3.2.18 Wyznaczanie masy czgsteczkowej biatka i struktury oligomerycznej
a) elektroforeza SDS-PAGE
Na podstawie uzyskanych elektroforegramédw wyznaczono krzywg wzorcowg
logMW=f(Rf) dla pasm biatkowych wzorca masowego. Krzywa kalibracyjna wyznaczana byta
dla kazdego rozdziatu z osobna. Korzystajgc ze wzoru wyznaczanego na podstawie krzywej
kalibracyjne;j:
logMW =a*Rf +b
MW- masa czgsteczkowa biatka [kDa],
Rf- ruchliwos¢ elektroforetyczna - stosunek dtugosci drogi migracji biatka w zelu do drogi
migracji czota elektroforezy [ - ],
a, b- wspétczynniki kierunkowe krzywej kalibracyjnej,
wyliczano mase czgsteczkowg badanego biatka fuzyjnego [kDal.
b) analiza bioinformatyczna
Wykorzystujac program ProtParam i Translate (Roz. 3.1.7) na podstawie znanej
sekwencji nukleotydowej biatka (Candida Genome Database http://www.candidagenome.org/
[Skrzypek i in. 2011]) wyznaczano sekwencje aminokwasowg a nastepnie teoretyczng mase
czgsteczkowg biatka fuzyjnego.
c) elektroforeza w warunkach natywnych
Elektroforeze w warunkach natywnych wykonywano zgodnie z procedurg zestawu
NativePAGE™ Novex Bis-Tris Gel System Invotrogen. Zele wybarwiano metodg Comassie
Staining of NativePAGE™ Gels, Life Technologies, zgodnie z procedurg producenta.
Na podstawie rozdzialu wzorca masowego wyznaczono krzywg wzorcowg dla mas
poszczegolnych biatek. Krzywa kalibracyjna wykonywana byta dla kazdego rozdziatu
elektroforetycznego z osobna. Korzystajac ze wzoru wyznaczanego na podstawie krzywej
kalibracyjnej:
logMW =a*Rf +b

MW- masa czgsteczkowa biatka [kDa],
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Rf- ruchliwo$¢ elektroforetyczna - stosunek diugosci drogi migracji biatka w Zzelu do drogi
migracji czota elektroforezy [ - ],
a, b- wspétczynniki kierunkowe krzywej kalibracyjnej,
wyliczano mase czgsteczkowg badanego biatka fuzyjnego [kDa]. Znajagc mase pojedynczej
podjednostki biatka wyznaczano strukture oligomeryczng.
d) filtracja zelowa
Na podstawie wyznaczonej krzywej wzorcowej zaleznosci mas molekularnych biatka od
objetosci elucji z kolumny, wyliczano masy molekularne rozdzielanych biatek. Zageszczone
preparaty biatkowe do objetosci 0,5 mL o stezeniu ok. 1 mg mL*dozowano do kolumny do
filtracji zelowej Superdex 200 10/300. Przeprowadzano rozdziat chromatograficzny przy pomocy
buforu fosforanowego 50 mM pH 7, NaCl 150 mM przy 0,5 mL min™ przez dwie objetosci
kolumny. Zbierano frakcje o objetosci 0,5 mL. Wszystkie uzyskane z kolumny frakcje
poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu SDS-PAGE (Roz. 3.2.6).
Krzywg kalibracyjng dla kolumny Superdex 200 10/300 do filtracji zelowej wyznaczano
prowadzac rozdziat chromatograficzny pojedynczych preparatéw biatkowych (Tab. 19),
przygotowanych zgodnie z zaleceniem producenta zestawu Sigma Markers for isoelectric
focusing IEF-M2. Elucje przeprowadzano w warunkach podanych powyzej z zastosowaniem
tego samego buforu.

Tab. 19 Wykaz biatek wykorzystywanych do wyznaczania krzywej kalibracyjnej kolumny Superdex 200
10/300 do filtracji zelowej

Nazwa biatka Masa czasteczkowa | Objetos¢ elucji
Tryglobulina 669 kDa 9,57 mL

Amylaza 200 kDa 12,38 mL
Dehydrogenaza alkoholowa 150 kDa 13,38 mL Ve
Bsa 66 kDa 14,62 mL

Anhydroza weglanowa 29 kDa 16,96 mL

Dekstran - 8,59 mL Vdek

Odczytujgc objetosc elucji (V) poszczegdlnych biatek wyznaczano warto$¢ V. Vdek'lv (gdzie Ve

jest objetoscig swobodng kolumny) i sporzagdzano krzywg kalibracyjng (Rys. 18):

3.0 y=-1,6091x + 4,6237
R? =0,992
2.5
Z
= 2.0
o
1.5
1.c T T T T 1
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

ve Vdek.1

Rys. 18 Krzywa wzorcowa kolumny Superdex 200 10/300 do filtracji zelowej logMW = f(V, Vdek"l)

Wykorzystywano zestaw do kolumnowej $rednioci$nieniowej chromatografii cieczowej (FPLC) AKTA
sprzezony z detektorem UV (I =254, 280 nm) i kolektorem frakcji, bedgcego wyposazeniem laboratorium
badawczego  Centrum Doskonatosci  ,ChemBioFarm”, ktérego  zakup  zostat  czesciowo
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sfinansowany z funduszy  strukturalnych ~ Unii  Europejskiej w ramach  Sektorowego  Programu
Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw.

3.2.19 Zatezanie preparatéw biatkowych przez ultrafiltracje

Zatezanie preparatow oczyszczonych biatek przeprowadzano przy uzyciu filtrow
Amicon® Ultra-15 (Millipore) z progiem odciecia 10-30 kDa w zaleznoéci od wielkosci biatka.
Preparat biatkowy umieszczano w filtrze po czym wirowano przy 4,5 tys. obr. min™, w temp.

4°C, az do uzyskania wiasciwego stezenia biatka.

3.2.20 Wymiana buforu preparatu biatkowego
Wymiane buforéw w preparatach biatkowych przeprowadzano korzystajgc z kolumny

HiTrap Desalting (GE Healthcare) zgodnie z procedurg producenta.

3.2.21 Immunodetekcja biatek rekombinantowych technikg Western Blotting

W celu potwierdzenia obecnosci domeny fuzyjnej heksaHis w badanych biatkach
wykonywano procedue immunodetekcji Western Blotting. Preparaty biatkowe rozdzielone
w zelu poliakrylamidowym przenoszono na membrane nitrocelulozowag z porami o $rednicy
0,45 pm metodg blotting poétsuchego (elektrotransfer). Trzy warstwy bibuty Whatmann
nasgczone buforem do transferu uktadano na ptycie anodowej aparatu, nastepnie umieszczano
btone nitrocelulozowg, zel poliakrylamidowy i kolejne trzy warstwy bibuty, a catos¢ dociskano
piytg katodowa. Procedure transferu biatek prowadzano przez godzine przy 40 mA. Nastepnie
umieszczano membrane nitrocelulozowg w 3% roztworze odttuszczonego mleka w buforze
ptuczgcym. Po uptywie 18 godzin membrane plukano trzykrotnie przez 10 min buforem
ptuczgcym. Nastepnie membrane przenoszono do buforu zawierajgcego mysie monoklonalne
przeciwciata wyznakowane peroksydazg chrzanowg i umieszczano na kotysce laboratoryjnej na
1 godzine. Niezwigzane przeciwciata odmywano poprzez pieciokrotne 30 min ptukanie buforem
ptuczacym. Po wykonaniu tej czynnosci, na membrane nanoszono okoto 1 mL roztworu
zawierajgcego 3, 3’, 5, 5'- tetrametylobenzydyne. W wyniku dziatania enzymu substrat ulegat
przeksztatceniu w barwny produkt obserwowany jako prazek na powierzchni membrany
w miejscu obecnosci kompleksu biatka z domeng oligohistydynowg z przeciwciatem

z peroksydazg chrzanowa.

Odczynniki: Bufor do transferu: pH 8,3, metanol 20%, glicyna 192 mM, Tris-HCI 25 mM; bufor ptuczacy:
pH 8,0, NaCI30 mM, Tris-HCI 10 mM; bufor zawierajgcy przeciwciata: pH 8,0, Tris-HCI 10 mM, NaCl 30
mM, BSA 1% , Tween20 0,05%, przeciwciata antyHis6 potgczone z peroksydazg chrzanowg Monoclonal
AntipokyHistydyne-Peroxidase antibody A7 058-1VL Sigma 1:3000; 3, 3, 5, 5’ - tetrametylobenzydyna
Sigma - Aldrich T0565.
3.2.22 Krystalizacja biatka rekombinantowego

Do krystalizacji biatek rekombinantowych stosowano metode kropli siedzacej.
Krystalizacji poddawano preparaty biatek o czysto$ci powyzej 95% i stezeniu 10 - 30 mg mL™.
Optymalizacje krystalizacji biatek przeprowadzano na ptytkach zawierajgcych 96 studzienek
o pojemnosci 200 pL. Krystalizacje przeprowadzano uwzgledniajgc rézne stezenie biatka
w kropli krystalizacyjnej, rozne warunki buforowe, tj. rodzaj buforu, soli i innych dodatkéw oraz

pH (zestawy do krystalizacji firmy Hampton oraz Molecular Dimensions). Zmiany zachodzace
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w kroplach obserwowano za pomocg mikroskopu polaryzacyjnego. Czes$¢ testow
krystalizacyjnych przeprowadzano w Pracowni Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu z wykorzystaniem robota do krystalizacji typu Gryphon Art. Robbinson.

Do préb krystalizacyjnych dodawano substraty: fenylopirogronian, kwas L-a-aminoadypinowy,
L-fenyloalaning, kwas L-glutaminowy, kwas a-ketoglutarowy, kwas a-ketoadypinowy i kofaktor
PLP w stezeniu 1:1, 2:1 (kokrystalizacja). Wymienione substancje dodawano réwniez do préb

z juz wykrystalizowanymi biatkami (nasgczanie krysztatéw).

3.2.23 Oznaczanie aktywnosci aminotransferazowej
a) aktywnos¢ aromatycznej aminotransferazy

W celu oznaczenia aktywnosci aromatycznej aminotransferaz wykorzystano metode

opartg na opisanej przez Kradolfera [Kradolfer i in. 1982]. Przeprowadzano reakcje w kierunku

rozktadu i biosyntezy aromatycznych aminokwasow (Rys. 19).

HOOC HOOC
o} NH,
kwas fenylopirogronowy (PhePi) L-fenyloalanina (L-Phe)
HooC HooC
o L-Glu NH,
OH OH
kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy L-tyrozyna (L-Tyr)
-HPP) a-KG
HoOC HOOC
N N
H H
kwas indolo-3-pirogronowy (I3P) L-tryptofan (L-Trp)

Rys. 19 Schemat reakcji katalizowanych przez aromatyczne aminotransferazy

Przygotowywano roztwory o nastepujgcym sktadzie:

Tab. 20 Sktad mieszaniny reakcyjnej do oznaczania aktywnos$ci aromatycznej aminotransferazy

Rozktad aromatycznych aminokwasow Synteza aromatycznych aminokwasoéw

L-Phe, L-Tyr, L-Trp 0,001-10 mM | PhePi, 4-HPP 0,005-0,06 mM
a-Ketoglutaran 0,001-20 mM | Kwas L-glutaminowy 1,5-40 mM
PLP 0,03 mM PLP 0,03 mM
Enzym 0,026 yg uL™" | Enzym 0,026 pg L™
100 mM bufor Tris-HCI pH 6-9 | do 200 uL 100 mM bufor Tris-HCI pH 6- 9 | do 200 uL

Przeprowadzano reakcie w ciggu 1-5 min (w zaleznosci od zastosowanej reakcji
i enzymu), a nastepnie zatrzymywano reakcje poprzez dodanie 800 pL 2,5 M NaOH.
Wykonywano pomiar spektrofotometryczny uzyskanej mieszaniny przy 320 nm (dla L-Phe —
PhePi), 331 nm (dla L-Tyr — 4-HPP) lub 338 nm (dla L-Trp) z uzyciem spektrofotometru UV-Vis

firmy PerkinElmer. Stezenie powstatego produktu wyliczano na podstawie wspofczynnikow
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ekstynkcji €pnepiy=17,500 cm? mol® [Dawson i in. 1970], €u-nppy=19,900 cm? mol'l[Granner
i Tomkins, 1970], £43r=9,300 cm? mol™ [Brunke iin. 2010].
b) aktywnosé a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej

W celu oznaczenia aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej w Kkierunku
biosyntezy kwasu L-a-aminoadypinowego wykorzystano metode opartg na opisanej przez
zespot Nakatani [Nakatani i in. 1970]. Jest to reakcja dwuetapowa, w ktoérej to w pierwszym
etapie prowadzi sie reakcje katalizowang przez AmAA (Rys. 20). Powstaje wowczas kwas
a-ketoglutarowy, ktéry w drugim etapie reakcji jest przeksztatcany przez dehydrogenaze kwasu
glutaminowego do kwasu glutaminowego przy udziale NADH (Rys. 21). Wykonuje sie pomiar
zmiany absorpcji przy 340 nm wynikajacy z przeksztatcenia NADH w NAD" i na jego podstawie

oblicza ilo$¢ powstatego kwasu a-ketoglutarowego w pierwszym etapie reakciji.

o L-Glu H /NH2
MCOOH /\/\/ T
HOOC HOOC
) a-KG
kwas o-ketoadypinowy kwas L-a-aminoadypinowy

Rys. 20 Schemat reakcji katalizowanej przez a-aminotransferaze L-a-aminoadypinowg. Biosynteza kwasu
L-a-aminoadypinowego

Przygotowywano roztwory o nastepujgcym sktadzie:

Tab. 21 Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej
w kierunku biosyntezy kwasu L-a-aminoadypinowego

Biosynteza a-ketoglutaranu

Kwas a-ketoadypinowy 0,05-1,5 mM
Kwas L-glutaminowy 2- 20 mM
PLP 0,03 mM
Enzym 0,013 g uL™
100 mM bufor Tris-HCI pH 6- 9 | do 200 pL

Przeprowadzano reakcje w ciggu 1-5 min (w zaleznosci od zastosowanego enzymu),
a nastepnie zatrzymywano reakcje poprzez dodanie 60 yL 1 M HCI i neutralizowano pH przy
pomocy 60 pL 1M NaOH. 200 pL tak uzyskanej mieszaniny dodawano do roztworu

0 nastepujgcym sktadzie:

Tab. 22 Sktad mieszaniny reakcyjnej drugiego etapu reakcji oznaczania aktywnosci a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej. Wykorzystanie dehydrogenazy kwasu glutaminowego do oznaczenia stezenia
a-ketoglutaranu powstatego w pierwszym etapie

Biosynteza NAD"

NH4CI 0,05M
NADH 0,1 mM
Dehydrogenaza kwasu glutaminowego 25U

20 mM bufor fosforanowy pH 7 do 1000 pL

Reakcje przeprowadzano przez 30 min a nastepnie wykonywano pomiar spektrofotometryczny
uzyskanej mieszaniny przy 340 nm z uzyciem spektrofotometru UV-Vis firmy PerkinElmer.
Stezenie powstatego produktu wyliczano na podstawie wspotczynnika ekstynkcji €nap+ = 6,22
cm’ mol™ [Vashishtha i in. 2008].
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H,0,
NAD*

NADH,
(o) NH3, /\ NH,
/IK/\ i /K/\
HOOC COOCH \( HOOC COOH

kwas a-ketoglutarowy kwas L-glutaminowy

Rys. 21 Schemat drugiego etapu reakcji oznaczania aktywnos$ci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej.
Reakcja katalizowana przez dehydrogenaze kwasu glutaminowego

W celu oznaczenia aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej w kierunku rozkfadu

kwasu L-a-aminoadypinowego (Rys. 22) wykorzystano zestaw L-Glutamate Assay Kit firmy

Sigma.
NH,
H,, o-KG O
—— )‘\/VCOOH
HOOC LGy Hooo
kwas L-a-aminoadypinowy kwas a-ketoadypinowy

Rys. 22 Schemat reakcji katalizowanych przez a-aminotransferaze L-a-aminoadypinowg. Degradacja
kwasu L-a-aminoadypinowego

Przygotowywano roztwory o nastepujgcym skfadzie:

Tab. 23 Sktad mieszaniny reakcyjnej do oznaczania aktywnos$ci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowe;j
w kierunku rozktadu kwasu L-a-aminoadypinowego

Biosynteza kwasu L-glutaminowego

Kwas L-g-aminoadypinowy 0,1-0,5 mM
a-Ketoglutaran 0,1- 10 mM
PLP 0,03 mM
Enzym 0,013 pg pL™”
100 mM bufor Tris-HCI pH 6- 9 | do 200 pL

Reakcje przeprowadzano przez 5 min i zatrzymywano poprzez podgrzewanie préb w 80°C
przez 5 min. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej, pobierano 20 pL i oznaczano stezenie
substratu reakcji, kwasu L-glutaminowego, zgodnie z procedurg opisang w instrukcji zestawu.
c) aktywnosé¢ kinureninowej aminotransferazy
Oznaczanie aktywnosci kinureninowej aminotransferazy (Rys. 23) przeprowadzano

wedtug metody opisanej przez zesp6t Wonga [Wong i in. 2011].

(o] NH, OH
X
L-Glu —
N CO,H
L-kinurenina kwas kinureninowy

Rys. 23 Schemat reakcji katalizownej przez kinureninowg aminotransferaze. Biosynteza kwasu
kinurenowego
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Na 96-dotkowych mikroptytkach przygotowywano roztwory o nastepujacym sktadzie:

Tab. 24 Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci kinureninowej aminotransferazy, w kierunku
biosyntezy kwasu kinurenowego

Biosynteza kwasu kinurenowego
L-Kinurenina 0-0,6 mM
a-Ketoglutaran 0-20 mM
PLP 0,03 mM
Tween 20 0,01%

50 mM bufor Tris-HCI pH 6- 9 do 100 uL

Po uptywie 1 min, w celu zatrzymania reakcji, dodawano 100 pyL 50 mM buforu Tris
o pH 5 zawierajgcego 50 mM octan sodu i 350 mM octan cynku i wykonywano pomiar
fluorescencji komplekséw kwasu kinurenowego z jonami cynku przy dtugosci fali wzbudzenia
Aex= 344 nm i dtugo$ci fali emisji A= 398 nm. llos¢é powstatego kwasu kinurenowego w reakcji
obliczano na podstawie sporzadzonej wczesniej krzywej wzorcowej. W pomiarach
wykorzystywano czytnik mikroptytek TECAN Spark 20M.

Pomiary wykonywano co najmniej trzykrotnie a uzyskane wyniki usredniano.

3.2.24 Oznaczenie stezenie inhibitora hamujgcego w 50 % aktywno$¢ enzymu (ICsg)

Przygotowywano roztwory o nastepujgcym skfadzie:

Tab. 25 Skfad mieszaniny reakcyjnej do oznaczenia wplywu zwigzkéw potencjalnych inhibitoréw na
aktywnosci badanych enzymow

L-Phe 2,5 mM
a-Ketoglutaran 10 mM

PLP 0,03 mM
Enzym 0,013 ug L™
100 mM bufor Tris-HCI pH 6-9 | do 200 L

i przeprowadzano 2 min reakcje w obecnosci zwigzkéw hamujgcych aktywnos$¢ enzymow.
Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 800 pL 2,5 M NaOH i wykonywano pomiar
spektrofotometryczny uzyskanej mieszaniny przy 320 nm (dla L-Phe — PhePi). Stezenie
powstatego produktu wyliczano na podstawie wspotczynnika ekstynkcji €phepiy=17,500 cm? mol™
[Dawson i in. 1970]. Pomiary wykonywano co najmniej trzykrotnie a uzyskane wyniki
usredniano.

Zakres uzywanych stezen zwigzkow hamujgcych aktywnos$¢ enzymow:

Tab. 26 Wykaz zakresu stezen zwigzkdw hamujgcych aktywnosé enzymoéw. Aminooksyoctan (AOA),
cykloseryna (CS), jodek 1-mety|o-4-feny|opirydyny (MPP), sulfinocysteina (SC), kwas 3-nitropropionowy
(NPA), 3-fosfonoalanina (AP-3), o-fosfo-L-seryna (OPS)

AOA 0,01-10 mM
CS 1-10 mM
MPP 1,7-10 mM
SC 1-10 mM
NPA 1-20 mM
AP-3 0,5-5mM
OPS 0,5-87,5 mM
Kwas szczawiowy 1,25-19 mM
L-Norleucyna 2-15 mM
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3.2.25 Wykonanie widm absorpcyjnych dla enzymdéw wykorzystujacych PLP

100 pL mieszaniny zawierajgcej odpowiedni bufor, enzym wigzgcy PLP o stezeniu 1 mg
mL™ oraz 0,1 mM PLP poddawano pomiarowi spektrofotometrycznemu przy dtugosci fali od
A=300 nm do A=500 nm w czasie 10-60 min. Po badanym czasie dodawano 1,5 mM kwas
L-glutaminowy, 1,5 mM kwas L-a-aminoadypinowy, 1,5 mM L-histydyne i/lub 0,1 mM AOA
i ponownie wykonywano pomiar spektrofotometryczny. W pomiarach wykorzystywano czytnik
mikroptytek TECAN Spark 20M.

Odczynniki: Bufor fosforanowy 100 mM pH 7-8, Tris-HCI 100 mM pH 7,5, 8.

3.2.26 Okreslenie optymalnego pH dziatania enzymoéw
W celu okreslenia optymalnego pH dziatania enzymow oznaczano aktywnos¢ badanych

enzymow wedtug procedur opisanych powyzej (Roz. 3.2.23), w buforach o pH od 6 do 9.

3.2.27 Przygotowanie kasety do usuniecia genu z genomu C. albicans

Do skonstruowania mutantéw C. albicans pozbawionych genéw kodujgcych
aminotransferazy wykorzystywano metode opracowang przez zespot prof. Morschhausera
w2004 r. [Reuss i in. 2004]. Usuniecie genéw przeprowadzano podczas stazu
u prof. Morschhausera na Uniwersytecie w Wiurzburgu. W celu przygotowania kasety
nokautujgcej otrzymywano plazmidy stosowane do usuniecia gendw zawierajgce: kasete
nokautujgcg okreslony gen, gen caFLP kodujgcy miejscowo-specyficzng rekombinaze FLP
(bedacy pod kontrolg promotora MAL2p), gen opornosci na nourseotrycyne (SAT1), sekwencje
FRT czyli miejsce rozpoznania dla rekombinazy FLP (34 pz). Stosowano metodyke wedtug

schematu przedstawionego na Rys. 24.
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Rys. 24 Schemat przygotowania kaset nokautujgcej wedtug metody SAT1-flipper
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a) przygotowanie insertéw - amplifikacja regionéw upstream i downstream genu

Fragmenty DNA wystepujgce przed i za usuwanym genem w genomie C. albicans
(ang. upstream sequence, downstream sequence) o wielkosci ok. 500 pz, amplikowano na
matrycy genomowego DNA C. albicans SC5314. Do reakcji PCR uzywano odpowiedniej pary
starteréw (Roz. 3.1.5) w zaleznosci od usuwanego genu. Do sekwencji starteréw wprowadzano
miejsca rozpoznania dla enzymow restrykcyjnych Sacl, Sacll oraz Apal, Xhol (Roz. 3.1.6)
niezbedne podczas klonowania do plazmidu pSFS2. Reakcje PCR przeprowadzano
w nastepujgcy sposob:
Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Tab. 27 Sktad mieszaniny reakcyjnej amplifikacji regionédw upstream i downstream badanych genow

Woda jatowa miliQ 34,5 uL
DNA Candida albicans SC5314 1:10 1L
Starter lewy 1L
Starter prawy 1L
Polimeraza Phusion DNA 0,5 uL
dNTP 5 mM 2 uL
Bufor 5x HF 10 uL
Razem 50 yL

Profil temperaturowo-czasowy:

Tab. 28 Profil temperaturowo czasowy reakcji amplifikacji upstream i downstream badanych genéw

Denaturacja wstepna 98 °C 120s
Denaturacja 98 °C 20s
Przytgczenie starteréw 55°C 20s x 30
Elongacja 72 °C 45 s
Elongacja 72 °C 300s
Chtodzenie 4°C 0

Uzyskane produkty PCR rozdzielano na zelu agarozowym 1% i poddawano oczyszczaniu przy
pomocy procedury z zestawu Macherey- Nagel Nucleo Spin Gel out and Clean up PCR Kkit.
b) przygotowanie plazmidu zawierajgcego kasete nokautujaca
Uzyskane fragmenty upstream i downstream oraz plazmid pSFS2 (Roz. 3.1.5)

poddawano trawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi:

Tab. 29 Sktad mieszaniny reakcyjnej trawienia restrykcyjnego substratéw do konstrukcji kasety
nokautujgcej badane geny

Para enzymoéw, 2 uL | DNA (pL) | Bufor NEB (pL) | Woda (pL)
upstream Sacl-HF/Sacll 43 5 0
downstream Xhol/Apal 43 5 0
pSFS2 (fragment |, 7,5 kpz) Sacll/Xhol 15 5 28
pSFS2 (fragment Il 2,9 kpz) Sacl-HF/Apal 15 5 28

Trawienie przeprowadzano w ciggu 3 h w 37°C. Nastepnie rozdzialano uzyskane produkty przy
pomocy elektroforezy agarozowej w 0,8% zelu (30 cm) przez noc przy 1,2 V. cm ™.

Wycinano uzyskane produkty z zelu i oczyszczano przy pomocy procedury z zestawu
GeneClean Ill kit firmy MP Biomedicals.

Plazmid zawierajgcy kasete nokautujacg konstruowano tgczac uzyskane fragmenty przy

pomocy ligazy faga T4.
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Sktad mieszaniny ligacyjnej:

Tab. 30 Sktad mieszaniny ligacyjnej do konstrukcji kasety nokautujgcej

Woda jatowa miliQ 2 yL
Wektor 1uL
Kaseta 4 L
Fragment upstream 6 uL
Fragment downstream | 3 pL
Bufor ligazy faga T4 2 uL
ATP (10 mM) 1L
Ligaza T4 1L
Razem 20 pL

Ligacje przeprowadzano przez noc w 12°C.
Nastepnie przeprowadzano transformacje mieszaniny ligacyjnej do komérek E. coli DH5a
(Roz. 3.2.3), izolowano uzyskane plazmidy (Roz. 3.2.4) i poddawano analizie restrykcyjnej
(Roz. 3.2.7). Poprawnos¢ skonstruowanego plazmidu potwierdzano przy pomocy
sekwencjonowania zleconego firmie zewnetrzne;j.
Prawidlowy plazmid nazywano wedtug wzoru p[nazwa genu]M1 np. pARO8ML1.
c) oczyszczanie kasety nokautujgcej

Plazmid zawierajgcy kasete nokautujgcg poddawano trawieniu enzymami

restrykcyjnymi przez 1 h w 37°C:

Tab. 31 Skfad mieszaniny reakcyjnej trawienia restrykcyjnego skonstruowanych plazmidéw w celu izolacji
kasety nokautujgcej badane geny

Woda jatowa miliQ 28 pL
Plazmid 15 uL
Apal 1L
Sacl 1L
Bufor CutSmart 5uL
Razem 50 uL

Uzyskane fragmenty DNA poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu przez 3 h przy napieciu
6 V. cm™. Wycinano z zelu uzyskany produkt o wielkosci ok. 8,5 kpz i oczyszczano przy pomocy
procedury z zestawu GeneClean Il kit MP Biomedicals.

Tak uzyskang kasete nokautujgcg nazywano wedtug wzoru [nazwa genu]M1 np. ARO8M1
(Rys. 25).

Apal
‘SacI Sacll Xhol |
|

N .- | 4ETEE -

SAT1 dAROS
upARO8  FRT (minimal) FRT (minimal)

Rys. 25 Schemat kasety nokautujgcej stosowanej do usuwania genu ARO8. upAro8 — sekwencja przed
genem AROS8 (ang. upstream), dARO8 — sekwencja za genem AROS8 (ang. downstream), FLP - gen
kodujgcy miejscowo-specyficzng rekombinaze, SAT1 - gen opornosci na nourseotrycyne, FTR miejsce
rozpoznania dla rekombinazy FLP

3.2.28 Usuwanie genu z genomu C. albicans
Uzyskang kasete nokautujacg transformowano do elektrokompetentnych komorek
C. albicans SC5314. W komérkach gospodarza dochodzito do spontanicznej rekombinaciji

homologicznej (podwdjny crossing-over) miedzy fragmentami upstream i downstream,
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znajdujgcymi sie w obrebie transformowanego fragmentu DNA, a komplementarnymi do nich
sekwencjami w genomie C. albicans (Rys. 26). W wyniku rekombinacji nastepowata wymiana
interesujgcego genu na odpowiednig kasete nokautujgcg. Kaseta nokautujgca zawiera gen
SAT1 opornosci na nourseotrycyne (Nou), dzieki czemu mozliwa byta selekcja transformantow,
u ktorych zaszia integracja kasety nokautujgcej do jednego z alleli. Po transformacji mutanty
wysiewano na podtoze state YEPG z nourseotrycyng (200 pg mL™). Po 1 dniu hodowli w temp.
30 °C obserwowano wzrost transformantéw opornych na antybiotyk (NouR).
a) transformacja kasety nokautujacej do komérek grzybowych

Zaszczepiano 50 mL pozywki YEPG (Roz. 3.1.3) 1 mL zawiesiny komérek hodowli
nocnej C. albicans SC5314. Hodowano w wytrzgsarce przy 200 obr. min™* przez 24 h w 30°C.
Nastepnie komérki odwirowywano przy 3 500 obr. min® przez 10 minw 4°C. Osad
zawieszano w 8 mL zimnej, sterylnej wody, 1 mL 10xTE pH 8 i 1 mL 1M roztworu octanu litu pH
7,5. Tak przygotowywang zawiesine inkubowano w 30°C przez 1 h przy 200 obr. min™.
Do zawiesiny dodawano 250 uyL 1 M DTT i inkubowano przez kolejne 30 min w 30°C. Nastepnie
dodawano 40 mL sterylnej wody i odwirowano przy 3500 obr. min™, przez 5 minw 4°C.
Powstaty osad zawieszano w25 mL wody i ponownie odwirowywano. Nastepnie do osadu
dodawano 5 mL 1 M sorbitolu i odwirowywano. Usuwano supernatant, a osad
zawieszano w pozostatej cieczy. Pobierano 60 pL tak przygotowanej zawiesiny komorek
kompetentnych do schtodzonych kuwet elektroporacyjnych, dodawano 5 pL (20-200 ng)
liniowego fragmentu DNA (oczyszczonego przy pomocy procedury gel-out Roz. 3.2.4). Probke
kontrolng przygotowywano dodajgc do komérek kompetentnych 5 pL sterylnej wody.
Przeprowadzano elektroporacje przy napieciu 1800 V. Dodawano 1 mL pozywki YEPG do
kuwet elektroporacyjnych. Tak uzyskang zawiesine komoérek mutantéw rozdzielano na dwie
probowki A i B i inkubowano przez 4 h w 30°C. Wysiewano na podtoze state YEPG z dodatkiem
nourseotrycyny 200 ug mL™* (Roz. 3.1.3). Ptytki inkubowano w temp. 30°C przez 48 h.

A) Rekombinacja homologiczna (integracja kasety w miejsce AROS-1).

I | ___Flp EEETEE B

| MALZp 54T1 |
darR0s FRT (minirmal) FRT (minimal) upsR0S
| | | |
= ™~ -
= - _ -

Al D AROST o
alsl2  aros2
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B) Indukeja promotora MAL2p. Ekspresja genu FLP.
Indukcja

Allel 1 @I/
— | [ Fp EEEEEE )

| MALZp 5aT1 |
darog FRT (minimal) FRT {minimal} upaROS

Allel 2 AROS8-2

C) Wyciecie kasety przez rekombinaze.

Allel 1 l

FRT

s  4ros2

Rys. 26 Schemat przedstawiajgcy kolejne etapy postepowania prowadzgce do usuniecia genu AROS8 z
genomu C. albicans z wykorzystaniem metody SAT1-flipper. A) Rekombinacja homologiczna prowadzaca
do wymiany genu ARO8 na kasete nokautujgca; B) Indukcja ekspresji genu kodujgcego miejscowo-
specyficzng rekombinaze FLP; C) Fragment genomu szczepu CaARO8M2, mutant heterozygotyczny
(aro8A-1::FTR/ARO8-2). W celu usuniecia genu na drugim allelu, nalezy powtérzy¢ etapy od A do C
uzyskujgc zmutowany szczep CaARO8M4 (aro8A -1::FRT/aro8A -2::FTR)

Odczynniki: 10xXTE: Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 0,1 mM.
b) analiza poprawnosci skonstruowanych mutantéw
Z uzyskanych mutantéw izolowano genomowe DNA wedtug procedury 3.2.4. Nastepnie

DNA poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi wedtug nastepujgcej procedury:

Tab. 32 Skfad mieszaniny reakcyjnej trawienia restrykcyjnego genomowego DNA

Woda jatowa miliQ 1,5 pL
Genomowe DNA 10 pL
Enzym | 1L
Enzym II 1L
Bufor CutSmart 1,5 uL

Trawienie przeprowadzano w 37°C przez 18 h. Uzyskane produkty rozdzielano przy pomocy
elektroforezy agarozowej (0,8% zel, 30 cm, 4 Vcm™, 3,5 h). Poprawno$é skonstruowanych
mutantéw oceniano przy pomocy procedury Southern Blotting (Roz. 3.2.29).
c) usuniecie kasety SAT1-FLP z poprawnie skonstruowanych mutantéw

Poprawnie skonstruowane mutanty zawierajgce kasete SAT1-FLP zaszczepiano na
podtoze YCB z 0,4% BSA. Hodowle inkubowano przez 18-24 h w 30°C, 200 obr. min™.
Nastepnie wysiewano na state podioze YEPG i inkubowano przez 18-24 h w 30°C. W celu
identyfikacji mutantdw z usunietg kasetg SAT1-FLP (utrata opornosci na nourseotrycyne)
przeszczepiano pojedyncze kolonie na ptytki YEPG i YEPG z dodatkiem 100 ug mL™
nourseotrycyny i inkubowano przez 18-24 h w 30°C. Uzyskane mutanty ponownie analizowano

przy pomocy procedury Southern Blotting (Roz. 3.2.29).
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3.2.29 Hybrydyzacja metodg Southern Blotting

Do hybrydyzacji i znakowania sond DNA uzywano zestawu ECL™ Direct Nucleic Acid
Labelling and Detection System firmy Amersham Biosciences.
Nylonowg membrane NYTRAN inkubowano 5 min w buforze SSCx20. Nastepnie umieszczano
w aparacie do Southern Blottingu. Membrane przykrywano zelem agarozowym z rozdzielonym
DNA. Zel agarozowy inkubowano przez 15 min kolejno w roztworze A zawierajgcym HCI
(depurynacja), nastepnie w roztworze B zawierajgcy NaCl (denaturacja), i ostatecznie
w roztworze C o pH 7,5 (neutralizacja). Transfer fragmentow DNA z zelu na membrane
hybrydyzacyjng przeprowadzano przez 1,5 h przy podci$nieniu 60 mbar w buforze SSCx20.
Zwigzanie DNA z dodatnio-natadowang btong nylonowg NYTRAN® poddawano immobilizaciji
przez naswietlanie promieniami UV (w aparacie do sieciowania DNA UV cross-linker).
Nastepnie membrane umieszczano w tubie inkubacyjnej i dokonywano inkubacji btony
w roztworze prehybrydyzacyjnym ECL (Amersham Biosciences; w piecu hybrydyzacyjnym,
w temp. 42 °C przez 1h). Podczas inkubacji membrany przygotowywano sondy do znakowania.
10 pL produktu PCR (fragment upstream badz downstream usuwanego genu (Roz. 3.2.28)
wraz z 2 yL markera DNA (rozcienczenie 1:800) poddawano denaturacji (5 min. w temp 100
°C). Nastepnie dodawano po 10 pL roztworéw do znakowania sondy z zestawu ECL™ Direct
Nucleic Acid Labelling i inkubowano przez 10 min w 37°C. Tak przygotowang sonde (30 pL)
dodawano do tuby z membrang i ponownie inkubowano w piecu hybrydyzacyjnym, w temp.
42°C przez noc (hybrydyzacja). Nastepnego dnia przemywano membrane trzykrotnie przez 15
min buforem ptuczgcym w piecu hybrydyzacyjnym, w temp. 42°C, a nastepnie dwukrotnie
roztworem 2xSSC w temp. pokojowej. Membrane inkubowano w roztworze do detekgc;ji
(Amersham Bioscences) przez 1 min, po czym w ciemni przyktadano do niej klisze fotograficzng
i naswietlano przez 10-120 min. Film wywotywano w aparacie CAWOMAT 200 IR.

Odczynniki: SSC x 20: NaCl 3 M, cytrynian sodu 0,3 M; Roztwér A: HCI 0,25 M; Roztwér B: NaCl 1,5 M,
NaOH 0,5M; Roztwér C: NaCl 1,5 M, Tris-HCI 0,5M pH 8; Bufor pluczacy: SSC x 20 0,5%, SDS 0,4%,
mocznik 6M.
3.2.30 Przygotowanie kasety do komplementacji usunietego genu

Komplementacje usunietych gendéw przeprowadzano podczas stazu u prof.
Morschhausera na Uniwersytecie w Wiirzburgu.
Kasete do komplementacji oczyszczano z otrzymanych plazmidéw zawierajgcych ponadto: gen
caFLP kodujgcy miejscowo-specyficzng rekombinaze FLP (bedacy pod kontrolg promotora
MALZ2p), gen opornosci na nourseotrycyne (SAT1), sekwencje FRT czyli miejsce rozpoznania
dla rekombinazy FLP (34 pz). Stosowano metodyke wedtug schematu przedstawionego na
Rys. 27.
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Rys. 27 Schemat przygotowania kaset do komplementacji gendéw wedtug metody SAT1-flipper

67


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

d) przygotowanie insertu - amplifikacja genu wraz z regionami upstream
i downstream genu

Fragment DNA obejmujgcy gen wraz z regionami upstream i downstream (ok. 2,5 kpz),
amplikowano na matrycy genomowego DNA C. albicans SC5314. Do reakcji PCR uzywano
odpowiedniej pary starteréw (Roz. 3.1.5) w zaleznosci od usuwanego genu. Do sekwencji
starterbw wprowadzano miejsca rozpoznania dla enzymow restrykcyjnych Sacl, Sacll
niezbedne podczas klonowania do plazmidu p[nazwa genu]M1 np. pARO8M1. Reakcje PCR
przeprowadzano w nastepujgcy sposob:

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Tab. 33 Skfad mieszaniny reakcyjnej amplifikacji fragmentu DNA obejmujgcego gen wraz z regionami
upstream i downstream

Woda jatowa miliQ 34,5 uL
DNA Candida albicans SC5314 1:10 1L
Starter lewy 1L
Starter prawy 1L
Polimeraza Phusion DNA 0,5 uL
dNTP 5 mM 2 uL
Bufor 5x HF 10 L
Razem 50 yL

Profil temperaturowo-czasowy:

Tab. 34 Profil temperaturowo czasowy reakcji amplifikacji upstream i downstream badanych genow

Denaturacja wstepna 98 °C 120s
Denaturacja 98 °C 20s
Przytgczenie starteréw | 55°C 20s x 30
Elongacja 72°C 120 s
Elongacja 72°C 300s
Chtodzenie 4°C ©

Uzyskane produkty PCR rozdzielano na zelu agarozowym 1% i poddawano oczyszczaniu przy

pomocy procedury z zestawu Macherey- Nagel Nucleo Spin Gel out and Clean up PCR Kit.

e) przygotowanie plazmidu zawierajacego kasete do komplementacji
Uzyskany fragment obejmujgcy gen wraz z regionami upstream i downstream oraz

odpowiedni plazmid p[nazwa genu]M1 poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi:

Tab. 35 Skfad mieszaniny reakcyjnej trawienia restrykcyjnego substratéw do konstrukcji kasety
do komplementaciji
Para enzymoéw, 2 yL | DNA (pL) | Bufor NEB (ML) | Woda (pL)

PCR Sacl-HF/Sacll 43 5 0
p[hazwa genu]M1 | Sacl/Sacll 15 5 28

Trawienie przeprowadzano w ciggu 3 h w 37°C. Nastepnie rozdzialano uzyskane produkty przy
pomocy elektroforezy agarozowej w 0,8% zelu (30 cm) przez noc przy 1,2 V. cm ™.

Wycinano uzyskane produkty z Zelu i oczyszczano przy pomocy procedury z zestawu
GeneClean lll kit firmy MP Biomedicals.

Plazmid zawierajgcy kasete do komplementacji konstruowano tgczac uzyskane fragmenty przy

pomocy ligazy faga T4.
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Sktad mieszaniny ligacyjnej:

Tab. 36 Sktad mieszaniny ligacyjnej do konstrukcji kasety do komplementacji

Woda jatowa miliQ 5L
Plazmid 1uL
PCR 10 pL
Bufor ligazy faga T4 | 2 L
ATP (10 mM) 1L
Ligaza T4 1uL
Razem 20 pL

Ligacje przeprowadzano przez noc w 12°C.
Nastepnie przeprowadzano transformacje mieszaniny ligacyjnej do komérek E. coli DH5a
(Roz. 3.2.3), izolowano uzyskane plazmidy (Roz. 3.2.4) i poddawano analizie restrykcyjnej
(Roz. 3.2.7). Poprawnos¢ skonstruowanego plazmidu potwierdzano przy pomocy
sekwencjonowania zleconego firmie zewnetrzne;j.
Prawidlowy plazmid nazywano wedtug wzoru p[hazwa genu]K1 np. pAROSK1.
f) oczyszczanie kasety do komplementacji
Plazmid zawierajgcy kasete do komplementacji poddawano trawieniu enzymami

restrykcyjnymi przez 1 h w 37°C:

Tab. 37 Sklad mieszaniny reakcyjnej trawienia restrykcyjnego skonstruowanych plazmidéw w celu izolacji
do komplementaciji

Woda jatowa miliQ 28 pL
Plazmid 15 uL
Apal 1L
Sacl 1L
Bufor CutSmart 5L
Razem 50 pL

Uzyskane fragmenty DNA poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu przez 3 h przy napieciu
6Vcm™. Wycinano z zelu uzyskany produkt i oczyszczano przy pomocy procedury z zestawu
GeneClean Il kit MP Biomedicals.

Tak uzyskang kasete nokautujgcg nazywano wedtug wzoru [nazwa genu]K1 np. ARO8K1
(Rys. 28).

ADEI‘
Xhol \
Sacl SaclI FRT (minimal) ‘ |

LR < - - - - S P | —

\ SAT1 dAROS
FRT (minimal)

Rys. 28 Schemat kasety do komplementacji genu ARO8. up-ARO8-d — sekwencja przed genem ARO8
(ang. upstream), gen ARO8 i sekwencja za genem ARO8 (ang. downstream), dARO8 — sekwencja za
genem AROB8 (ang. downstream), FLP - gen kodujgcy miejscowo-specyficzng rekombinaze, SAT1 - gen
opornosci na nourseotrycyne, FTR miejsce rozpoznania dla rekombinazy FLP

3.2.31 Komplementacja genu

Uzyskang kasete do komplementacji (Roz. 3.2.30) transformowano do
elektrokompetentnych zmutowanych komodrek C. albicans SC5314 (z usunietymi genami).
W komorkach dochodzito do spontanicznej rekombinacji homologicznej (podwéjny crossing-

over) miedzy fragmentami upstream i downstream, znajdujgcymi sie w obrebie fragmentu FTR,
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a komplementarnymi do nich sekwencjami w kasecie do komplementacji (Rys. 29). W wyniku
rekombinacji nastepowata wymiana fragmentu upstream - FTR - downstream na odpowiednig
kasete do komplementacji. Kaseta do komplementacji zawiera gen SAT1 opornosci na
nourseotrycyne (Nou), dzieki czemu mozliwa byta selekcja transformantéw, u ktérych zaszta
integracja kasety do komplementacji w jednym z alleli. Po transformacji mutanty wysiewano na
podioze state YEPG z nourseotrycyng (200 ug mL™). Po 1 dniu hodowli w temp. 30 C
obserwowano wzrost transformantéw opornych na antybiotyk (NouR).

A) Rekombinacja homelogiczna (integracja kasety w miejsce aro8A-1::FTR)

-|-m- |------ ) |

darog MALZp SATL |
FRT {minimal) FRT (minirmal)  up-ARQS-d
| | | |
= e - -
— T - —
T - - =
Allel 1 T e
aro8A-1:FTR
alalz
aroBA-2:FTR

B) Indukcja promotora MAL2p. Ekspresja genu FLP.
Indukcja

NG D
|-i!:- |------ )

darog MALZp SAT1 |
FRT {minirmal) FRT (minimal)  up-ARO8-d
Allel2 o
aro84-2::FTR

C) Wyciecie kasety przez rekombinaze.

Allel 1 l
dAR0E dAR0E WPARDE

FET
Allel 2

aro8A-2::FTR

Rys. 29 Schemat przedstawiajgcy kolejne etapy postepowania prowadzgce do komplementacji genu
ARO8 w genomie zmutowanego szczepu C. albicans Aaro8 z wykorzystaniem metody SAT1-flipper. A)
Rekombinacja homologiczna prowadzaca do fragmentéw upstream i downstream genu AROS8 na kasete
do komplementacji; B) Indukcja ekspresji genu kodujgcego miejscowo-specyficzng rekombinaze FLP; C)

Fragment genomu szczepu CaARO8K2 z wprowadzonym ponownie genem ARO8 na jednym allelu,

mutant heterozygotyczny (ARO8-1/ aro8A-2::FTR)

d) transformacja kasety do komplementacji do komérek grzybowych
Transformacja kasety do komplementacji przebiegata identycznie jak transformacja
kasety nokautujgcej do komoérek grzybowych (Roz. 3.2.28).
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e) analiza poprawnosci skonstruowanych mutantow
Analiza poprawnosci skonstruowanych mutantéw przebiegata identycznie jak dla
mutantéw z usunietymi genami kodujgcymi a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowe.

f) usuniecie kasety SAT1-FLP kasety do komplementacji z poprawnie
skonstruowanych mutantéw

Usuniecie kasety SAT1-FLP z poprawnie skonstruowanych mutantéw przebiegato

identycznie jak dla kasety nokautujgce;.

3.2.32 Hodowla grzybowa w podfozu minimalnym z réznym Zrédtem azotu, z inhibitorami
aminotransferaz oraz zwigzkami wskazujgcymi na defekt komoérek mutantow

a) podioze plynne
Hodowle grzybowg (Roz. 3.2.1) przemywano dwukrotnie sterylng wodg destylowang
i zawieszano (uzyskujgc gestosc 2*10° komorek mL'l) w pozywce minimalnej YNB z dodatkiem
10 mM aminokwasu lub 5 mM kwasu L-a-aminoadypinowego czy 0,25% siarczanu amonu.
Badajgc wptyw inhibitoréw aminotransferaz na szybko$¢ wzrostu szczepéw do podioza
dodawano dodatkowo inhibitor uzyskujgc stezenie 10 mM. Pomiar szybko$¢ wzrostu
wykonywano spektrofotometrycznie przy pomocy czytnika mikroptytek Victor®v PerkinElmer
przy 531 nm w 30°C przez 48 h.
b) podtoze state
Hodowle grzybowg (Roz. 3.2.1) przemywano dwukrotnie sterylng wodg destylowang
i wykonywano seryjne 10-krotne rozcienczenia zawiesiny komorek od gestosci 10" komorek
mL™ do 10° komorek mL™ w wodzie w plytce 96 dotkowej. Zanurzano sterylny replikator w tak
przygotowanych zawiesinach komodrkowych i wykonywano posiew na ptytkach z podiozem
minimalnym YNB z réznym zrodtem azotu (10 mM) oraz na podtozu YEPG z dodatkiem

barwnikéw anionowych (5 mg mL™). Plytki inkubowano w 30°C przez 48 h.

3.2.33 Badanie zdolnosci wytwarzania biofilmu

Do badania zdolnosci wytwarzania biofilmu wykorzystano metode redukcji XTT (2, 3-bis
[2-metoksy - 4 - nitro - 5 - sulfofenylo] - 5 - [(fenyloamino)karbonylo] - 2H -tetrazolo hydroksyd).
Hodowle grzybowg (Roz. 3.2.1) rozciehczano w sterylnej wodzie destylowanej do gestosci 10°
komorek mL™ i dodawano w stosunku 1:1 do podwdjnie stezonego podtoza RPMI. Zawiesine
komdrkowg inkubowano na ptytkach 96-dotkowych przez 24 h w 37°C. Wytworzony biofilmu
przemywano dwukrotnie buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) w celu usuniecia
komorek nie tworzacych biofilmu. Dalej postepowano zgodnie z wytycznymi metody [Pierce i in.
2008]. Grubos¢ wytworzonego biofilmu oceniana byta spektrofotometrycznie przy 490 nm

z uzyciem czytnika mikroptytek Victor®V PerkinElmer.

Odczynniki: PBS, tabletki do rozpuszczania w wodzie destylowanej firmy Sigma.
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3.2.34 Indukcja transformacji morfologicznej

Hodowle grzybowg (Roz. 3.2.1) przemywano dwukrotnie sterylng wodg destylowang
i zawieszano w wodzie uzyskujgc gestosc 10® komorek mL™. Wysiewano po 100 uL tak
przygotowanej zawiesiny komoérkowej na podioze state Spider, SLAD i YEPG z 10 % v/v

ptodowg surowicg bydlecg (FBS). Ptytki inkubowano przez 7 dni w 37°C.
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4  OMOWIENIE WYNIKOW
4.1 Identyfikacja genow kodujgcych biatka o przypuszczalnej aktywnosci AmAA
w genomie C. albicans

Przeprowadzono analize bioinformatyczng genomu Candida albicans. Zidentyfikowano
pie¢ gendéw: ARO8 0rf19.2098/0rf19.9645, ARO9 0rf19.1237/0rf19.8822, YER152C
0rf19.1180/0rf19.8771 oraz BNA3 (wystepujgcy w dwoch kopiach: BNA31 0rf19.5809/
0rf19.13231 i BNA32 0rf19.1589.1) (Candida Genome Database,
http://www.candidagenome.org/ [Skrzypek i in. 2011]), ktérych sekwencje nukleotydowe’
wykazujg wysokie podobienstwo do sekwencji nukleotydowej kodujgcej biatko ScAro8p
Z S. cerevisiae o aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej (Rys. 31, Tab. 39). Fakt,
ze istniejg dwie kopie genu kodujgce biatko Bna3p (CaBna3p) w genomie C. albicans moze
sugerowac istotng role tego enzymu w komoérce. Interesujgca jest réowniez informacja, ze gen
BNA3 mozna odnalezé w genomach drozdzy, w ktdrych nie wystepujg inne enzymy (Bnalp,
Bna2p, Bna4p, Bna5p i Bna6p) ze szlaku kwasu kinurenowego [Li and Bao 2007]. Natomiast
gen YER152C jest silnie zakonserwowany w genomach komorek drozdzy,
a w K. thermotolerans wystepuje az w dwoch kopiach, co réwniez sugeruje, ze enzym ten petni
wazna role w metabolizmie komorki [Hébert i in. 2011].
Sekwencje aminokwasowe produktéw zidentyfikowanych genow

Wykorzystujac programy bioinformatyczne Szwedzkiego Instytutu Bioinformatyki
[Artimo i in. 2012] oraz sekwencje nukleotydowe zidentyfikowanych gendéw, uzyskano
sekwencje aminokwasowe oraz teoretyczne dane charakteryzujgce kodowane biatka (Tab. 38).
Uzyskane dane (masa molekularna pojedynczej podjednostki) umozliwity wstepng identyfikacje

pasm odpowiadajgcych tym biatkom w analizie SDS-PAGE.

Tab. 38 Zestawienie teoretycznych danych uzyskanych na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych
badanych biatek. Programy: Translate i ProtParam [Artimo i in. 2012]

. Liczba Liczba Punkt Masa
Nazwa biatka . ; . .
nukleotydéw aminokwasoéw | izoelektryczny | molekularna
CaAro8p 1476 pz 491 5,34 54,7 kDa
CaAro9p 1572 pz 523 5,45 58,8 kDa
CaYerl2Cp 1248 pz 415 54 46,5 kDa
CaBna3p 1362 pz 453 55 51,3 kDa

Poréwnano sekwencje aminokwasowe biatek CaBna31p i CaBna32p. Wykazano, ze sekwencje
tych biatek réznig sie jedng resztg aminokwasowg w pozycji 308 (Phe308 lub Trp308). Analiza
bioinformatyczna poréwnania sekwencji aminokwasowej biatek CaBna3lp i CaBna32p do
sekwencji AmAA z innych organizméw wykazata jednak, ze reszta w pozycji 308
prawdopodobnie nie petni waznej roli w aktywnosci katalitycznej enzymu.

Jak wiadomo, kodon CUG, ktéry w uniwersalnym kodzie genetycznym koduje leucyne,
w komorkach praktycznie wszystkich gatunkow Candida (za wyjagtkiem C. glabrata i C. krusei)
nalezacych do tzw. klady Candida, jest rozpoznawany przez unikalny tRNAcu i w efekcie
koduje seryne [Butler i in. 2009; Santos i Tuite 1995]. Biorgc pod uwage fakt, ze zaktadano
heterologiczng ekspresje zidentyfikowanych genéw w komodrkach E. coli, przeanalizowano

sekwencje nukleotydowe gendéw w celu identyfikacji miejsc wystepowania kodonéw CUG
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i korekty sekwencji aminokwasowych ich produktéw poprzez zamiane Ser na Leu (program
Translate [Artimo i in. 2012]). Miejsca takie wykryto w sekwencjach CaAro9p i CaBna3p
(Rys. 30).

A)

1 10 20 3o 20 50 50
Aro9p_C.albicans SDPTH KRAAGRTSVHF TNAP| X[PPANF HEKP| HGFFPIDS|
Aro9p_E.coli SDPTH {RAAGRTSVHF TNAP| [P PANF HEKP| HGFFPIDS|

70 80 90 100 110 120
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AroSp E.coli VDY EFQOXITTPS TTSSTAREEPP SSSLNGSENGHQTE TP PSS THTE QS TVE ISRETTDEX

130 140 150 160 170 180
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Aro9p_E.coli [GDVILVEEFTFSEFLRFIDNAGAKAVEVEINFDNDSDGIDLTOFVD LLENWEKHYPNLEK
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IR S D SIGNNE LKND LE I DD YLKNEL TP SYILELD T TIGRVLRVE TIF SKLFAP GLRLGF IVGHEEV|I D)
Aro9p_E.coli [S|GNNELENDLE IDDYLENELTPSYLELD TTGRVLRVE TIF SKLFAPGLRLGF IVGHKEV/ID)

370 380 390 400 410 420
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Aro9p_C.albicans [j RSNFFR A LA IDEEILE| <l AVYEFFS EF
Aro9p E.coli F| RSNFFR A LA IDEEILE| 3 AVYEFFS EF

Rys. 30 Poréwnanie sekwencji aminokwasowej (aa) biatek CaAro9p (A) i CaBna3p (B) po translacji
w komorkach E. coli i C. albicans. Uwidoczniono réznice w sekwencji aa biatka CaAro9p gdzie w miejscu
Ser198 i Ser374 znajduje sie Leu198 i Leu374, natomiast w sekwencji aa biatka CaBna3p w miejscu
Ser371 znajduje sie Leu371. Programy: Translate [Artimo i in. 2012], Clustal Omega [Sievers i in. 2011]
oraz ESPrit [Robert i Gouet 2014]
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B)

Bna3p_ C.albicans
Bna3p E.coli

Bna3p_C.albicans
Bna3p E.coli
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Bna3p_E.coli
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Bna3p E.coli
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Poréwnanie sekwencji aa znanych a-aminotransferaz L-a-aminoadypinowych

Wykonano poréwnanie sekwencji aminokwasowych analizowanych biatek (program:
NCBI BLAST alignment [Altschul i in. 1990]), aby okresli¢ stopien podobienstwa do sekwencji
biatek o aktywnos$ci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej z innych organizméw (Tab. 39).
Sekwencje biatek CaAro8p, CaAro9p i CaYer152Cp sg homologiczne z sekwencjami
wigkszosci analizowanych AmAA (identycznos¢ =25%). Biatko CaBna3p jest homologiczne
z ScBna3p (54% identycznosci) i ScAro9p 32%). Identycznosé sekwencji CaBna3p wynoszgca
23% w stosunku do ScAro8p i ScYerl52Cp nie wskazuje jednoznacznie czy uzyskany wynik

jest statystycznie istotny.
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Rys. 31 Poréwnanie sekwencji aminokwasowej (aa) biatek CaAro8p, CaAro9p, CaBna3p, CaYerl52Cp
z sekwencjg aa biatka ScAro8p. Zakonserwowane reszty zaznaczono jako biate litery na czerwonym tle,
podobne reszty aminokwasowe zaznaczono na czerwono, czarng ramkg zaznaczono réznice w sekwencji
aa CaBna31lp i CaBna32p. Zastosowano programy ClustalW [Larkin i in. 2007] i ESPript [Robert & Gouet
2014] do wygenerowania poréwnania
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Tab. 39 Wykaz stopnia podobienstwa i identycznosci pomiedzy sekwencjami aminokwasowymi CaAro8p,
CaAro9p, CaYerl52Cp, CaBna3p a sekwencjami aa AmAA z S. cerevisiae i Homo sapiens (w przypadku
ludzkiej AmAA poréwnanie dotyczy a-aminotransferazy L-kinureninowej/L-a-aminoadypinowe;j).
Program: NCBI BLAST alignment [Altschul i in. 1990]

Biatko Parametr
. ScAro8p ScAro9p ScYerl52Cp | ScBna3p hKATIIp
z C. albicans .
Biatko
CaAro8p Podobienstwo 70% 52% 45% 39% 50%
Identycznos¢ 53% 31% 29% 23% 29%
CaAro9p Podobienstwo 49% 55% 42% 41% 48%
Identycznos¢ 33% 36% 28% 23% 29%
CaYer152Cp Podobienstwo 45% 45% 64% 45% 45%
Identycznos¢ 25% 28% 45% 25% 25%
CaBna3p Podobienstwo 36% 46% 42% 69% 44%
Identycznos¢ 23% 32% 23% 54% 24%

Szczegolowa analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych biatek CaAro8p, CaAro9p,
CaYerl52Cp i CaBna3p zsekwencjami biatek o aktywnosci a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej zroznych organizmoéow znajduje sie w zatgczniku 1 (Rys. 67;
w porownaniach wykorzystano programy: Clustal Omega [Sievers i in. 2011] oraz ESPrit
[Robert i Gouet 2014]). Zaznaczono zakonserwowane regiony oraz reszty zaangazowane
w tworzenie centrum aktywnego enzymu.
Analiza reszt aa tworzacych centrum aktywne enzymu

W Tab. 40 zestawiono istotne reszty aminokwasowe, ktére prawdopodobnie biorg
udziat w reakcji katalitycznej badanych enzyméw. Wybrano 8 reszt aminokwasowych (Arg20,
Gly39', Tyr74’, Tyr142, Val199, Asn202, Lys263, Arg399), ktore biorg udziat w wigzaniu
substratow i PLP w ludzkim enzymie hKATIlp i poréwnano z sekwencjami analizowanych
biatek.

Tab. 40 Poréwnanie reszt aminokwasowych badanych enzymow z resztami tworzgcymi centrum
katalityczne biatek o aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej. Program: Clustal Omega
[Sieversiin. 2011]

Eiaai\livaa CaAro8p CaAro9p CaYerl52Cp | CaBna3p ScAro8p ScBna3p hKATIIp TtLysNp
Lys29 Lys27 - His29 Lys26 Ala22 Arg20 Arg23
Gly46' Gly44’ Gly7' Gly58’ Gly43 Gly62’ Gly39’ Gly40’
Tyrl05 Tyr130 Tyrd7' Tyr93’ Tyrl05 Tyr88’ Tyr74’ Tyr70’

Reszty aa Phel66 Phe192 Leul23 Phel54 Phel66 Phe149 Tyrl42 Tyr125
lle213 lle247 Val184 1le209 lle215 1le204 Val199 lle169
Asn218 Asn252 Asn189 Ans214 Asn220 Asn125 Asn202 Asnl74
Lys300 Lys341 Lys256 Lys278 Lys305 Lys271 Lys263 Lys238
Arg463 Arg490 Arg392 Ala431 Arg470 Arg420 Arg399 Arg245

a-Aminotransferazy L-a-aminoadypinowe charakteryzujg sie zdolnoscig do katalizowania reakcji
z wykorzystaniem réznorodnych substratéw [Han i in. 2008a; Iraqui i in. 1998; Karsten i in.
2011; Miyazaki i in. 2004; Passera i in. 2011]. Analizujgc strukture uzyskanego krystalicznego
biatka hKATIIp ze zwigzang kinurening [Han i in. 2008b], wytypowano 8 reszt aminokwasowych
tworzacych centrum aktywne enzymu. Grupa badawcza Karsten zasugerowata, ze analogiczne
reszty mogg byé wykorzystywane przez enzym ScAro8p w wigzaniu  kwasu
L-a-aminoadypinowego [Karsten i in. 2011], natomiast dane uzyskane dla krystalicznego biatka
ScAro8p potwierdzity, ze reszty Gly43', Asn220, Argd70 i Tyr105' sg odpowiedzialne za
wigzanie réznorodnych substratéw [Bulfer i in. 2013]. Analogiczne reszty aminokwasowe sg
zakonserwowane w kazdej analizowanej aminotransferazie (zostaty wyréznione pismem

pochytym w Tab. 40) a z danych literaturowych wynika, ze reszty Gly, Asn, Arg i Tyr biorg udziat
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w reakcji katalitycznej w biatkach TtLysNp, hKATIlp oraz w wolowej a-aminotransferazie
L-a-aminoadypinowej [Han i in. 2008b; Ouchi i in. 2009; Tomita i in. 2009]. Ponadto w kazdej
analizowanej aminotransferazie zakonserwowana jest reszta lizynowa.

W ScAro8p a-aminowa grupa z Lys305 bierze udziat w wigzaniu PLP (tworzy zasade Schiffa)

[Bulfer i in. 2013]. Natomiast podobienstwo strukturalne biatek z C. albicans do ScAro8p

sugerowac¢ moze, ze PLP bedzie w nich wigzane w analogiczny sposob.

Trzy pozostate reszty aminokwasowe (z omawianych 8 reszt tworzgcych centrum aktywne

enzymu) w CaAro8p, CaAro9p i CaBna3p zostaly zastgpione aminokwasami podobnymi.

W miejscu Arg20, Tyrl42 i Val199 z hKATIIp w CaAro8p znajdujg sie Lys29, Phe166 ille213

natomiast w CaAro9p obecne sg Lys27, Phe192 i lle247. Jak wspomniano wczesniej (Roz. 2.4,

Struktura przestrzenna AmAA), substytucja Arg20 z hKATIIp/ Arg23

z TtLysNp na lizyne moze mie¢ kluczowe znaczenie dla powinowactwa tych biatek do réznych

substratow [Bulfer i in. 2013; Ouchi i in. 2009]. Arg20 z hKATIlp bierze udziat

w oddziatywaniach kation-m z kinurening [Han i in. 2008b]. W wyniku badan opisanych

w dalszej czesci tej rozprawy potwierdzono, ze obecnos$¢ Lys29 w sekwencji biatka CaAro8p w

miejscu Arg20, nie ma az tak kluczowego wptywu na wigzanie kinureniny (biatko z C. albicans

jest w stanie katalizowaé reakcje kinureninowej aminotransferazy (Roz. 4.3.6)). Wiadomo
réwniez, ze ScBna3p wykazuje powinowactwo do kinureniny, a w miejscu Arg20 posiada Ala22

[Wogulis i in 2008].

Kolejng réznicg w centrach aktywnych enzyméw jest obecnos¢ fenyloalaniny lub izoleucyny

w biatkach z C. albicans w miejscu Tyrl42 z hKATIIp. Tyrl42 w hKATIlp bierze udziat

W wigzaniu PLP, jednak bardziej powszechnymi resztami aminokwasowymi

w aminotransferazach wykazujgcych takg funkcje sg Phe i Trp [Rossi i in. 2008a]. Dla przyktadu

fenyloalanina w miejscu Tyr142 obecna jest rowniez w ScAro8p, hKATIp oraz AmAA z Mus

musculus [Rzad i Gabriel 2015].

Ostatnig zaobserwowang rdznicg jest obecnos$¢ izoleucyny w miejscu Val199 z hKATIIp.

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne tych aminokwaséw, ta substytucja nie ma wiekszego

wplywu na zdolnosci katalityczne omawianych aminotransferaz.

Analiza sekwencji aa pod katem obecnosci charakterystycznych domen katalitycznych

Wykonano réwniez analize sekwencji aminokwasowej badanych biatek przy pomocy
programu InterPro Scan [Jones i in. 2014] pod katem obecnosci charakterystycznych domen.

Kazde z analizowanych biatek posiada:

e domene aminotransferaz klasy | i Il. Do tej klasy nalezg m.in. aminotransferazy
asparaginowe, aromatyczne  aminotransferazy, glutaminowe i  kinureninowe
aminotransferazy, PLP zalezne dekarboksylazy,

e domene wigzgcg PLP, sktadajaca sie z subdomeny | i Il. Domena ta posiada trzy warstwy
a/B/a, gdzie warstwa 3 sktada sie z 7 nici.

Analiza sekwencji aa pod katem obecnosci sekwencji sygnalnych

Wykorzystujac program MitoProt Il [Claros i Vincens 1996] stuzgcy do przewidywania

lokalizacji biatek w komérce, obliczono prawdopodobienstwo wystepowania badanych biatek w
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mitochondrium. Znane sekwencje aminokwasowe analizowano pod katem wystepowania

sekwencji sygnalnych. Wyniki przedstawiono w Tab. 41.

Tab. 41 Zestawienie prawdopodobienstwa wystepowania mitochondrialnej sekwencji sygnatowe;j
w sekwencjach aminokwasowych analizowanych biatek. Program: MitoProt Il [Claros i Vincens 1996]
Nazwa biatka CaAro8p CaAro9p CaYer152Cp | CaBna3p
Pravydopodob_lenstwo wystepowania 15% 1% 5% 91%
w mitochondrium

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze biatko CaBna3p z 91% prawdopodobienstwem jest
biatkiem mitochondrialnym. Grzybowe a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowe (Aro8p, Aro9p,
Yer152Cp) sg w wiekszosci biatkami cytoplazmatycznymi [Hébert i in. 2011], natomiast
u ssakéw, AmAA znajduje sie w cytoplazmie i w mitochondrium [Deshmukh i Mungre 1989].
Ludzka AmAA, posiadajgca rowniez aktywnos$¢ kinureninowej aminotransferazy, jest biatkiem
mitochondrialnym [Goh i in. 2002]. Wysokie prawdopodobienstwo wystepowania
w mitochondrium (95%) wykazano réwniez dla biatka ScBna3p (program MitoProt Il [Claros
i Vincens 1996]).
Analiza filogenetyczna

Stosujgc program Phylogeny.fr [Dereeper i in. 2008; Dereeper i in. 2010] dokonano
analizy filogenetycznej. Wynik tej analizy, w ktérej poréwnano sekwencje CaAro8p,
CaAro9p, CaYerl52Cp i CaBna3p z sekwencjami aminotransferaz z innych organizméw,
przedstawiono na Rys. 32. Wykazano, ze biatka Aro8p sg ze sobg spokrewnione i tworzg
osobne odgatezienie wraz z aromatyczng aminotransferazg z Z. rouxii BAQ21908.1. Blisko
spokrewnione z biatkami Aro8p sg réwniez aromatyczne aminotransferazy z S. japonicus
XP_002174468.1 i M. furfur AG159488.1. Wykazano, ze najblizej spokrewnione
ewolucyjnie z biatkami ssaczymi o aktywnosci AmAA sg biatka Aro8p i Aro9p. Biatka
Bna3p i Yer152Cp tworzg odrebne odgatezienia natomiast najblizej spokrewniona

z biatkami Bna3p jest asparaginowa aminotransferaza z A. thaliana AEC07285.1.

0.7 Bna3p_C.glabrata_ KTB17183.1
0.68 | l Bna3p_C.albicans_C2_(02950W_A
0.94 Bna3p_S.cerevisiae_ KZV 10214.1
AspAT_A.thaliana_ AEC07285.1
Yerl 52Cp_C.albicans_XP_712298.1
Yerl 52Cp_S.cerevisine_ AAB646TY.1
0.94 LysNp_T.thermophilus BAC76939.1
084 Aro9p_C.albicans_XP_716545.1
0.16 0.81 Aro9p_C.glabrata XP_446624.1
Aro9p_S.cerevisiae KZV 10873, 1
0.72 Mi{Tamlp_M.furfur AGI59488.1
Aro8p_C.albicans_ AOW270885.1
Aro8p_C.glabrata_OXB48480.1
0.72 055 089 AroAT_Z.rouxii_BAQ21908.1
AroSp_S.cerevisiae_ KZV11027.1
AmAT_M.musculus_ EDL28634.1
0.93 hKATIp_Human_2VGZ_B
AmAA_B.tanrus AANND97S 1
AmAT_R.norvegicus_ AAHTES64.1
AroAT_S japonicus_ XP_002174468.1

_|._I=
o
n

0.77
0.52 0.86

0.99

Rys. 32 Drzewo filogenetyczne badanych biatek CaAro8p, CaAro9p, CaYerl52Cp i CaBna3p i AMAA
z innych organizmdw. Program: Phylogeny.fr [Dereeper i in. 2008; Dereeper i in. 2010]
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4.2 Okreslanie roli genéw kodujacych biatka o przypuszczalnej aktywnosci AmAA
poprzez badanie fenotypu mutantéw delecyjnych
4.2.1 Konstrukcja mutantéw C. albicans SC5314 z usunigtymi genami kodujgcymi AmAA

Delecja genéw kodujgcych enzymy umozliwia ocene wptywu tych enzyméw na fenotyp

komoérek, na zjadliwos¢ szczepu oraz umozliwia poznanie funkcji in vivo badanych biatek.
Usuniecie gendw w C. albicans jest zadaniem trudniejszym, niz np. w S. cerevisiae, poniewaz
C. albicans to mikroorganizm diploidalny, nalezy wiec usung¢ oba allele genu. Bardzo
popularna metoda usuniecia genéw w C. albicans opiera sie na wykorzystaniu markera URA3
do odréznienia urydyno prototroficznych mutantéw od urydyno auksotroficznych szczepéw
gospodarza [Fonzi i Irwin 1993]. Ta metoda stwarza jednak wiele trudnosci z prawidtowym
rozpoznaniem transformantéw [Staab i Sundstrom 2003]. Poziom ekspresji genu URAS3 zalezy
od miejsca integracji w genomie [Lay i in. 1998] i moze wptywac na wirulencje szczepu oraz na
cechy zwigzane z wirulencjg, co w ostatecznosci zaburza interpretacje koncowego wyniku
badania [Bain i in. 2001; Cheng i in. 2003; Cole i in. 1995; Kirsch i Whitney 1991].
Zastosowana w niniejszej pracy doktorskiej metoda SAT1-flipper opracowana przez zespot prof.
Morschhausera [Reuss i in. 2004] umozliwia usuniecie genu z genomu dzikiego szczepu
C. albicans SC5314, co zapobiega problemom zwigzanym z zastosowaniem auksotroficznych
szczepow i markera URA3. Markerem selekcyjnym w tej metodzie jest antybiotyk
nourseotrycyna. Transformanty sg uzyskiwane znacznie szybciej niz w metodzie opartej na
wykorzystaniu markera URA3, a integracja genu opornosci na ten antybiotyk w docelowym
miejscu wystepuje z wysoce podwyzszong specyficznoscig. Gen opornosci na nourseotrycyne
wprowadzany jest poprzez integracje w genomie kasety nokautujgcej w miejsce usuwanego
allelu, a nastepnie usuwany przez miejscowo-specyficzng rekombinaze FLP. Ta procedura
wykonywana jest dwukrotnie, w celu usuniecia obu alleli [Reuss i in. 2004].

W niniejszej pracy usunieto geny ARO8 o0rf19.2098, ARO9 o0rfl19.1237, BNA31
orf19.5809, BNA32 0rf19.1589.1, YER152C 0rf19.1180 (Candida Genome Database,
http://www.candidagenome.org/, [Skrzypek i in. 2011]) z genomu C. albicans w celu poznania
funkcji in vivo badanych biatek, sprawdzenia, ktére biatko petni kluczowa role w patogenezie
C. albicans, a ktére w procesie biosyntezy L-lizyny. Badania wykonano wraz z zespotem prof.
Morschhdusera na Uniwersytecie w Wirzburgu.Szczegdtowy opis otrzymywania mutantéw
z usunietymi genami zostat umieszczony Roz.3.2.28. Na schemacie (Rys. 33) zobrazowano
kolejne kroki postepowania dla konstrukcji mutanta Aaro8. Usuwanie pozostatych gendéw
przeprowadzano analogicznie.

Przeprowadzono amplifikacje regionéw upstream i downstream genu ARO8 na matrycy
genomowego DNA C. albicans SC5314. W tym celu wykorzystano pary starterow AROS.01
i ARO8.02 do amplifikacji regionu upstream oraz AR08.03 i ARO8.04 do amplifikacji regionu
downstream. Amplifikowang sekwencje zmodyfikowano wprowadzajgc miejsce ciecia dla
enzyméw restrykcyjnych Sacl, Sacll, Apal, Xhol, dzieki ktérym mozliwe byto klonowanie do

plazmidu zawierajgcego elementy kasety nokautujgce.
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1 na kasecie nokautujace] | | Namnozenie powstatego plazmidu
: PAROSMI1 w komorkach E. coli DHSa
1 Selekeja mutantéw z usunietym genem )
: AROS na jednym allelu, NouR
1 Izolacja plazmidu pAROSML
1
1
1
1

|| Izolacja kasety nokautujace]
Powtérzenie AROSMI z plazmidu pAROSMI

Trawienie restrykeyjne plazmidu
PAROSMI enzymami Apal, Sacl

Oczyszczanie z 2elu agarozowego I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

: Analiza poprawnosci
: skonstruowanych mutantéw
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Southem Elotting

[ Usuniecie kasety SAT-FLP ]—4

Wysianie mutantéw na podioze

[P YCB indukujacepromotorMAL2 J} | h-{ Usuniecie genu AROS na drugim allelu ]

Produkcja miejscowo specyficzne]
rekombinazy FLP

Usuniecie kasety nokautujgce] |}
z genomu mutanta

SCAROEM usunigtym genem na jednym allelu

lub Aaro -atkowicie usunigtym genem ARDS

Powstaly mutant wrazliwy
na neurserotrycyne (Nous)

Rys. 33 Schemat postepowania w przypadku usuwania genu metodg SAT1-FLP na przyktadzie genu
AROS8

Amplifikacja regionu upstream AROS8 (465 pz):

ARO8.01 5'TTT GAGCTC CACCACTTAAAAACTGATAAGAAAZ
Sacl

sekwencja komplementarna do regionu upstream AROS8 (pozycja od -451 do -418)

ARO8.02 5' GTAT CCGCGG TCATTATGGCAGTAGAAAZ!
Sacll

sekwencja komplementarna do regionu 5' ARO8 (pozycja od -14 do +14)
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Amplifikacja regionu downstream AROS8 (479 pz):
AR08.03 5 GTAA CTCGAG CTTGTGTGTGTCAACAAGS'

Xhol
sekwencja komplementarna do regionu 3' ARO8 (pozycja od +1473 do +1502)

ARO8.04 5'CAAA GGGCCC GTCGTAAAGATTTATCTG 3
Apal

sekwencja komplementarna do regionu downstream ARO8 (pozycja od +1924 do +1952)

Tab. 42 Konstrukcja plazmidu pARO8M1 zawierajgcego kasete usuwajgcg gen ARO8

pz M 1 2
12 tys.

Sacl (657)

UpAROE)
Sacll (1107)

(lac operator
(9262) Apal —

2000
1650
(8783) Xhol —

e 1000
850
650

500

400
300
200

100

Mapa plazmidu pARO8M1. Kaseta nokautujgca: Analiza restrykcyjna plazmidu pARO8ML1.

upAro8 — sekwencja przed genem AROS8 (ang. upstream), M marker 1 Kb Plus DNA Ladder ThermoFisher
dAROS8 — sekwencja za genem AROS8 (ang. downstream), FLP - | Scientifics,1 pARO8ML1 trawiony Apal, Xhol,

gen kodujacy miejscowo-specyficzng rekombinaze, SAT1 - gen | wielko$¢ produktéw: 479 pz, 10991 pz,2 pARO8M1
opornosci na nourseotrycyne, FTR - miejsce rozpoznania dla trawiony Sacl, Sacll, wielkos$¢ produktéw 450 pz,
rekombinazy FLP. 11020 pz.

2% zel agarozowy, rozdziat przy 10 V cm™
dtugosci zelu, przez 60 min.

Amplifikowane regiony klonowano do plazmidu pSFS2, wykorzystujgc wprowadzone miejsca
restrykcyjne, otrzymujgc plazmid pARO8M1 (Tab. 42). W skonstruowanych plazmidach
sekwencja usunietego genu zostata zamieniona na kasete SAT1-flipper. Otrzymany plazmid
zawierat: regiony upstream i downstream AROS8, gen caFLP kodujgcy miejscowo-specyficzng
rekombinaze FLP (bedacy pod kontrolg promotora MAL2p), gen opornosci na nourseotrycyne
(SAT1), sekwencje FRT czyli miejsce rozpoznania dla rekombinazy FLP (34 pz). Uzyskane
plazmidy poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi w celu sprawdzenia poprawnosci
konstrukcji, a nastepnie wysytano do sekwencjonowania do zewnetrznej firmy.

Otrzymany plazmid namnazano w komérkach E. coli DH5a i izolowano. Natepnie
przeprowadzano trawienie restrykcyjne enzymami Apal, Sacl w celu izolacji kasety nokautujgce;j
ARO8M1 (Rys. 34). Tak uzyskang kasete nokautujgcg ARO8up-SATlflipper-ARO8down
izolowano z zelu agarozowego i wprowadzano do komodrek C. albicans wedtug procedury
3.2.28. W wyniku transformacji kasety nokautujgcej do elektrokompetentnych komorek

C. albicans, nastepowata wymiana fragmentow komplementarnych (zjawisko crossing-over).
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Fragment w genomie gospodarza zawierajgcy gen AROS8 i regiony flankujgce (regiony
upstream, downstream) wymieniano na kasete nokautujgcg zawierajgcg regiony upstream
i downstream badanego genu. W wyniku takiej manipulacji genetycznej, zmutowany szczep
nabywat oporno$¢ na nourseotrycyne (SAT1 z kasety nokautujgcej). Selekcje mutantéw

przeprowadzano na podtozu YEPG zawierajgcym 200 ug mL* nourseotrycyny.

pz ] 1
12tys.

5000
3000

2000
1650

1000
850

650
500
400
300

200
100

Rys. 34 Przykiad izolacji kasety nokautujgcej ARO8ML1 z plazmidu pARO8M1 do usuwania genu AROS.
M marker BiolLabs, 1 trawienie enzymami Apal i Sacl plazmidu pARO8M1 w celu izolacji kasety
nokautujgcej ARO8M1 (8617 pz). 2% zel agarozowy, rozdziat przy 10 V cm? dtugosci zelu, przez 60 min
Poprawnos¢ integracji kasety nokautujgcej w genomie mutantéw sprawdzano metodg Southern
Blotting (Roz. 3.2.29). Kazdy szczep konstruowano w dwoéch powtoérzeniach, nadajgc indeks A
i B kolejnym mutantom, gdzie mutant A posiadat usuniety gen na allelu 1 (ARO8-1), natomiast
w mutancie B kaseta zintegrowala sie w locus ARO8-2 (Candida Genome Database
http://www.candida genome.org/ [Skrzypek i in. 2011]). Sondy wykorzystywane w procedurze
Southern Blotting skonstruowano tak, aby mozliwe bylo rozréznienie obu alleli. Kolejnym
etapem byto usuniecie kasety nokautujgcej z genomu mutanta. Mutanty wysiewano na podfoze
YCB indukujgce promotor MAL2p. Nastepowata inicjacja ekspresji genu kodujgcego miejscowo-
specyficzng rekombinaze FLP, ktéra wycinata kasete nokautujgcg SAT1-flipper z genomu
mutanta, pozostawiajgc fragment FTR. Tak powstaty heterozygotyczny szczep C. albicans
AROG8/aro8A::FRT z usunietym genem ARO8 na jednym allelu nazywano CaARO8M2A (aro8-
1A/ARO8-2) i B (ARO8-1/aro8-2A). Mutant pozbawiony kasety nokautujgcej stawat sie wrazliwy
na nourseotrycyne. Po usunieciu kasety nokautujgcej z genomu mutanta ponownie
wykonywano Southern Blotting. Procedure usuwania genu z jednego allelu powtarzano,
uzyskujgc szczep Aaro8, ktéry rézni sie od wyjsciowego szczepu C. albicans usunietym genem

AROS8 na obydwu allelach (Rys. 35).

Aby mieé pewnosc¢, ze uzyskany fenotyp szczepow zmutowanych jest konsekwencjg usuniecia
badanego genu, a nie btedéw manipulacji genetycznej, ponownie wprowadzano gen ARO8 do
genomu mutanta C. albicans Aaro8. Cafa procedura odbywata sie zgodnie z opisem
(Roz. 3.2.31) a kolejne etapy byly podobne do usuwania genu opisanego powyzej. W tym celu
skonstruowano plazmid pARO8K2, w ktéorym w miejsce upstream ARO8 plazmidu pARO8M1
klonowano sekwencje zawierajgcg upstream ARO8, gen ARO8 i downstream AROS.
Prawidtowg konstrukcje plazmidu potwierdzono analizg restrykcyjng i sekwencjonowaniem.

Z plazmidu pARO8K2 wycinano przy pomocy endonukleaz Apal i Sacl liniowy fragment DNA
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zawierajgcy gen AROS8 oraz elementy kasety nokautujgcej SAT1-flipper i transformowano nim
komorki C. albicans Aaro8. Ponownie przeprowadzano selekcje mutantéw na podtozu YEPG
zawierajgcym 200 ug mL™ nourseotrycyny, a poprawnos¢ integracji transformowanego

fragmentu w genomie mutantéw sprawdzano metodg Southern Blotting (Roz. 3.2.29).

szozep typu
dzikiego
C. athicans SC5314
(ARCB1ARDE2)

zmutowany szczep
heterozygatyczny
C. albicans
(am 841 5AT{-FLPY
AROBD)
(NouR)

IMUtowany SIczep
heterozygotyczny
C. albicans
(am 841 FTRS
AROB2)
(Mous)

Imutowany sczep
homozygotyczny
C. albicans
(aroBH1FTRY
a8 A2 SATI-FLP)
(NouR)

Imutowany sczep

Allel 1 m
s __iRosz

Allel 1

] |  Flp |-=-=-- )

| MAL2p 54T1 .
d&ROS FRT (rinimal) FRT (rminimal) upAROS

Allel 2 AROB-Z’

Allel 1 l

FRT

e L irosz

Allel 1 l
FRET
Allel 2
] | [ Fp |------ >
| MALZp 5AT1

I
daRCO8  FRT {minimal) FET (minimal) uparog
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homozygotyczny Allel 1 l
C. albicans
(amBA1FTRI FRT
aroB4-2::FTR) Allel 2 1
(Mous)
FRT

Rys. 35 Etapy usuwania genu ARO8 metodg SAT1-FLP

Prawidtowo skonstruowane mutanty, w ktérych kaseta SAT1-flipper wraz z genem AROS8
wbudowata sie w miejsce aro8A-1 oraz te, w ktérych kaseta zintegrowata sie w locus aro8A-2
wysiewano na podioze indukujgce YCB. W wyniku dziatania miejscowo-specyficznej
rekombinazy FLP w genomie mutantéw nastepowato wyciecie elementéw kasety SAT1-flipper,
a pozostawat fragment upstream ARO8, gen AROS8 oraz podwajny fragment downstream AROS8
i fragment FTR. Poprawnos¢ manipulacji genetycznej potwierdzano metodg Southern Blotting.
Tak powstaly heterozygotyczny szczep C. albicans aro8A::FTR/AROS8::FTR z wprowadzonym
ponownie genem AROS8 na jednym allelu nazywano CaARO8K2A (aro8A-1::FTR/ARO8-2::FTR)
i B (ARO8-1::FTR/aro8A-2::FTR).
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Nazwy wszystkich uzyskanych w pracy szczepéw i ich genotyp wymieniono w Tab. 43.

Tab. 43 Lista uzyskanych mutantow delecyjnych. Szczepy z indeksem M2 — mutanty heterozygotyczne,
K2 -mutanty z komplementacjg genu

Szczep Opis/genotyp

SC5314 Szczep referencyjny (WT)

CaARO8M2A i -B ARQO8/aro8A::FRT

Calaro8A i -B aro8A::FRT/aro8A:: FTR

CaARO8K?2A i -B aro8A::FTR/AROS8::FTR

CaARO9M2A i -B ARQOY9/aro9A::FRT

Calaro9A i -B aro9A::FRT/aro9A:: FTR

CaARO9K?2A i -B aro9A::FTR/ARO9::FTR

CaYER152CM2Ai -B YER125C/yer152CA::FRT

CaAyerl52CAi -B yerl52CA::FRT/yer152CA:: FTR

CaYER152CK2A i -B yer152CA::FTR/YER152C::FTR

CaBNA31M2A i -B BNA31/bna31A::FRT

CalAbna31Ai-B bna31A::FRT/bna31A:: FTR

CaBNA31K2B bna31A::FTR/BNA31::FTR

CaBNA32M2A i -B BNA32/bna32A::FRT

Ca Abna32Ai-B bna32A::FRT/bna32A:: FTR

Calaro8 ARO9M2A i -B aro8A, AROY/aro9A::FRT

Calaro8 Aaro9Ai -B aro8A, aro9A::FRT/aro9A:: FTR

Calaro8 ARO9K2A i -B aro84, aro9A::FTR/ARO9::FTR

CaARO8K2 Aaro9Ai -B aro8A::FTR/AROS8::FTR, aro9A:.:FRT/aro9A:: FTR
CaARO8K2 ARO9K2A i -B aro8A::FTR/AROS8::FTR, aro84, aro9A::FTR/ARO9::FTR
Calaro8 YER152CM2A i -B aro84, YER152C/yer152CA::FRT

Calaro8 Ayer152CAi -B aro84, yer152CA::FRT/yer152CA:: FTR

Calaro8 YER152CK2A i -B aro84, yer152CA::FTR/YER152C::FTR

CaARO8K2 Ayer152CA aro8A::FTR/ARO8:.FTR, yer152CA::FRT/yer152CA:: FTR
CaARO8K2 YER152CK2A i -B | aro8A::FTR/AROS::FTR, aro84, yer152CA::FTR/YER152C::FTR
Calaro8 BNA31M2A i -B aro8A, BNA31/bna31A::FRT

Calaro8 Abna31Ai-B aro84A, bna31A::FRT/bna31A:: FTR

Calaro8 BNA31K2A i -B aro8A, bna31A::FTR/BNA31::FTR

Calaro8 BNA31K2A i -B aro8A, BNA31::FTR/bna31A::FTR

CaARO8K2 Abna31A aro8A::FTR/AROS8:.FTR, bna31A::FRT/bna31A:: FTR
CaARO8K2 BNA31K2A aro8A::FTR/AROS8:.FTR, aro8A, bna3A::FTR/BNA3::FTR
Calaro8 Abna31 BNA32M2A aro8A, bna31A, BNA32/bna32A::FRT

Calaro8 Abna31 Abna32A aro8A, bna31A, bna32A::FRT/bna32A:: FTR

4.2.2  Sprawdzenie poprawnosci konstrukcji mutantéw C. albicans
Kazdy skonstruowany szczep sprawdzano przy pomocy procedury Southern Blotting
(Roz. 3.2.29). W tym celu z kazdego szczepu izolowano genomowe DNA (Roz. 3.2.4), ktére
nastepnie poddawano trawieniu restrykcyjnemu (Roz. 3.2.7).
Na podstawie analizy bioinformatycznej dobierano odpowiednie endonukleazy DNA aby:
e nie trawity one sekwencji komplementarnej do znakowanej sondy DNA,
e wycinaty fragmenty DNA komplementarne do znakowanej sondy o wielko$ci mieszczgce;j
sie w granicach 1- 10 kpz,
e wycinane fragmenty DNA komplementarne do znakowanej sondy miaty dtugos¢ inng na

jednym i drugim allelu (aby mozna byto odrézni¢ obydwa allele od siebie).

Dobrano nastepujgce enzymy:

e EcoRlI, Ndel w przypadku analizowania obecnosci genu AROS,

e Xhol, Ndel w przypadku analizowania obecnosci genu YER152C,
e Styl w przypadku analizowania obecnosci genu ARO9,

e Pvul, Hindlll oraz Mlyl w przypadku analizowania obecnosci genéw BNA31 i BNA32.
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Tab. 44 Schemat hybrydyzacji sond upstream i downstream do fragmentu DNA w okolicach locus genu
AROS, z zaznaczeniem diagnostycznych miejsc, rozpoznawanych przez enzymy EcoRl i Ndel. Wynik
analizy Southern Blotting szczepow z usunietym genem AROS8. SC - szczep referencyjny SC5314, M1 A
szczep aro8-1A::SAT1-FLP/ARO8-2, M2 A szczep aro8-1A::FRT/ARO8-2, M3 A szczep aro8-1
A::FRT/aro8-2A:: SAT1-FLP, M4 A aro8-1 A::FRT/aro8-2A:: FTR, szczep K1 A szczep ARO8-1::SAT1-
FLP/aro8-2A::FTR, K2 A szczep ARO8-1::FTR/aro8-2A::FTR. Szczepy z indeksem B sg nazywane
analogicznie, manipulacja genetyczna dotyczy allelu 2

Analiza szczep6w z usunietym genem ARO8
Hybrydyzacja prébg upsteream
A B
SC M1 M2 M3 M4 K1 K2 M1M2 M3M4 K1 K2
8000 é
7000 48
6000 *
5000 !
4000 ' Peumesw Wew. aro81(2):FTR
3000 '
: 3 e @ aros4,
AROB1FTR
s - £l S aro84-1(2):SAT1-FLP
<0 . . - . - L AROBE2
1650 AROB8-1.:SAT1-FLP
1000 ‘
Hybrydyzacja prébg downsteream
A B
SC M1 M2 M3 M4 K1 K2 M1M2 M3 M4 K1 K2
8000
7000
6000
5000
4000 Teuwews Pu@es oo
- - . - aro8s(2) SATIFLP
- Ll | i
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2000
1660 . - AROE-1:SATI-FLP
1000 .
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Jako sond do hybrydyzacji DNA uzywano fragmentéw DNA upstream i downstream badanego
genu uzyskanych przy pomocy reakcji PCR (Roz. 3.2.26). Do znakowania sond uzywano
zestawu ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System firmy Amersham
Biosciences. Poprawnos$¢ konstrukcji kazdego szczepu sprawdzana byta przez hybrydyzacije,
zarOéwno z sondg upstream (up), jak i z sondg downstream (down). Wybrane wyniki tych analiz

przedstawiono ponizej (Tab. 44).

4.2.3  Wzrost mutantéw w podtozu minimalnym z réznymi zrédtami azotu

Wszystkie otrzymane mutanty delecyjne zostaty poddane ocenie fenotypu wzrostowego
w pozywce minimalnej YNB zawierajgcej rozne zrodta azotu (siarczan amonu, aminokwasy lub
intermediaty szlaku biosyntezy i degradacji L-lizyny, kwas L-a-aminoadypinowy, kwas

pipekolinowy). Otrzymane wyniki przedstawiono na Rys. 36.
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Rys. 36 Zestawienie szybkosci wzrostu mutantéw delecyjnych na podtozu minimalnym z dodatkiem
réznego zrédta azotu. Gestosé optyczna mierzona spektrofotometrycznie przy 531 nm, po 48 h inkubacji
w 30°C. SC5314 - szczep referencyjny, K- kontrola negatywna, pozywka YNB

Zaden z mutantdw nie wykazywat auksotrofii wzgledem zastosowanych zrddet azotu.
W szczegdlnosci, zaobserwowano identyczny wzrost wszystkich mutantéw i szczepu dzikiego
W pozywce zawierajgcej siarczan amonu jako jedyne zrédio azotu. Oznacza to, ze Zzaden
z badanych enzymoéw, tj. CaAro8p, CaAro9p, CaYerl52Cp, CaBna3lp, CaBna32p nie pei
kluczowej roli w szlaku biosyntezy aminokwaséw biatkowych. Jedynie dla mutantéw
z usunietym genem AROS8 wykazano zauwazalne zahamowanie wzrostu szczepéw na podfozu
minimalnym z dodatkiem L-lizyny, L-histydyny i L-tyrozyny, co oznacza ze produkt tego genu,
czyli enzym CaAro8p odgrywa istotng role w szlaku degradacji tych aminokwaséw, jednak nie

jest jedynym enzymem w komoérce wykazujgcym takg aktywnosé. Pozostate mutanty byty

87


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

w stanie wykorzystywac jako jedyne zrédio azotu wszystkie z 19 przebadanych aminokwasoéw,
z efektywnoscig rowng szczepowi wyjsciowemu.

Wzrost mutantéw sprawdzono rowniez w podtozu RPMI 1640, uzywanym w hodowlach
in vitro komorek ssaczych i kulturach tkankowych, ktérego skiad jest zaprojektowany tak aby
nasladowa¢ warunki panujgce in vivo w krwiobiegu ssakéw. Zaden z mutantéw nie wykazywat

defektu wzrostu w pozywce RPMI 1640 w poréwnaniu ze szczepem dzikim.

SA L-His

5§ 10 15 20 25 30 35 40 45 ’ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
h h

L-Tyr

T T T B & % % @ % B T S R R R N R
h h

@R SC5314 @ Calaro8 Aaro9 Calaro8 Abna31

W Cadaro8 @ Calaro8 Ayer152C @ Calaro8 Abna31 Abna32

@ caAyer152Cc W Calbna31 Kontrola

@R casaro9 88 cadbna32

Rys. 37 Kinetyka wzrostu szczepu dzikiego C. albicans SC5314 i skonstruowanych mutantéw delecyjnych
w pozywce YNB zawierajgcej L-Lys, L-His, L-Tyr jako zrédto azotu (10 mM) lub siarczan amonu (SA) (10
mM). Gestos¢ optyczna zawiesin komérkowych byta mierzona spektrofotometrycznie przy 531 nm.
SC5314 - szczep referencyjny, K- kontrola negatywna, pozywka YNB
Réznice we wzroscie mutantdéw z usunietym genem ARO8 w podiozu YNB z L-Lys,
L-His lub L-Tyr jako zrédtem azotu mozna bylo lepiej zaobserwowaé w badaniach kinetyki

wzrostu na tych pozywkach (Rys. 37).

Dokonano takze pdtilosciowej oceny wzrostu mutantdw na statych pozywkach
minimalnych (Rys. 38). Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 38, dla wszystkich mutantéw z delecja
Aaro8 zauwazono wolniejszy wzrost na pozywce minimalnej YNB z L-Lys, L-His lub L-Tyr jako
jedynym Zrédtem azotu w poréwnaniu do szczepu dzikiego, przy czym najmniejszg réznice
w tempie wzrostu w poréwnaniu ze szczepem dzikim stwierdzono w przypadku, gdy jedynym
zrodtem azotu byta L-Tyr. Delecja pozostatych genow, czyli ARO9, BNA31, BNA32, YER152C
nie miata wptywu na wykorzystanie jako jedynego zrédta azotu L-His, L-Lys, L-Tyr ani zadnego
innego aminokwasu. Podobne prawidtowosci zaobserwowano w tescie przeprowadzonym na
podtozach statych (Rys. 38). Swiadczy to o tym, ze zaden z tych gendw nie odgrywa istotnej roli

w katabolizmie analizowanych aminokwasow.
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Rys. 38 Wzrost mutantow delecyjnych na statym podtozu YNB z L-His, L-Lys, L-Tyr lub siarczanem amonu
(10 mM) jako zrodtami azotu. Ptytki inkubowano 48 h w 30°C

Delecja genéw ARO9, BNA31, BNA32, YER152C nie wptyneta réwniez na wzrost
komorek C. albicans w pozywce YNB z kwasem L-a-aminoadypinowym (produkt przejSciowy
biosyntezy L-lizyny) jako jedynym zrédtem azotu, podczas gdy wptyw taki zaobserwowano dla

mutantéw pozbawionych genu AROS8 (Rys. 39).
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Rys. 39 Wzrost szczepu C. albicans SC5314 i skonstruowanych mutantéw na pozywce YNB zawierajgcej
L-Lys (10 mM) lub kwas L-a-aminoadypinowy (5 mM) jako zrodto azotu. Gestos¢ optyczna zostata
mierzona spektrofotometrycznie przy 531 nm po 48 h inkubacji w 30°. SC5314 - szczep referencyjny, K-
kontrola negatywna, pozywka YNB

Zdolno$¢ do wzrostu mutantéw z usunietym genem AROS8 na podtozu YNB z L-Lys lub

L-Tyr jako zrédtem azotu mogta by¢ przywrécona w stopniu zaleznym od stezenia tych

89


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

aminokwasow Rys. 40. Dla dodatku 4 mM L-Lys i L-Tyr do pozywki uzyskano odpowiednio 62,3
+ 4,2% i 74,0 £ 4,9% przywrdcenia stopnia poziomu wzrostu w poréwnaniu ze szczepem
dzikim. Natomiast dodatek L-His, niezaleznie od stezenia, nie wptywat na poziom wzrostu
szczepow. Dla dodatku 4 mM L-His do pozywki YNB, poziom wzrostu szczepdw pozostawat na
statym poziomie, 19,9% + 3,7% poziomu wzrostu szczepu dzikiego.

L-His L-Lys
0.8 0.8

0.8{
0.4
ool 0011 |
2 0 1 2 4
C [mM] C [mM]
L-Tyr
0.5y . SC5314
Cadaro8
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] B Calbna3t
. Cadbna32
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0 1 2 4
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Rys. 40 Wzrost szczepu referencyjnego C. albicans SC5324 i szczepéw zmutowanych na pozywce
minimalnej YNB z roznym stezeniem zrodta azotu L-His, L-Lys, L-Tyr. Gesto$¢ optyczna mierzona
spektrofotometrycznie przy 531 nm, po 48 h inkubacji w 30°C. SC5314 - szczep referencyjny, K- kontrola
negatywna, pozywka YNB

4.2.4  Wptyw inhibitora aminotransferaz AOA na wzrost analizowanych mutantéw

Kwas aminoksyoctowy (AOA) jest inhibitorem enzymoéw PLP zaleznych [Brunke i in.
2014; Preuss i in. 2013; Wallach 1961]. Zbadano, czy obecno$é¢ tego zwigzku w pozywce
wpltywa na wzrost skonstruowanych mutantéw delecyjnych. Badanie to miato wykazaé, czy
utylizacja poszczegdlnych aminokwaséw zalezy wytgcznie od aktywnosci aminotransferazowej.
Wyniki tych eksperymentéw przedsawiono na Rys. 41. Wykazano, Ze wzrost szczepu
referencyjnego C. albicans SC5314 i mutantéw delecyjnych w pozywce YNB z siarczanem
amonu z dodatkiem AOA byt spowolniony. Efekt ten byt identyczny niezaleznie od szczepu.
Natomiast zmniejszenia szybkosci wzrostu nie zaobserwowano w podtozu bogatym YEPG.
Wyniki te wskazuja, ze zahamowanie wzrostu w podfozu minimalnym jest konsekwencjg
inhibicji aminotransferazy lub aminotransferaz innych niz badane w tej pracy, a negatywny
wplyw na wzrost moze byé zniwelowany poprzez dodanie peptydéw i aminokwaséw obecnych
w podiozu YEPG (Rys. 41).
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Rys. 41 Wptyw kwasu aminoksyoctowego (AOA) na wzrost C. albicans SC5314 i analizowanych mutantow
w pozywce minimalnej YNB z dodatkiem siarczanu amonu (SA) i w pozywce bogatej (YEPG). Przerywane
linie, brak dodatku AOA, linie ciggte, dodatek 10 mM AOA. Gestos¢ optyczna mierzona
spektrofotometrycznie przy 531 nm

Zbadano réwniez wptyw AOA na wzrost mutantéw delecyjnych i szczepu dzikiego
C. albicans w pozywce YNB z dodatkiem L-Trp, L-Phe, L-Lys i L-His jako zrédio azotu. Wyniki
tego badania przedstawiono na Rys. 42. Catkowite zahamowanie wzrostu zaobserwowano dla
wszystkich szczepow w pozywce YNB z dodatkiem 5 mM L-His, natomiast w pozywce
z dodatkiem 10 mM L-His, efekt bliski catkowitemu zahamowaniu wzrostu obserwowano dla
wiekszosci szczepow, natomiast w przypadku szczepu dzikiego oraz szczepow CaAyer152C
i Calaro9 stwierdzono okoto 50% zahamowanie wzrostu. W wymienionych szczepach
w procesie katabolizmu L-His (wykorzystanie tego aminokwasu jako zrédito azotu) moga
uczestniczy¢ inne, nie usuniete aminotransferazy, np. CaAro8p czy CaBna3p. Pomimo, ze AOA
powoduje inhibicje CaAro8p w zakresie mikromolarnych stezen (warto$¢ 1Cs, dla CaAro8p
wynosi 96,29 + 3 [uM]) to dziatanie tego zwigzku in vivo na badane aminotransferazy moze byc¢
zaburzone poprzez np. biodostepnos$é. Aby uzyskac taki sam efekt inhibicji enzymu wymagane
jest znacznie wyzsze stezenie AOA w badaniach in vivo. Wzrost szczepdw z usunietym genem
AROS8 byt catkowicie zredukowany w pozywce minimalnej z dodatkiem 10 mM L-His. Omawiane
wyniki dowodzg, Zze biosynteza L-His w C. albicans nie jest zalezna od Zzadnej z badanych
aminotransferaz: CaAro8p, CaAro9p, CaYerl52Cp iCaBna3p, natomiast enzym CaAro8p petni
prawdopodobnie kluczowg role w degradacji tego aminokwasu. Catkowite zahamowanie
wzrostu wszystkich szczepéw zaobserwowano takze w pozywce YNB z dodatkiem 10 mM
L-Lys i 10 mM AOA. Dowodzi to, ze degradacja lizyny jest catkowicie zalezna od obecnosci
aminotransferaz, CaAro8p, CaAro9p oraz prawdopodobnie takze innych, nieprzebadanych w tej
pracy. Poréwnujgc uzyskane wyniki z uzyskanymi dla fenotypu wzrostu mutantéw delecyjnych
w podtozu minimalnym z siarczanem amonu zauwazy¢ mozna, ze biosynteza lizyny nie zalezy
od CaAro8p ani od innej badanej aminotransferazy. Jednakze degradacja tego aminokwasu jest

zalezna od CaAro8p oraz innych aminotransferaz nieprzebadanych w ramach tej pracy.
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Rys. 42 Wplyw kwasu aminoksyoctowego (AOA) na wzrost C. albicans SC5314 i analizowanych mutantow
na pozywce minimalnej YNB z dodatkiem réznych aminokwaséw jako zrodto azotu. Przerywane linie, brak
dodatku AOA, linie ciggte, dodatek 10 mM AOA. Gestos$¢ optyczna mierzona spektrofotometrycznie
przy 531 nm
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Degradacja L-Phe i L-Trp jest rowniez zalezna od aktywnos$ci aminotransferaz, jednakze nie tak
Scisle jak degradacja L-His i L-Lys. Dodatek inhibitora AOA do pozywki z 5 mM L-Phe lub L-Trp
zaburza wzrost szczepu dzikiego C. albicans i mutantéw delecyjnych. Przy wyzszym stezeniu
aminokwasu zaobserwowano wzrost komérek podobny do wzrostu w pozywce bez dodatku
inhibitora. Uzyskane wyniki dla L-Tyr réznig sie od tych opublikowanych wczes$niej przez zespét
Brunke, ktéry badat role aminotransferaz w degradacji aminokwaséw aromatycznych i L-His
w C. glabrata (2014). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wykazuja, ze degradacja tyrozyny
w C. albicans nie zalezy $cisle od aktywnosci aminotransferazowej. Niezaleznie od stezenia
L-Tyr (5 czy 10 mM) w pozywce minimalnej z dodatkiem AOA, wszystkie badane szczepy
C. albicans rosng prawie identycznie jak w pozywce bez dodatku inhibitora.

4.2.5 Wplyw delecji genéw na zdolno$c C. albicans do transformacji morfologicznej Y — M.

Drozdze C. albicans nalezg do drobnoustrojow dimorficznych. Mogg wystepowac
w dwoch formach morfologicznych, jako drozdze paczkujgce (forma Y) lub w formie mycelialnej
(forma M) okreslane jako strzepki rzekome Ilub prawdziwe. Obie formy majg udziat
w patogenezie drozdzaka [Jacobsen i in. 2012; Kumamoto i Vinces 2005; Matthews 1994], cho¢
nitkowate strzepki sg formg bardziej inwazyjng [Berman i Sudbery 2002], ze wzgledu na
wigkszg powierzchnie przylegania, wigekszg zdolnos¢ penetracji do komodrek nabtonka
i zdolno$¢ adhezji, natomiast mniejsze blastospory odpowiedzialne sg za rozprzestrzenianie sie
grzyba poprzez krwioobieg [Saville i in. 2003]. Mutanty niezdolne do zmiany formy
morfologicznej in vitro czesto sg réwniez awirulentne [Lo i in. 1997]. Wytworzenie formy
mycelialnej jest powigzane z ekspresjg wielu gendw, ktére wydawatoby sie nie majg z tym
procesem bezposredniego zwigzku [Zheng i in. 2004]. Zmiana formy morfologicznej grzyba
wigze sie ze wzmozonym zapotrzebowaniem na aminokwasy niezbedne do produkcji biatek
odpowiedzialnych za proces transformacji. Istnieje przypuszczanie, ze usunigcie genow
kodujgcych enzymy, uczestniczgcych w kluczowych szlakach biosyntezy aminokwaséw, moze
wpltyngé na zaburzenie dimorfizmu. Tak jest w przypadku usuniecia genu MET6 kodujgcego
syntaze metioninowg w genomie Fusarium graminearum, grzybowego patogenu roslinnego
[Seong i in. 2005].

W celu sprawdzenia czy obecnosé¢ genow ARO8, ARO9, BNA3, YER152C ma wptyw
na zmianeg formy morfologicznej grzyba C. albicans, komorki szczepéw mutantow delecyjnych
hodowano w warunkach stymulujgcych przemiane dimorficzng (Roz. 3.2.34). Uzyskane wyniki
wykazaty, ze komorki wszystkich skonstruowanych mutantéw byty zdolne do zmiany formy
morfologicznej z takg samg wydajnoscia jak szczep referencyjny (Rys. 43). Badane enzymy nie
majg zatem wptywu na ten czynnik wirulencji. Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze usuniecie
genow LYS21 i LYS22 z genomu C. albicans kodujgcych dwie izoformy syntazy
homocytrynianowej oraz LYS4 kodujgcego homoakonitaze (enzymy ze szlaku biosyntezy
L-lizyny) réwniez nie wptyneto na efektywno$¢ transformacji morfologicznej grzyba (wyniki
uzyskane we wczesniejszych latach w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii [Gabriel i in.
2014; Kur i in. 2010)).
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Rys. 43 Wybrane wyniki obrazujgce zmiang formy morfologicznej skonstruowanych mutantéw. Podtoze
state SLAD i YEPG + 10 % v/v ptodowa surowica bydleca (FBS), inkubacja 7 dni 30°C
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4.2.6  Wplyw delecji gendw na zdolnos¢ C. albicans do wytwarzania biofilmu

Wytwarzanie biofilmu przez szczepy C. albicans na abiotycznych (protezy, cewniki)
i biotycznych (btony $luzowe) powierzchniach jest kolejnym waznym czynnikiem wirulencji
drozdzaka [Fanning i Mitchell 2012]. Tworzenie biofiimu to zlozony proces wymagajgcy
wspotdziatania wielu szlakéw biosyntezy, rozpoczynajgcy sie od przyczepienia komorek
grzybowych do powierzchni, zmiany formy morfologicznej na strzepki, nastepnie gromadzona
jest zewnagtrzkomoérkowa substancja polimerowa (macierz biofimu, ang. EPS)
i rozprzestrzeniane sg komorki biofilmu w celu kolonizacji nowych miejsc [Finkel i Mitchell
2011]. Komorki grzybowe zorganizowane w formie biofilmu sg bardziej odporne na zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe i ukfad odpornosciowy gospodarza niz komérki zawiesinowe
(planktoniczne) ze wzgledu na architekture biofilmu, zewnatrzkomoérkowg macierz i wzmorzong
aktywnos¢é pomp lekowych [Finkel i Mitchell 2011; Fanning i Mitchell 2012].
W niniejszej pracy sprawdzono czy uzyskane mutanty delecyjne majg zaburzony proces
wytwarzania biofilmu wykorzystujgc procedure opisang (Roz. 3.2.33). Okazato sie jednak, ze
wszystkie skonstruowane mutanty wytwarzaty biofilm z takg samg wydajnoscig jak szczep

referencyjny.
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4.3 Charakterystyka  biochemiczna  produktéw  genéw  kodujacych  biatka
0 przypuszczalnej aktywnosci AmAA

4.3.1 Konstrukcja plazmidéw ekspresyjnych do nadrodukcji biatek CaAro8p, CaAro9p,

CaBna3p, CaYer152Cp w komoérkach E. coli.

Jako szkielet plazmidow ekspresyjnych wykorzystano plazmid pET101/D-TOPO® firmy
Invitrogen. Plazmid ten umozliwia nadprodukcje biatka w komédrkach E. coli z wykorzystaniem
systemu Tabora-Studiera [Tabor i Richardson 1985]. Specjalna budowa plazmidu znacznie
skraca czas poprawnego skonstruowania plazmidu ekspresyjnego, wymusza jednak
odpowiednie przygotowanie produktu do klonowania. O pozostatych zaletach plazmidu oraz
jego konstrukcji wspomniano wczesniej (Roz. 3.2.11).

Geny AROS8, ARO9, BNA3, YER152C zostaty zamplifikowane na matrycy genomowego DNA

z C. albicans SC5314 wedtug metody opisanej w Roz. 3.2.11. W celu kierunkowego klonowania

do plazmidu pET101/D-TOPO® dla kazdej sekwencji (ARO8, ARO9, BNA3, YER152C)

zaprojektowano startery do reakcji PCR zawierajgce sekwencje CACC na koncu 5,

komplementarng do wiszacych koncow zastosowanego wektora. Tak przygotowany insert

klonowano do plazmidu a nastepnie transformowano do komoérek E. coli wedtug procedury

Roz. 3.2.11.

Dodatkowo, kazdy insert zaprojektowano w dwoch wariantach:

e z sekwencjg nukleotydowg kodujgcg domene fuzyjng oligoHis (domena polihistydynowa
ztozona z szes$¢ reszt histydynowych) na C koncu biatka. Nie wykorzystano mozliwosci
wprowadzenia domeny oligoHis przy pomocy sekwencji obecnej w plazmidzie pET101/D-
TOPO®, poniewaz wprowadzono by wowczas dodatkowg sekwencje wynikajaca
z konstrukcji plazmidu. Takie dziatanie wydtuzytoby tahncuch aminokwasowy biatka, a to
mogtoby mie¢ wptyw na aktywnos¢ enzymu. Domene oligoHis wprowadzono
z wykorzystaniem zaprojektowanych specjalnie starterow do amplifikacji (Roz. 3.1.5).
Domena ta daje mozliwos¢ szybszego ibardziej efektywnego oczyszczania biatka
z wykorzystaniem chromatografii metalopowinowactwa. Ponadto w przypadku niskiej
nadprodukcji okredlonego biatka, kiedy to trudno jest oceni¢ jego rzeczywistg obecnos¢
przy pomocy elektroforezy poliakrylamidowej SDS-PAGE, istnieje mozliwos¢ detekciji
biatka w ekstrakcie bezkomdérkowym przy pomocy metody Western Blotting.

Wprowadzenie domeny oligoHis moze wplyng¢ na aktywnos$¢ enzymow [Perron-Savard
i in. 2005; Wu i Filutowicz 1999]. Zaréwno na N koncu jak i na C koncu badanych biatek,
znajdujg sie reszty aminokwasowe, ktdre prawdopodobnie majg znaczenie katalityczne
(np. Lys29 i Arg463 w CaAro8p, Tab. 40). Jednakze ze wzgledu na wiele korzysci
wynikajgcych z mozliwosci oczyszczania badanych biatek z wykorzystaniem chromatografii
metalopowinowactwa (m. in. krétki czas przygotowania preparatu dozowanego do
kolumny, krotki czas rozdzialu chromatograficznego, czystosé koncowego preparatu)
podjeto prébe konstrukcji biatek rekombinantowych z domeng oligoHis na C kohcu. Atutem
takiej domeny jest wielkos¢ (ok. 0,84 kDa). Jest to jedna z najmniejszych stosowanych
obecnie domen fuzyjnych w chromatografii powinowactwa, zazwyczaj nie ma koniecznosci

jej proteolitycznego odcinania [Terpe 2003].
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Plazmidy ekspresyjne nazwano odpowiednio: pET101/D-TOPO + ARO8CH, pET101/D-
TOPO + ARO9CH, pET101/D-TOPO + YERCH, pET101/D-TOPO + BNA3CH (Tab. 46).

e bez dodatkowej modyfikacji. Przygotowano plazmidy ekspresyjne z wprowadzonymi
genami badanych biatek bez modyfikacji sekwencji.
Plazmidy ekspresyjne nazwano odpowiednio: pET101/D-TOPO + AROS8, pET101/D-TOPO
+ ARO9, pET101/D-TOPO + YER152C, pET101/D-TOPO + BNA3 (Tab. 46).

Ze wzgledu na réznice w translacji w komdrkach grzybowych i bakteryjnych sekwenc;ji
nukleotydowych kodujgcych biatka CaAro9p i CaBna3p (doktadniejsze informacje w Roz. 4.1),
skonstruowane plazmidy ekspresyjne pET101/D-TOPO + ARO9, pET101/D-TOPO + ARO9CH,
pPET101/D-TOPO + BNA3, pET101/D-TOPO + BNA3CH poddano mutagenezie ukierunkowanej
wedtug procedury (Roz. 3.2.12). Zamieniono tréjki CTG (nukleotydy Csgy, Tses 0raz Ciizg, T1121
w sekwencji ARO9 oraz Cyi41 i T1110 W sekwencji BNA3) kodujgce leucyne w komoérkach E. coli
na TCG kodujgce seryne w komérkach E. coli. Po kazdym etapie projektowania plazmidéw
ekspresyjnych wykonywano analize restrykcyjng uzyskanych produktéw (Roz. 3.2.7), a
nastepnie wysytano do sekwencjonowania. Skonstruowane plazmidy pozwolity na uzyskanie
biatek o nastepujacej sekwencji (Tab. 45):

Tab. 45 Sekwencje aminokwasowe badanych biatek. Na zétto zaznaczono domene fuzyjng oligoHis, na
aminokwasy kodowane przez tréjki nukleotydéw CTG poddanych mutagenezie (Ser198 i
Ser374 w CaAro9p i CaAro9CHp oraz Ser371 w CaBna3p i CaBna3CHp)

Nazwa biatka Sekwencja aminokwasowa

MTSDTKPQAKDLTHLLSNESKARQTSPLKGIFKYYKQPGITFLGGGLPLSDYFPFEKVTADIPTPSFSGGIG
APIEGENKTTIEVFKKAADNVPDQIELARSLQYGSTFGLPEFLQFIKEHTDMVHKVPYENWDVIVSVGNTEA
WDSTLRTFCSKGDTILVEEYTFSSALESANGQGVNTVPVTMDEFGIIPEKLEELMSRWVGNKPKFLYTICTG
CaAro8p QNPTGSSLSAERRKQIYDIACKYDFLIEDEPYYFMQMETYTKDKAAREGKAVHDHDEFLKALVPSFISLDV
EGRVVRLDSFSKVLAPGLRLGWIVGQKDLLERYVRLHEVSVQNPSGFSEALANALLRKWGHSGYLDWLIG
LRAEYTHKRDVAIDALDQFVPKEVSSFNPPVAGMFFTVTLDASKHPKYKEFLEDPLKVEAAVHEQAIKQGC
LLAPGSWFKAEGQSSPPQKNLPANPSHKTHIFFRGTYAAVPLDQLVVGLEKFGKAVRAEFGLsrop

MTSDTKPQAKDLTHLLSNESKARQTSPLKGIFKYYKQPGITFLGGGLPLSDYFPFEKVTADIPTPSFSGGIG
APIEGENKTTIEVFKKAADNVPDQIELARSLQYGSTFGLPEFLQFIKEHTDMVHKVPYENWDVIVSVGNTEA
WDSTLRTFCSKGDTILVEEYTFSSALESANGQGVNTVPVTMDEFGIIPEKLEELMSRWVGNKPKFLYTICTG
QNPTGSSLSAERRKQIYDIACKYDFLIIEDEPYYFMQMETYTKDKAAREGKAVHDHDEFLKALVPSFISLDV
EGRVVRLDSFSKVLAPGLRLGWIVGQKDLLERYVRLHEVSVQNPSGFSEALANALLRKWGHSGYLDWLIG
LRAEYTHKRDVAIDALDQFVPKEVSSFNPPVAGMFFTVTLDASKHPKYKEFLEDPLKVEAAVHEQAIKQGC
LLAPGSWFKAEGQSSPPQKNLPANPSHKTHIFFRGTYAAVPLDQLVVGLEKFGKAVRAEFGLHHHHHHST0

CaAro8CHp

P
MSDPTHLISKRAAGRTSVHFTNAPSDKPPANFKPHEKPLALSYGMPNHGFFPIDSIDVNLVDYPFQKITTPS
TTSSTAEEEPPSSSLNGSENGHQTKTPPSSIHTPQSTVHISRHTTDPKLIDLARGLQYAAVEGHAPLLQFAR
DFIIRTHKPNYDDWNVFITTGASDGLNKAADVFLDDGDVILVEEFTFSPFLRFEDNAGAKAVPVKINFDNDS
DGIDLTQFVDLLENWEKHYPNLPKPKALYTIATGQNPTGFTQSLEFRKKIYDLAVKYDFAIIEDDPYGYLTLP
KYEKPNIGGSGSGNNELKNDLEIDDYLKNHLTPSYLELDTTGRVLRVETFSKLFAPGLRLGFIVGHKEVIDAV
KNYSDVVNRGABGLTQTIVNNVIQENFKGVDGWLEWILKMRLNYSYRKDLLLYSIFESQAYKKGYVDVIDP
KAGMFVTFKINLPKDVDVLQKMKLLLWKLISYGILVVPGYNMTVDLEFSKDRSNFFRLCYALANNDEEILES
GKRLTDAVYEFFSNGLEFstop

CaAro9p

MSDPTHLISKRAAGRTSVHFTNAPSDKPPANFKPHEKPLALSYGMPNHGFFPIDSIDVNLVDYPFQKITTPS
TTSSTAEEEPPSSSLNGSENGHQTKTPPSSIHTPQSTVHISRHTTDPKLIDLARGLQYAAVEGHAPLLQFAR
DFIIRTHKPNYDDWNVFITTGASDGLNKAADVFLDDGDVILVEEFTFSPFLRFEDNAGAKAVPVKINFDNDS
DGIDLTQFVDLLENWEKHYPNLPKPKALYTIATGQNPTGFTQSLEFRKKIYDLAVKYDFAIIEDDPYGYLTLP
KYEKPNIGGSGSGNNELKNDLEIDDYLKNHLTPSYLELDTTGRVLRVETFSKLFAPGLRLGFIVGHKEVIDAV
KNYSDVVNRGABGLTQTIVNNVIQENFKGVDGWLEWILKMRLNYSYRKDLLLYSIFESQAYKKGYVDVIDP
KAGMFVTFKINLPKDVDVLQKMKLLLWKLISYGILVVPGYNMTVDLEFSKDRSNFFRLCYALANNDEEILES
GKRLTDAVYEFFSNGLEFHHHHHHsT0P

CaAro9CHp

MLRRLFPIRQLYTTTRAMASKSTDPTSLHNPYFYQKPGQKDIWSLINETAAQAQQESGEPIVNLGQGFFSY
NPPEFAINAVEEALTKPQFNQYAHARGNPNLLKQVAEHYSRSYGRAVGVDEVQITTGANEGMFAIFFAFLT
PGDEVIVFEPFFDQYIPNVEMTGAKIKYVEIKYPKKFDNEVVTGQDWEIDWEGLNNAITDKTKIIVINTPHNPI
CaBna3p GKVFTEEELYKIGKLAVEHNLILVSDEVYENLYYTDKFPRPAALPQLPELAERTLTVGSAGKSFAATGWRVG
YIQGPANLIKFVTAAHTRICFSTPAPLQQAVSQGFEQAEKSNYFENTRKEYEHKYKIFTKVFDDLGLPYTVA
EGGYFVLVNLEKVKIPADYEFPGTISDRGTLDFKLAYWLIKEIGVVGIPPTEFLTEWNRKGNGLENCVRFAV
CKDDSVLEDAVERLKKLKDY Lstop
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CaBna3CHp

MLRRLFPIRQLYTTTRAMASKSTDPTSLHNPYFYQKPGQKDIWSLINETAAQAQQESGEPIVNLGQGFFSY
NPPEFAINAVEEALTKPQFNQYAHARGNPNLLKQVAEHYSRSYGRAVGVDEVQITTGANEGMFAIFFAFLT
PGDEVIVFEPFFDQYIPNVEMTGAKIKYVEIKYPKKFDNEVVTGQDWEIDWEGLNNAITDKTKIIVINTPHNPI
GKVFTEEELYKIGKLAVEHNLILVSDEVYENLYYTDKFPRPAALPQLPELAERTLTVGSAGKSFAATGWRVG
YIQGPANLIKFVTAAHTRICFSTPAPLQQAVSQGFEQAEKSNYFENTRKEYEHKYKIFTKVFDDLGLPYTVA
EGGYFVLVNLEKVKIPADYEFPGTISDRGTLDFKLAYWLIKEIGVVGIPPTEFLTEWNRKGNGLENCVRFAV
CKDDSVLEDAVERLKKLKDYLHHHHHHsT0P

CaYer152Cp

MINFFKGHPTRELLPVNEIADSYKRVLLDSDYLSYDTDPNNQHPLQYGTDPGNLDVREVIAQWVNKKFGA
QVSDPNCINLTAGASYGVGNILTSVTSPKITQRVFVVTPTYFLINSCFVDVGLDDRLTAIEETHNGKYSIDLVY
LEQQLQKYSQDLEPVHDDINVFPDPVRGTRKYYRFVMYLVPTFSNPGGLNYTLETRQKLVEIARKYDLLLIS
DDVYEFLDYTDSKPLPRLNQLDKAGATKYGNTISNATFSKIIAPGLRVGWQETATPKLVDQLSITGSNRSGG
TPNQLSTLVVADLIKTGTIDEIIAKFKNVYKERVAVLKESIAKYLPQDTQVYGGDGGYFVWVVTPSANCFDV
VAKLAKQNVVLAGGEHFEVTGDKRNWGQHCVRLSISYLTTEEIQQGIKIWGELLEstop

CaYer152CHp

MINFFKGHPTRELLPVNEIADSYKRVLLDSDYLSYDTDPNNQHPLQYGTDPGNLDVREVIAQWVNKKFGA
QVSDPNCINLTAGASYGVGNILTSVTSPKITQRVFVVTPTYFLINSCFVDVGLDDRLTAIEETHNGKYSIDLVY
LEQQLQKYSQDLEPVHDDINVFPDPVRGTRKYYRFVMYLVPTFSNPGGLNYTLETRQKLVEIARKYDLLLIS
DDVYEFLDYTDSKPLPRLNQLDKAGATKYGNTISNATFSKIAPGLRVGWQETATPKLVDQLSITGSNRSGG
TPNQLSTLVVADLIKTGTIDEIIAKFKNVYKERVAVLKESIAKYLPQDTQVYGGDGGYFVWVVTPSANCFDV
VAKLAKQNVVLAGGEHFEVTGDKRNWGQHCVRLSISYLTTEEIQQGIKIWGELLEHHHHHHSsT0p
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Tab. 46 Analiza restrykcyjna skonstruowanych plazmidéw ekspresyjnych. A. Mapy plazmidéw ekspresyjnych pET101/D-TOPO+ARO8, pET101/D-TOPO+AROS8CH,
pET101/D-TOPO+ARQ9, pET101/D-TOPO+ARO9CH, pET101/D-TOPO+YER152C, pET101/D-TOPO+YER152CH, pET101/D-TOPO+BNA3, pET101/D
TOPO+BNA3CH z zaznaczonymi miejscami ciecia restrykcyjnego, B. Symulacja zelu agarozowego uzyskanego po trawieniu restrykcyjnym plazmidéw, C. Wynik analizy
restrykcyjnej

A. Mapy plazmidéw

7 promotor

PET101/D-TOPO+AROS
7236 bp

T2 promotor

PET101/D-TOPO+AROBCH
7256 b

BamHL (365)

Sacl (1801)
VS tag
[

BamHI (365)

sacr (1819)
vstag
Gty

EcoRI (205)

T7 promater

EcoRl (1848)
ks

EcoRl (1948)

Bxis

itet promater

T7 prometer EcoRI (286)

Sact (1699)
VStag
xtis

7 prometer EcoRI (255)

sacl (1717)
VS tag
GxHis

EcoRI (266)

Sacl (1567)
V5 tag
Gathis

 lac
oo Peraggy
v

Sact (1582)

B. Symulacja trawienia restrykcyjnego

MW 1

MW DNA Gdansk M10kpz# MR18, 1, 2 pET101/D TOPO+ARO8, ARO8CH trawiony BamHI, Sacl, wielkosci
produktéw: 6403 pz, 835 pz, (853 pz ARO8CH), 3, 4 pET101/D-TOPO+YER152C, YER152CH trawiony EcoRl,
Sacl, wielkosci produktow: 5723 pz, 1281 pz, (1296 pz YER152CH), 5, 6 pET101/D-TOPO+ARO9, ARO9CH
trawiony EcoRlI, wielkosci produktow: 5772 pz, (5790 pz ARO9CH), 1562 pz, 7,8 pET101/D-TOPO+BNA3,

2

3

a

5

6

7

8

9

BNAS3CH trawiony EcoRlI, Sacl, wielkosci produktow: 5723 pz, 1413 pz, (1431 pz BNA3CH). 1,5% zel

agarozowy.

MW DNA Gdansk M10kpz# MR18,

1, 2 pET101/D-TOPO+ARO8, ARO8CH trawiony
BamHlI, Sacl, wielkosci produktow: 6403 pz, 835 pz,
(853 pz AROSCH), 3, 4 pET101/D-
TOPO+YER152C, YE152RCH trawiony EcoRl,
Sacl, wielkosci produktow: 5723 pz, 1281 pz, (1296
pz YER152CH). 1,5% zel agarozowy, rozdziat przy
10 V cm™ dtugosci Zelu, 30 min.

MW DNA Gdansk M10kpz# MR18

1, 2 pET101/D-TOPO+ARO9, ARO9CH trawiony
EcoRl, wielkosci produktéw: 5772 pz, (5790 pz
ARO9CH), 1562 pz, 3, 4 pET101/D-TOPO+BNA3,
BNA3CH trawiony EcoRI, Sacl, wielkosci
produktéw: 5723 pz, 1413 pz, (1431 pz BNA3CH).
1,5% zel agarozowy, rozdziat przy 10 V cm?
dtugosci zelu, 30 min.
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4.3.2 Optymalizacja nadprodukcji badanych biatek w komérkach ekspresyjnych E. coli

Do nadprodukcji rekombinantowych biatek wykorzystano szczepy E. coli Rosetta (DE3)
pLysS, E. coli Rosetta (DE3) pLacl, E. coli BL21 (DE3) pLysS, E. coli BL21 Star(DE3)™ , E. coli
Origami2 (DE3) pLysS (Roz. 3.1.4). Trzy pierwsze szczepy pochodzity z kolekcji Katedry
Technologii Lekéw i Biochemii, komorki E. coli Origami 2 (DE3) pLysS z kolekcji Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, natomiast E. coli BL21 Star(DE3)™ to komorki z firmy
Invitrogen zakupione wraz z wektorem pETlOl/D—TOPO®. Szczepy BL21 s3g najczesciej
stosowanymi szczepami do nadprodukcji biatek rekombinantowych, natomiast Rosetta
umozliwiajg sprawdzenie wptywu stezenia IPTG na poziom ekspresji wklonowanych genéw
[Rosano i Ceccarelli 2014]. Uzyto gtéwnie szczepy z wklonowanymi plazmidami pLysS i pLacl
z serii pRARE, ktére umozliwiajg wydajng ekspresje gendéw heterologicznych kodowanych
przez rzadkie kodony w E. coli. Analiza bioinformatyczna wykazata, ze badane geny posiadajg
rzadkie kodony, co mogtoby wptyngé na ich niski poziom nadprodukcji w komérkach E. coli
(Tab. 47). Uzyto réwniez szczepy Origami, ktére nie produkujg biatek reduktazy glutationowej
gor i reduktazy tioredoksyny TrxB. Cytoplazma tych komoérek jest srodowiskiem o potencjale
znacznie mniej redukujgcym, przez co zwiekszona jest szansa na powstanie
w eksprymowanym biatku mostkow disiarczkowych. W szczepach Origami jest mniejsza szansa

na powstanie ciat inkluzyjnych lub degradacje biatek Zle ztozonych.

Tab. 47 Analiza bioinformatyczna badanych genéw pod katem obecnosci rzadkich kodonéw w E. coli. CAl
to indeks adaptacji kodonu (Codon Adaptation Index). CAl > 0,8 oznacza, ze gen posiada mato rzadkich
kodondw, a jego ekspresja w E. coli jest oceniana jako dobra. Im nizsza warto$¢ CAl tym wyzsze
prawdopodobienstwo, ze gen bedzie stabo eksprymowany. Analiza wykonana za pomocg programu

genscript.com/cgi- bin/tools/rare_codon_analysis
Nazwa genu ARO8 ARO9 YER152C | BNA3
CAl 0,64 0,65 0,60 0,63

Komorki transformowano skonstuowanymi plazmidami ekspresyjnymi wedtug procedury (Roz.
3.2.3) a nastepnie prowadzono hodowle wedtug procedury (Roz. 3.2.13) w celu nadprodukcji
biatka rekombinantowego w systemie Tabora-Studiera [Tabor i Richardson 1985].
Optymalizowano:

e temperature i czas nadprodukcji (6-48 h, 20-37°C). W temperaturze 37°C nadprodukcje
prowadzono najkrécej, 6 h. Fakt ten jest niewatpliwg zaletg wyboru tej temperatury.
Obnizenie temperatury natomiast sprzyjato prawidtowemu fatdowaniu sie struktury
przestrzennej [Schein i Noteborn 1988; Vasina i Baneyx 1997; Vera i in. 2007]. Nizsza
temperatura zmniejsza prawdopodobienstwo agregacji co wynika z zaleznosci
hydrofobowych oddziatywan od temperatury [Baldwin 1986; Makhatadze i Privalov 1995;
Schellman 1997]. W przypadku obnizenia temperatury nadprodukcji wzrost komoérek
bakteryjnych jest wolniejszy, w zwigzku z tym wydtuza sie czas nadprodukcji do 24-48 h,
co umozliwia uzyskanie maksymainej ilosci nadprodukowanego biatka,

e rodzaj i stezenie induktora. Do indukcji ekspresji uzywano laktoze bgdz izopropylo-g -D-1-
tiogalaktopiranozyd (IPTG) w stezeniu 0,05 - 0,1 mM. Nizsze stezenie induktora zmniejsza

ilos¢ nadprodukowanego biatka, tym samym moze wplyngé na zwiekszenie jego
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stabilnoéci [Chen i in. 2003; Jhamb i Sahoo 2012]. Parametry te (rodzaj i stezenie
induktora) nie miaty wptywu na proces nadprodukcji badanych biatek,

gestos¢ optyczng komorek w chwili dodawania induktora do hodowli (ODggonm 0,3 -0,8).
Najczesciej induktor dodaje sie gdy hodowla komérkowa jest w polowie fazy
logarytmicznego wzrostu (ODggo= 0,3 - 0,4). Istniejg jednak doniesienia uzyskania
optymalnej nadprodukcji biatka dla indukowanej hodowli w pdznej fazie logarytmicznego
wzrostu [Galloway i in. 2003; Ou i in. 2004]. Czasami wolniejsza nadprodukcja biatka
wplywa na jego poprawne fatdowanie i zmniejszenie stopnia agregaciji,

sktad pozywki. Dzieki zmianie sktadu pozywki mozna wptyng¢ na poziom wzrostu komorek
bakteryjnych a tym samym zwiekszy¢ ilos¢ nadprodukowanego biatka [Cuiiin. 2006].
W badaniach wykorzystywano pozywke LB pH 7 i pozywke autoindukcyjng. Pozywka LB
jest najbardziej popularng pozywka stosowang do hodowli komérek E. coli, tatwg do
przygotowania. Nie umozliwia jednak wzrostu komoérek do osiggniecia wysokiej gestosci
optycznej, ze wzgledu na niewielkie ilosci weglowodanéw i dwuwartosciowych kationéw
[Sezonov i in. 2007]. Zmiana sktadu pozywki moze umozliwi¢ uzyskanie wiekszej gestosci
hodowli komodrkowej [Studier 2005]. Jednym z czynnikow jaki moze pomodc jest
zwiekszenie zdolnosci buforowej pozywki [Madurawe i in. 2000; Studier 2005], poniewaz
w trakcie wzrostu komérek w pozywce srodowisko ulega zakwaszeniu co hamuje dalszy
rozwdj hodowli. Do modyfikacji nadprodukcji biatek stosowano réwniez pozywke
autoindukcyjng [Studier 2005]. Pozywka ta zawiera zoptymalizowane ilosci glukozy, laktozy
i glicerolu. Na poczatku wzrostu komérki pobierajg glukoze jako zrodto wegla. Nastepnie
po wyczerpaniu glukozy w pozywce, pobierany jest glicerol i laktoza (zwykle w fazie
réwnowagi lub w pézniej fazie wyktadniczego wzrostu) co rownoczeénie powoduje indukcje
ekspresji [Studier 2014]. Uzycie takiej pozywki pozwala na uzyskanie wiekszej gestosci
optycznej komorek, jest rowniez wygodne ze wzgledu na brak koniecznosci kontrolowania
gestosci optycznej przed dodaniem induktora,

Zastosowanie pozywki indukcyjnej oraz LB buforowanej nie wptyneto na poziom
nadprodukcji badanych biatek.

W celu optymalizacji ilosci nadprodukowanych biatek zastosowano réwniez dodatki do
pozywki LB. Dodawano 1% glukozy, 4% glicerolu, 3% etanolu lub 0,5 M sorbitolu lub
zamiast ampicyliny zastosowano karbanicyline. Dodatek glukozy czy glicerolu do pozywki
zawierajgcej pepton hamuje indukcje promotora lac spowodowang obecnoscig laktozy
w pozywce (wieksza kontrola nadprodukciji) [Al-Samatrrai i in. 2013; Studier 2005]. Sorbitol
zwieksza cisnienie osmotyczne pozywki powodujgc akumulacje osmoprotektantow w
komorce stabilizujgcych strukture natywng biatka [Blakwell i Horgan 1991]. Wptyw etanolu
na nadprodukcje biatka nie jest do konca wyjasniony, jednakze wiadomo, ze dokonuje
zmian w ptynnosci btony [Dombek iIlngram 1984; Ingram i Buttke 1984], w transporcie
przez btone [Ingram i Buttke 1984], zmienia sktad lipidéw btonowych [Ingram i Buttke 1984;
Ingram 1986]. Zmiany te mogg wptywac na replikacje DNA, co prowadzi do wzmocnienia

syntezy DNA [Basu i Poddar 1994]. Wzmocnienie syntezy DNA prowadzi natomiast do
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biatka [Chhetri i in. 2015].

Karbenicylina jest bardziej odporna na dziatanie B-laktamaz wydzielanych przez komorki

amplifikacji genu, a to do zwiekszenia nadprodukc;ji
E. coli. Inaktywacja karbenicyliny przebiega wolniej niz ampicyliny. Dodajgc karbenicyling
do hodowli unika sie wiec zanieczyszczenia hodowli komérkami E. coli bez wklonowanego
plazmidu co daje wiekszg kontrole nadprodukcji [Sambrook i in. 2001],

(200-800 mL). Od pozywki
Ograniczenie tlenu wyzwala ekspresje ponad 200 genéw, zdolnosci metaboliczne komaérki

e jlos¢ pozywki ilosci zalezy napowietrzenie hodowli.
dostosowujg sie do dostepnosci tlenu, a ten stan wplywa negatywnie na wzrost hodowli

[Undeniiin. 1995].

Przygotowywano préby do elektoforezy SDS-PAGE z hodowli komérkowych
i sprawdzano poziom nadprodukcji biatek. Po analizie wynikow wybierano optymalne warunki

nadprodukcji (Tab. 48).

Tab. 48 Poréwnanie wydajnosci nadprodukciji biatek rekombinantowych
B

kDa [ 1 kDa M 2 KDa 1 2 M 3

250 130

— 130

100

100

70

70

|
Wynik nadprodukc;ji biatek CaAro9p,
CaAro9CHp.
M wzorzec masy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder #SM1811, surowy lizat
komorek E. coli BL21 (DE3) pLysS z:
1 pET101/D-TOPO+AROS9,
2 pET101/D-TOPO+ARQO9CH.
10% zel poliakrylamidowy, 20 V cm™ zelu.

Wynik nadprodukc;ji biatek CaAro8p, CaAro8CHp, CaYerl52Cp,
CaYerl52CHp. M wzorzec masy PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder #SM1811, surowy lizat komérek E. coli Rosetta (DE3) pLysS:
1 bez wklonowanego plazmidu (kontrola),

2 z pET101/D-TOPO+YER152CH,

3z pET101/D-TOPO+ARO8CH,

4 7z pET101/D-TOPO+YER152C,

5z pET101/D-TOPO+AROS.

10% zel poliakrylamidowy, 20 V cm™ Zelu.

Warunki nadprodukcji biatek rekombinantowych

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

Nazwa biatka CaAro8p CaAro8CHp | CaYerl52Cp CaYerl52CHp | CaAro9p CaAro9CHp
Nazwa szczepu E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli
ospodarza P Rosetta Rosetta Rosetta (DE3) | Rosetta BL21 Star BL21 Star
gosp (DE3) pLysS | (DE3) pLysS | pLysS (DE3) pLysS | (DE3) (DE3)
Pozywka LB LB LB LB LBz 1% LB
glukozg
Gestos¢ optyczna ODgoonm = 0,4 | ODgoonm = 0,5 | ODgoonm = 0,5 | ODgoonm = 0,3 | ODgoonm = 0,6 | ODggonm = 0,6
Induktor 0,05 mM 0,05 mM 0,05 mM 0,05 mM 0,05 mM 0,05 mM
IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG IPTG
Temperatura o R . . o .
nadprodukgji 30°C 30°C 37°C 37°C 37°C 37°C
Czas nadprodukcji 15h 15h 6h 6h 6 h 6h
Objetos¢ pozywki 800 mL 800 mL 800 mL 400 mL 800 mL 800 mL
S_topieﬁ nadprodukcji 32% 28% 16% 15% 13% o%
biatka
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Po przeanalizowaniu réznych warunkéw nadprodukcji badanych biatek ustalono:

najlepsze parametry nadprodukcji CaAro8p, CaAro8CHp, CaYerl52Cp, CaYerl52CHp
uzyskano w E. coli Rosetta (DE3) pLysS natomiast CaAro9p i CaAro9CHp w E. coli BL21
(DE3) pLysS. Wszystkie geny nadprodukowanych biatek zawierajg rzadkie kodony
w E. coli, w zwigzku z czym byly najlepiej eksprymowane w szczepach zawierajgcych
plazmid pLysS z serii pRARE,

optymalna temperatura i czas nadprodukcji biatek CaAro8p, CaAro8CHp wynosi 30°C
i 15 h natomiast dla CaAro9p, CaAro9CHp, CaYerl52Cp i CaYerl52CHp 37°C i 6 h
nadprodukcji

(Roz. 3.2.13). Krétszy czas nadprodukcji umozliwia oczyszczanie biatka nastepnego dnia
bez opdznienia zwigzanego z koniecznoscig przygotowania osadu komérkowego. Wymaga
jednak zamrozenia osadu. Diuzszy czas nadprodukcji umozliwia oczyszczanie biatka
nastepnego dnia bez koniecznosci mrozenia. Nie zauwazono jednak zeby przechowywanie
osadu w -20°C miato wptyw na oczyszczanie biatek rekombinantowych, ich aktywnos¢ czy
zdolno$¢ do krystalizacji. Obnizenie temperatury nadprodukcji ponizej 30°C i wydtuzenie
czasu nadprodukcji powyzej 18 h nie wptyneto na poprawe ilosci nadprodukowanego
biatka czy na poprawe jego fatdowania,

optymalne stezenie induktora IPTG wynosito 0,05 mM dla nadprodukcji wszystkich biatek.
Dodatek laktozy do hodowli w celu indukcji nadprodukciji nie wptynat na poprawe procesu,
dla wszystkich proceséw nadprodukcji optymalny moment indukcji to czas gdy hodowla
komorkowa jest w potowie fazy logarytmicznego wzrostu,

w wiekszosci przypadkéw optymalng pozywkg do nadprodukcji biatek byta pozywka LB.
W przypadku CaAro9p dopiero dodatek 1% glukozy umozliwit uzyskanie efektu
nadprodukciji,

tylko w przypadku CaYerl52CHp nalezato zmniejszy¢ ilo$¢ pozywki do 400 mL podczas
prowadzenia nadprodukcji. W przypadku innych biatek zmiana napowietrzenia pozywki

w trakcie procesu nadprodukcji nie miata wptywu na ilo$¢ biatka rekombinantowego.

W celu potwierdzenia obecnosci biatek fuzyjnych CaAro8CHp, CaAro9CHp,

CaYer152CHp, CaBna3CHp w lizatach komérkowych, zastosowano technike Western Blotting

z uzyciem monoklonalnych przeciwciat anty-HisTag (Roz. 3.2.21) specyficznie rozpoznajgcych

domeny polihistydynowe (Tab. 49).
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Tab. 49 Immunodetekcja biatek CaAro8CHp, CaAro9CHp, CaYerl52CHp, CaBna3CHp w lizatach

kDa LU

130

100

70

komodrkowych za pomocg przeciwciat anty-HisTag
1 2

kDa M 3 4

130

100

70

55

35 -

25

15 —

Wynik analizy Western Blotting biatek CaAro8CHp i
CaYerl52CHp.

M wzorzec masy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder #SM1811,

1, 2 lizat komorek E. coli Rosetta (DE3) pLysS +
pET101D/TOPO +ARO8CH, YER152CH

Wynik analizy Western Blotting biatek
CaAro9CHp, CaBna3CHp.

M wzorzec masy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder #SM1811,

3, 4 lizat komérek E. coli BL21 Star (DE3)

+ pET101D/TOPO +ARO9CH, BNA3CH
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Uzyskane wyniki potwierdzaty obecno$é¢ nadprodukowanych biatek CaAro8CHp,
CaAro9CHp, CaYerl52CHp w lizatach komorkowych. Nie udato sie natomiast uzyskac
nadprodukcji biatka CaBna3CHp. Pomimo optymalizacji wyzej wymienionych parametrow, jak
réowniez sposobu przygotowania hodowli (wedlug wskazéwek Protein Expression and
Purification Core Facility, Heidelberg, https://www.embl.de/ pepcore/ pepcore_services/
protein_expression/ ecoli/ index.html) czy napowietrzania (zwiekszenia szybkosci wytrzgsania
w przedziale 160-220 rpm) nie uzyskano nadprodukcji biatek CaBna3p i CaBna3CHp. Nie
zaobserwowano nadprodukcji w ekstraktach bezkomérkowych ani w formie rozpuszczalnej ani

w osadzie, w postaci tzw. kamienia biatkowego (przyktadowy wynik optymalizacji Rys. 44).
kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8

130
100

70 -7

51 55

35

’
25

an

Rys. 44 Optymalizacja nadprodukcji CaBna3p i CaBna3CHp (ok. 51 kDa) w komérkach E. coli Rosetta
(DE3) pLysS. M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained Protein Ladder #SM1811, 1 (5) CaBna3p
(CaBna3CHp), stezenie induktora IPTG 0,05 mM, gestos¢ optyczna komérek w chwili dodawania
induktora do hodowli ODsgo = 0,5, temperatura nadprodukcji 37°C, czas nadprodukcji 6 h , pozywka LB,
2 (6) CaBna3p (CaBna3CHp), stezenie induktora IPTG 0,05 mM, gestos¢ optyczna komdrek w chwili
dodawania induktora do hodowli ODsggo = 0,5, temperatura nadprodukcji 30°C, czas nadprodukcji 18 h,
pozywka LB, 3 (7) CaBna3p (CaBna3CHp), stezenie induktora IPTG 0,05 mM, gestos¢ optyczna komorek
w chwili dodawania induktora do hodowli ODggo = 0,5, temperatura nadprodukcji 37°C, czas nadprodukcji 6
h, pozywka LB + 1% glukozy, 4 (8) CaBna3p (CaBna3CHp), temperatura nadprodukcji 30°C, czas
nadprodukcji 18 h, pozywka autoindukcyjna. 10% zel poliakrylamidowy, 20 V cm-1 zelu
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Pomimo braku widocznej nadprodukcji biatka CaBna3CHp na zelu poliakrylamidowym

i pozytywnego wyniku Western Blotting (immunodetekcja za pomoca przeciwciat anty-HisTag,

czutos¢ 20,15 ng) podjeto prébe oczyszczania biatka z wykorzystaniem kolumny do

chromatografii metalopowinowactwa HisTrapFF (Roz. 3.2.15) - roéwniez z negatywnym
skutkiem.

Wyciggnieto nastepujace wnioski (podjete kroki w celu optymalizaciji nadprodukcji oraz mozliwe

kolejne dziatania zostaty podsumowane na Rys. 45):

e brak nadprodukcji nie jest spowodowany toksycznoscig gendéw, czy tez biatek CaBna3p,
CaBna3CHp, poniewaz:

o szczepy z wklonowanymi plazmidami ekspresyjnymi rosty identycznie jak szczep dziki,

o dodatek glukozy do pozywki, zapewniajgcy bardziej Scistg kontrole nadprodukcji
(zahamowanie indukcji promotora lac spowodowanej obecnoscig laktozy w pozywce),
nie wptynat na poprawe procesu,

o zmiana antybiotyku na karbenicyline (co zapobiega przerosniecia hodowli komdrkami,
ktére utracity plazmid ekspresyjny) nie wptyneto na poprawe procesu,

e brak nadprodukcji CaBna3p i CaBna3CHp nie jest spowodowany destabilizacjg biatka
w komorce gospodarza. Zmiana temperatury nadprodukcji czy uzycie szczepow, ktore nie
produkujg zewngtrzkomorkowej proteazy ompT i wewnatrzkomdrkowej proteazy lon nie
wptynety na poprawe procesu,

e biatko CaBna3CHp nie jest produkowane ani w formie rozpuszczalnej w ekstrakcie
bezkomérkowym ani w osadzie (w formie kamienia biatkowego), co potwierdzita analiza
metodg Western Blotting,

e wprowadzenie domeny fuzyjnej oligoHis nie wptyneto na nadprodukcje biatka,

e wprowadzenie mutacji punktowych do plazmidéw ekspresyjnych nie wptyneto na
nadprodukcje biatek. Podjeto prébe ekspresji gendw BNA3 i BNA3CH 2z uzyciem
plazmidéw przed przeprowadzeniem mutagenezy ukierunkowanej. Bez pozytywnego

efektu.

W celu uzyskania nadprodukcji biatek CaBna31p, CaBna32p warto rozwazy¢ dodanie
kolejnego terminatora transkrypcji [Hayashi i Hayashi 1985; Newbury i in. 1987; Vasquez i in.
1989] czy zmniejszenie ilosci GC na &' koncu gendw kodujgcych biatka (bez wprowadzania
zmian
w sekwencji aminokwasowej) [Mirzadeh i in. 2015]. To ostatnie dziatanie bytoby bardziej
czasochtonne i wymagatoby wprowadzania wielokrotnych mutacji (optymalizacji reakcji PCR,
oczyszczanie, sekwencjonowanie). Kolejna propozycja rozwigzania braku nadprodukc;ji to fuzja
z biatkiem o duzej nadprodukcji [Tsunoda i in. 2005]. To dziatanie mogtoby jednak stwarzac
problemy z pdzniejszym oczyszczaniem biatka i oznaczaniem jego aktywnosci. Jezel
zaproponowane metody nie umozliwityby uzyskanie nadprodukowanego biatka nalezatoby
podjg¢ probe nadprodukcjiw komérkach grzybowych. Nie podjeto wymienionych zadan ze

wzgledu na brak czasu na ich realizacje.
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Biatko zawiera jeden lub
wiecej mostkéw disiarczkowych.
Inienie nadprodukeii biatka
p ity W rezulta
iloé¢ nadprodukowanego biatka zwieksza sie. SZCZEP
&
T NADPRODUKCJA EKSPRESYJNY
Degradacja proteolityczna STABILNOSC
T BIALKA
Zmniejszenie ilogci

”1 Niskokopijny plazmid P! nego biatka

I @ Obnizenie stezenia induktora

Wysoka zawartosé GC moze powodowac powstawanie drugorzedowej

struktury mRNA, za translacje e jom ekspresji.

Dodatek grup prostetycznych
lub kofaktoréw do pozywki

Zmniejszenie ilogci GC na §' koncu genu
kedujgcego bialko. Wprowadzenie A1 T
bez zmiany aminokwasu [1]

I @ Stabilizacja pH pozywki I-

o | © Dodatek 1% glukozy I- ZMIANA -
: 0 o ROZPUSZCZALNOSCI NADPRODUKCI
fﬁ;tm.k; BIALKA Fuzja z bialkiem o duzej nadprodukcji [2] ]

Dedanie kelejnego tenminatora transkrypeji [3, 4, 5] I

@ Dodatek sotbitolu [6]

| @ E coli Ongami !

I Fuzja z biatkiem o lepszej rozpuszezalnosei (do N-korica) [2] I-

I Nadpredukcja w postaci ciat inkluzyjnych i renaturacja in vitro I-

Rys. 45 Optymalizacja nadprodukgji biatka. Podjete dziatania (zaznaczone na zielono [4) i zaproponowane kolejne rozwigzania. [1] Mirzadeh i in. 2015, [2] Tsunoda
i in. 2005, [3] Hayashi i Hayashi 1985, [4] Newbury i in. 1987, [5] Vasquez i in. 1989, [6] Blakwell i Horgan 1991, [7] Chhetri i in. 2015
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4.3.3 Optymalizacja oczyszczania rekombinowanych biatek

Biatka rekombinantowe 2z domeng fuzyjng oligoHis (CaAro8CHp, CaAro9CHp,
CaYerl52CHp) oczyszczano z wykorzystaniem chromatografii  matalopowinowactwa
(Roz. 3.2.15). Biatka zawierajagce domene HisTag selektywnie wigzaty sie ze zlozem,
a nastepnie byty wymywane wraz ze zwiekszajgcym sie stezeniem imidazolu. Zastosowano 20
mM bufor Tris-HCI pH 8 z 5 mM i 500 mM imidazolem, dla biatek CaAro8CHp i CaYer152CHp
oraz 20 mM bufor Tris-HCI pH 8,5 z 5 mM i 500 mM imidazolem dla biatka CaAro9CHp.
Réwniez w buforze Tris-HCI wykonywano filtracje zelowg przed krystalizacjg biatek CaAro8CHp
i CaAro9CHp oraz oznaczano aktywnos$é badanych biatek. Jednakze, do przechowywania
biatek rekombinantowych zmieniano bufor na 50 mM bufor fosforanowy, pH 7,5, 10% glicerol,
gdyz w takich warunkach biatka dtuzej zachowywaty swojg aktywnos$¢ enzymatyczng. Metodyke
oczyszczania optymalizowano pod kagtem dobrania pH buforu, stezenia poczatkowego
imidazolu, ilosci buforu do wstepnego przemywania kolumny. Z kazdej frakcji dajacej sygnat
w postaci piku chromatograficznego przygotowywano proby do elektroforezy SDS-PAGE
(Roz. 3.2.6) w celu sprawdzenia wydajnosci procesu oczyszczania (Tab. 50).
Zastosowana metoda oczyszczania okazata sie bardzo skuteczna, szybka i wygodna.
Zdecydowana wiekszos¢ biatek E. coli nie wigzata sie ze zlozem i byta wymywana przy 5 mM
stezeniu imidazolu (poczatkowe stezenie imidazolu zastosowane w eluencie A). Podczas
oczyszczania nie zaobserwowano strat biatek rekombinantowych, co $wiadczy o dobrym
dobraniu warunkéw rozdziatu (biatka doskonale wigzg sie z zastosowanym ztlozem). W ciggu

mniej niz 15 min uzyskiwano czysty preparat biatkowy (czysto$¢ 299%) o wysokim stezeniu.

Tab. 50 Wynik oczyszczania biatek rekombinantowych z domeng oligoHis z lizatu komorkowego E. coli.
Analiza elektroforetyczna SDS-PAGE, 15% zel poliakrylamidowy, 20 V cm™ zelu

CaAro8CHp CaAro9CHp
kDa M 1 2 3 kDa M 1 2 3 4
130 —
100 - - 250
130
R _e——
70 o 100
T = 70
55 - - —
’u- - 55 ‘

a5 35

25

B

25

|

M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained | M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder #SM1811,1 biatka E. coli | Protein Ladder #SM1811, 1 ekstrakt bezkomdrkowy
niezwigzane z kolumnag, 2 frakcja z kolumny | E. coli BL21 Star (DE3) + pET101/D-TOPO +

zawierajgca oczyszczone CaAro8CHp, | ARO9CH, 2, 3 biatka E. coli niezwigzane z kolumng,
3 ekstrakt bezkomérkowy E. coli Rosetta (DE3) | 4 frakcja z kolumny zawierajgca oczyszczone
pLysS + pET101/D-TOPO + AROSCH. CaAro9CHp.
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CaYer152CHp
M

kDa 1 2

250

130

100

™ R
e

'
|
l

35 . &
o .

25

{
1 naturalne biatko wystepujace w E. coli o wielkosci ok. 27 kDa, 2 biatka E. coli niezwigzane z kolumna,
M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained Protein Ladder #SM1811,3 ekstrakt bezkomdrkowy
E coli Rosetta (DE3) pLysS + pET101/D-TOPO + YER152CH, 4 frakcja z kolumny zawierajgca
oczyszczone biatko CaYer152CHp.

Odczyn buforéw do oczyszczania wybierano na podstawie danych literaturowych dotyczacych
optymalnego pH dziatania ScAro8p i ScAro9p i zastosowanej metody oczyszczania dla tych
biatek [Chen i in. 2009; Karsten i in. 2011]. Zastosowane profile elucji dla CaAro8CHp,
CaAro9CHp iCaYerl52CHp byty praktycznie identyczne. Aby przyspieszyé procedure
oczyszczania stosowano modyfikacje warunkéw przedstawionych dla biatka CaAro8CHp
(program elucji: 0-2,5 min 15% B, 2,5 min do 15 min 15%-100% B liniowo, przeptyw 5 mL
min'l). Taka modyfikacja umozliwiata jedynie na zaoszczedzenie 5 - 7 min. W przypadku
przygotowywania biatka CaAro8CHp do krystalizacji, starano sie jednak w mozZliwie jak
najkrotszym czasie uzyskaé czysty preparat, gdyz diuzsze przechowywanie mogtoby wptyng¢
na niestabilnos¢ enzymu, utrate aktywnosci czy utworzenie sie nowych form oligomerycznych
co zaburzyloby proces krystalizacji [Stewart i Baldock 1999]. W przypadku oczyszczania biatek
z ekstraktu bezkomérkowego przygotowanego z 800 mL lub 1200 mL hodowli, zwiekszano ilo$¢
buforu stosowanego do wstepnego przemywania kolumny z 20 mL do 30 mL. Na podstawie
analizy densytometrycznej rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE nadprodukowanych biatek
rekombinantowych (Tab. 51) ustalono, ze poziom nadprodukcji CaAro8CHp, CaYerl152CHp,
CaAro9CHp wynosit odpowiednio 23%, 15% i 9% wszystkich biatek z ekstraktu
bezkomérkowego. Najwiekszg nadprodukcje uzyskano dla CaAro8CHp. Duzy poziom
nadekspresji ARO8CH $wiadczy o stabilnym uktadzie ekspresyjnym i braku toksyczno$ci

badanego biatka w stosunku do komoérek gospodarza.

Tab. 51 Analiza densytometryczna rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE ekstraktu bezkomadrkowego
komoérek E. coli nadprodukujgcych biatka rekombinantowe CaAro8CHp, CaAro9CHp, CaYer152CHp.
Program Totallab Quant i GelAnalyzer (Roz 3.1.7)

CaAro8CHp CaAro9CHp

G-I minln

RN

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 50 100 150 200 mmj:
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CaYer152CHp

Biatka rekombinantowe

CaAro8p,

CaAro9p, CaYerl52Cp, oczyszczano

Z zastosowaniem kolumny anionowymiennej Resource Q (Roz. 3.2.16). Ze wzgledu na zasade

rozdziatu w chromatografii jonowymiennej,

pH zastosowanych eluentéw powinno by¢

przynajmniej o jedng warto$¢ wyzsze niz pl rozdzielanych biatek (Roz. 4.1). pH 7 spetniato ten

wymog. Istotnym elementem oczyszczania biatek z zastosowaniem kolumny ResourceQ

okazata sie predkosé rozdziatu. Zwiekszenie szybkosci przeptywu eluentu powyzej 1 mL min™

skutkowato znacznym obnizeniem rozdzielczosci co przekfadato sie na czystos¢ koncowego

preparatu. Wyzsza predkos¢ zaburzata oddziatywanie biatek ze zlozem, stabiej zwigzane

wyplywaty szybciej z kolumny przy nizszym stezeniu soli.

Tab. 52 Wynik oczyszczania biatek rekombinantowych CaAro8p, CaAro9p i CaYerl52Cp z lizatu
komorkowego E. coli. Analiza elektroforetyczna SDS-PAGE, 15% zel poliakrylamidowy, 20 V cm™ zelu

CaAro8p

CaAro9p

M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder#SM1811, 1 frakcja biatek E. coli
zwigzanych z kolumng silniej niz CaAro8p,
2 frakcja z kolumny zawierajgce biatko CaAro8p
oraz inne biatka E. coli, 3 frakcja z CaAro8p,
4 préoba dozowana do kolumny Resource Q, 5
proba biatkowa przygotowana z
nierozpuszczalnych  fragmentow  komorki, 6
ekstrakt bezkomoérkowy E. coli Rosetta (DE3)
pLysS + pET101/D-TOPO + AROS.

M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder #SM1811, 1 ekstrakt
bezkomérkowy E. coli BL21 Star (DE3)+
pET101/D-TOPO + ARO9, 2 proba dozowana do
kolumny Resource Q,3 biatka E. coli niezwigzane z
kolumna, 4, 5 zanieczyszczona frakcja z biatkiem
CaAro9p, 6 frakcja z kolumny zawierajgca biatko
CaAro9p, 7, 8 frakcje z kolumny zawierajgce inne
biatka E. coli zwigzane silniej z kolumng niz
CaAro9p.
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CaYer152Cp
M 2

s e

-

15

M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained Protein Ladder #SM1811,1 ekstrakt bezkomdrkowy E.
coli Rosetta (DE3) pLysS + pET101/D-TOPO + YER152C, 2 frakcja z kolumny zawierajgca oczyszczone
biatko CaYer152Cp, 3,4 frakcje z kolumny zawierajgce biatko CaYer152Cp oraz inne biatka E. coli.

Ekstrakt bezkomodrkowy zawierajgcy biatka rekombinantowe CaAro8p, CaAro9p Ilub
CaYer152Cp poddawano wstepnemu oczyszczaniu. Najpierw usuwano kwasy nukleinowe przy
pomocy siarczanu streptomycyny, gdyz mogtyby zaburzy¢ rozdziat chromatograficzny.
Nastepnie wysalano biatka przy pomocy siarczanu amonu. W tym etapie wytrgcano badane
biatko. Czes¢ biatek, ktére nie ulegaty wysoleniu odrzucano, uzyskujgc tym samym bardziej
jednorodny preparat z biatkiem rekombinantowym. Nie optymalizowano stezenia siarczanu
streptomycyny, jak i siarczanu amonu. Wykorzystano protokdt opracowany wczesniej
w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii. Nadmiar soli usuwano przy pomocy kolumny HiTrap
Desalting. Probka zanieczyszczona solg uniemozliwitaby oczyszczenie badanych biatek przy
pomocy chromatografii jonowymiennej, gdyz jony soli zwigzatyby sie ze zlozem, biatka
natomiast wyptynetyby z kolumny. Oczyszczanie badanych biatek optymalizowano pod kgtem
doboru pH w eluentach, ilosci buforu do wstepnego przemywania kolumny, predkosci przeptywu
eluentéow. Z kazdej frakcji dajacej sygnat w postaci piku chromatograficznego przygotowywano
préby do elektroforezy SDS-PAGE (Roz. 3.2.6) w celu sprawdzenia wydajnosci procesu
oczyszczania (Tab. 52).

Ustalono (Tab. 53), Zze biatko CaAro8p stanowi <41% wszystkich biatek w ekstrakcie
bezkomérkowych komoérek E. coli natomiast czysto§é oczyszczonego praparatu biatkowego
CaAro8p (sciezka 3, Tab. 52) ustalono na 291 %. Podczas przygotowania ekstraktu
bezkomérkowego wykazano straty ok. 80% poczatkowej ilosci biatka CaAro8p
nadprodukowanego w komadrkach bakteryjnych. Wykazano, ze wiekszo$¢ nadprodukowanego
biatka CaAro8p znajduje sie we frakcji nierozpuszczalnej (w postaci ciat inkluzyjnych, tzw.
kamienia biatkowego). Aby zwiekszy¢ rozpuszczalno$¢ nadprodukowanego biatka obnizono
temperature nadprodukcji do 30°C. Taki zabieg spowodowat zmniejszenie strat na tym
etapie z ok. 80% na 40% (Tab. 52, Sciezka 5i6). W zwigzku z duzg nadprodukcjg biatka
CaAro8p zdecydowano, ze korzystniej jest ponies¢ straty na tym etapie na poziomie ok. 40%
niz poszukiwaé nowych warunkéw nadprodukcji (nowy uktad ekspresyjny, inny szczep
ekspresyjny, inne warunki nadekspresji). Oczyszczanie CaAro8p z tak przygotowanego

ekstraktu komdérkowego umozliwita na uzyskanie wysokiej rozdzielczosci rozdziatu (ze wzgledu
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na mniejsze stezenie biatka w preparacie dozowanym do kolumny, gdyz cze$¢ zostata
odrzucona ze wzgledu na powstanie kamienia biatkowego) co przediozyto sie na wysokie
stezenie preparatu biatka CaAro8p o czystosci 291%. Takie parametry umozliwity
przeprowadzanie dalszych analiz enzymu. Poszukiwanie nowych warunkéw nadprodukcji czy

oczyszczania generowatoby straty odczynnikow i czasu pracy.

Tab. 53 Analiza densytometryczna préb biatkowych zawierajgcych biatka CaAro8p, CaAro9p,
CaYerl152Cp. Program Totallab Quant i GelAnalyzer (Roz 3.1.7)
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pLysS komoérek nadprodukujacych (Sciezka 3, Tab. 52).
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Lizat bezkomoérkowy E. coli Rosetta (DE3) |Oczyszczona proba biatkowa CaYer152Cp

pLysS komoérek nadprodukujacych (Sciezka 2, Tab. 52).
CaYer152Cp (sciezka 1, Tab. 52). 1-4, 6, 7 zanieczyszczenia biatkowe,
1-6, 8-15 zanieczyszczenia biatkowe, 5 biatko CaYer152Cp.

7 biatko CaYer152Cp.

Poziom nadprodukcji biatka CaAro9p ustalono na 13% (Tab. 53) puli wszystkich biatek
w ekstrakcie bezkomdrkowym a czystos¢ oczyszczonego praparatu biatkowego CaAro9p
(Sciezka 3, Tab. 52) ustalono na 218 %. Niska czysto$¢ preparatu biatkowego z CaAro9p nie
wplyneta na dalsze wyniki badan ani na charakter pracy. Pomimo niejednorodnosci proby
biatkowej, przygotowanie préby do krystalizacji CaAro9p odbywato sie tak samo jak
w przypadku preparatu z CaAro8p o wyzszej czystosci 291 %. Do przygotowania préby do
krystalizacji CaAro9p pobierano frakcje 6, ktérg nastepnie poddawano filtracji zelowej. Na tym
etapie pozbywano sie zanieczyszczen, ktére mogtyby zaburza¢ proces krystalizacji. Ze wzgledu

na duzg nadprodukcje biatka CaAro9p stwierdzono, ze korzystniej jest ponies¢ straty
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nadprodukowanego biatka wynikajgce z odrzucenia bardziej niejednorodnych frakcji 4 i 5 (Tab.
52) niz poszukiwaé nowe metody oczyszczania co powodowatoby niepotrzebne zuzycie
odczynnikéw i strate czasu.

Poziom nadprodukcji biatka CaYer152Cp ustalono na 16% puli biatek w ekstrakcie
bezkomérkowym. Natomiast czystosé proby CaYerl52Cp oczyszczanej na kolumnie Resource
Q  ustalono na 61%. Straty wynikajgce ze wstepnego podczyszczania ekstraktu
bezkomérkowego wynosity az 32% nadprodukowanej ilosci biatka. Straty na takim poziomie
przy tak niskiej nadprodukcji biatka CaYer152Cp znaczgco wptywaly na dalszy charakter pracy
z biatkiem.

4.3.4 Wyznaczenie masy czgsteczkowej i struktury oligomerycznej
Wyznaczono masy czgsteczkowe natywnych i zdenaturowanych biatek. Wprowadzenie
domeny oligoHis nie wptyneto na strukture oligomeryczng badanych biatek a tylko nieznacznie

zmienito mase czasteczkowa. Zamieszczono wiec wyniki tylko dla biatek zawierajgcych domene

oligoHis.
2.5+ y=-1,134x + 2,22
R%=0,083
-
2.0
2
= 1.5-
L
1.0+
05 T T 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Rf

v CaAro9CHp & CaAro8CHp e CaYer152CHp

Rys. 46 Wyznaczanie masy czgsteczkowej zdenaturowanych biatek CaAro8CHp, CaAro9CHp,
CaYer152CHp na podstawie krzywej wzorcowej pasm biatkowych wzorca masowego PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder #SM1811

Mase czgsteczkowa pojedynczej podjednostki biatka rekombinantowego wyznaczono
na podstawie analizy bioinformatycznej (program ProtParam [Artimo i in. 2012], Roz. 4.1) oraz
przy pomocy elektrorforezy w warunkach denaturujgcych SDS-PAGE. Analizujgc wyniki
elektroforezy wyznaczono krzywg wzorcowg logMW=f(Rf) dla pasm biatkowych wzorca
masowego PageRuler Plus Prestained Protein Ladder #SM1811 (Rys. 46). Do otrzymanego
réwnania prostej podstawiono wspotczynniki ruchliwosci elektroforetycznej Ry wyznaczone dla
badanych biatek. Masy czasteczkowe wyznaczone dla pojedynczych podjednostek badanych
biatek przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE sg bardzo zblizone do wartosci wyliczonych

poprzez analize bioinformatyczng (Tab. 54).
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Tab. 54 Wyznaczone masy czgsteczkowe zdenaturowanych biatek rekombinantowych

Biatko CaAro8CHp | CaYerCHp CaAro9CHp
SDS-PAGE 55 + 9 kDa 48 + 2kDa 66 + 7 kDa
Analiza bioinformatyczna 55,5 kDa 47,3 kDa 59,6 kDa

Mase czgsteczkowg natywnych biatek wyznaczono przy pomocy filtracji zelowej i elektroforezy
w warunkach natywnych. Preparaty biatkowe oczyszczone przy pomocy chromatografii
metalopowinowactwa poddano filtracji zelowej wedlug procedury (Roz. 3.2.18). Dla biatka
CaAro8CHp uzyskano mase czasteczkowg réowng 74 + 8 [kDa]. Wynik elektroforezy
w warunkach natywnych zawiera dwa sygnaty odpowiadajgce masie 70 £ 11 [kDa] i 142 +
40 [kDa] (Tab. 55, Tab. 56). Biatko CaAro8CHp moze zatem wystepowaé zaréwno w formie

dimeru jak i monomeru.

Tab. 55 Wyznaczenie masy czgsteczkowej natywnych biatek rekombinantowych

M 1 M 2 M 3

KDa kDa T
1048 1048

720
720

480 -
480 - P—

22—
242
146 [ —
66— —

s

-

20 — 20 -

Analiza elektroforetyczna w warunkach natywnych
(Native-PAGE) oczyszczonych preparatow
biatkowych. 1 CaAro8CHp, 2 CaYerl52CHp, 3
CaAro9CHp. M wzorzec masowy The NativeMark
Unstained Protein Standard Invitrogen.

4-16% zel poliakrylamidowy, zestaw Sigma.

Wyniki uzyskane dla biatek CaYerl52CHp i CaAro9CHp sg podobne. Masa czasteczkowa
biatka CaYer152CHp wyliczona z chromatografii zelowej wynosi 63 + 6 [kDa] natomiast biatka
CaAro9CHp wynosi 79 + 8 [kDa] , wyniki w obu przypadkach sg zblizone do masy monomeru
(masa monomeru CaYerl52CHp wyliczona za pomoca analizy bioinformatycznej wynosi
47,3 kDa, a dla CaAro9CHp 59,6 kDa), natomiast opierajgc sie na wyniku z elektroforezy
natywnej stwierdzono przewage formy dimerycznej MW cayerisocrp = 97 * 27 [kDa], MW caaroschp
= 151 £ 23 [kDa] (Tab. 55, Tab. 56).

Réznice w okresleniu struktury oligomerycznej za pomocgy filtracji zelowej i elektroforezy
natywnej mogty byé spowodowane réznym czasem jaki uptyngt pomiedzy oczyszczaniem
a zadozowaniem préby oraz r6znym stezeniem biatka w analizowanym preparacie (mogty sie
wytworzy¢ nowe formy oligomeryczne), czutoscig zastosowanej metody. Natomiast rdéznice

dotyczgce wyliczonej masy czgsteczkowej badanego biatka za pomocg filtracji Zelowe;j
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a teoretycznie wyliczong masg pojedynczej podjednostki wynikaé moga ze zuzycia

zastosowanej kolumny Superdex 200 (niedoktadna analiza).

Tab. 56 Wyznaczone masy czgsteczkowe natywnych biatek rekombinantowych

Masa czasteczkowal/forma oligomeryczna
Nazwa biatka Filtracja zelowa*10% btedu | Native Page*15% bledu
CaAro8CHp 74 + 8 kDa / monomer 70 + 11 [kDa] /monomer
142 + 40 [kDa)/dimer
CaAro9CHp 79 + 8 [kDa] / monomer 151 + 23[kDal/dimer
CaYer152CHp | 63 £ 6 [kDa] / monomer 97 + 27 [kDa] /dimer

Wystepowanie aminotransferazy w formie monomeru nie jest znane w literaturze.
Alaninowe aminotransferazy z P. furious i C. maltosa sg dimerami [Umemura iin. 1994; Ward
i in. 2000]. Podobny rezultat uzyskano dla biatka ScAro8p oraz dla AmAA z T. thermophilus
(TtLysNp) czy ludzkiej a-aminotransferazy L-kinureninowej/L-a-aminoadypinowej Il (hKATIIp)
[Bulfer i in. 2013; Han i in. 2008b; Tomita i in. 2009]. Strukture dimeryczng przedstawiono tez
dla asparaginowych aminotransferaz z B. subtilis i E. coli [Smith i in. 1989; Sung i in. 1990].

4.3.5 Potwierdzenie zdolnosci wigzania PLP

Aminotransferazy nalezg do grupy enzymoéw, ktérych aktywnos$¢ uzalezniona jest od
obecnosci fosforanu pirydoksalu jako koenzymu. Celem sprawdzenia, czy badane enzymy
wigzg PLP wykonano widma absorpcyjne w zakresie od 300 do 550 nm. W tym bowiem
obszarze pojawiajg sie dwa charakterystyczne maksima widma absorpcyjnego PLP, przy
320 nm i 380 nm [Dr3ata i in. 2005].

wewnetrzna aldimina (1) (I gem-diamina (lIl)
~343 nm 325-340 nm

/Lys Enz .-LysEnz
HoN HaN -

zewnetrzna aldimina (1V) chinonoid (V) ketimina (M) PMP (M)
~410 nm 480-540 nm ~330 nm ~330 nm

Rys. 47 Schemat mechanizmu reakcji katalizowanej przez a-aminotransferaze L-a-aminoadypinowg
[na podstawie Karsten i in. 2011]

Bezposrednio po dodaniu PLP do préby z biatkiem CaAro8CHp zaobserwowano dwa piki
w widmie absorpcyjnym, przy 335 nm i 400 nm (Tab. 57). Po 15 min nastgpito przesuniecie piku

2335 nm na 350 nm sSwiadczgce o powstaniu niesprotonowanej wewnetrznej aldiminy
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(Rys. 47 1). Ta warto§¢ maksimum absorpcji rézni sie 0 6 nm od wartosci maksimum absorpc;ji
niesprotonowanej aldiminy tworzonej przez ScAro8p i PLP (344 nm) [Karsten i in. 2011].
Najczesciej jednak, warto§¢ maksimum absorpcji dla niesprotonowanej aldiminy jest blizsza
360 nm, tak jak w przypadku ludzkiej tyrozynowej aminotransferazy [Sivaraman i Kirsh 2006],
asparaginowej aminotransferazy z E. coli [Toneyi Kirsh 1993] czy aromatycznej
aminotransferazy z E. coli [Hayashi i in. 1993]. Forma niesprotonowanej wewnetrznej aldiminy
dla wymienionych aminotransferaz dominuje w wyzszym pH. Po 15 min od dodania PLP do
préby z biatkiem CaAro8CHp nastgpito réwniez przesuniecie maksimum piku z 400 nm do 420
nm. Zmiana ta jest spowodowana powstaniem sprotonowanej formy wewnetrzej aldiminy,
ketoenaminy (Rys. 47 Il). Zwigzany proton jest wspotdzielony pomiedzy iminowy azot i tlen O3’
koenzymu [Kallen i in. 1985]. Warto$¢ absorpcji dla tej formy wynosi 430 nm dla ludzkiej
tyrozynowej aminotransferazy [Sivaraman i Kirsh 2006], asparaginowej aminotransferazy
z E. coli [Toney i Kirsh 1993] i aromatycznej aminotransferazy z E. coli [Hayashi i in. 1993].

Uzyskane widma potwierdzajg wytworzone wigzanie pomiedzy enzymem CaAro8CHp i PLP.

Tab. 57 Widma absorpcyjne w zakresie 300 - 500 nm dla CaAro8CHp [1 mg mL'l] z PLP [0,1 mM] w 100
mM buforze fosforanowym o réznym pH w czasie 0 - 30 min

CaAro8CHp
pH 7 pH 7,5
=5 -
0.3 b 0.3 %
—-30 - 30
0.2 0.2
< <
0.1 0.1
0.0 0950 350 400 450 500
300 350 400 450 500
nm nm
pH 8 PLP pH 7
0.3 -0 0.3
- 15
- 30
0.2 0.2 388 nm
< <
325 nm

o4 0.1
0.0 0'guo 350 400 450 500 550

300 350 400 450 500

nm nm

Na widmach CaAro9CHp ze zwigzanym PLP znajdujg sie piki przy ~325 nm i ~ 400 nm
(Tab. 58). Widma te wygladajg praktycznie identycznie jak widmo dla wolnego PLP. Moze to
swiadczy¢ o obecnosci wolnego PLP w miejscu aktywnym enzymu. Takg sytuacje
zaobserwowata grupa Toney i Kirsh w przypadku asparaginowej aminotransferazy z E. coli
[Toney i Kirsh 1993]. W przypadku asparaginowej aminotransferazy z E. coli dopiero dodatek
donora grupy aminowej umozliwia zwigzanie PLP i zaobserwowanie powstania wewnetrznej

aldiminy [Toney i Kirsh 1993]. Dla CaAro9CHp dodatek donora grupy aminowej (kwasu L-a-
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aminoadypinowego czy kwasu L-glutaminowego) do preparatu z biatkiem i PLP nie umozliwit
zaobserwowania zwigzania PLP (brak przesuniecia absorpcji w kierunku wyzszych dtugosci fali
350 nm i 430 nm). Umozliwit natomiast obserwacje powstawania PMP, o czym $wiadczy wzrost
absorpcji przy 325 nm i spadek przy ~ 400 nm (Tab. 59). Jest to dowdd na to, ze enzym
CaAro9CHp katalizuje reakcje charakterystyczng dla aminotransferazy wykorzystujgc PLP.

Tab. 58 Widma absorpcyjne w zakresie 300 - 550 nm dla CaAro9CHp [1 mg mL'l] z PLP [0,1 mM] w 100
mM buforze fosforanowym o réznym pH w czasie 0- 30 min

CaAro9CHp
pH7 pH 7,5
0.20 . 0.20 -0
s 30
0.15{ 0.15
< 010 < 0.0
n.osV\L .
0.00 0.00
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
nm nm
pH 8 PLP pH 7
0.20 -0 0.3
- 30
0.15
0.2 388 nm
< 0.10 <
325 nm
0.1
0.05
0.00 0.0
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
nm nm

Po dodaniu donora grupy aminowej nie zaobserwowano zmian w widmie swiadczgcych

0 powstaniu wewnetrznej aldiminy z dwéch prawdopodobnych powodow:

e biatko CaAro9p miato juz w swojej strukturze zwigzang czgsteczke PLP, obraz widma
zaburzat wolny kofaktor PLP dodany do buforu podczas wykonywania badania. Tg teze
potwierdzajg wyniki krystalizacji biatka gdzie pomimo braku dodatku PLP do proby
krystalizacyjnej biatko wykrystalizowato ze zwigzanym PLP w centrum aktywnym
(Roz. 4.3.9.2),

e tak jak w przypadku asparaginowej aminotransferazy z E. coli [Toney i Kirsh 1993],
w miejscu aktywnym enzymu znajdowata sie niezwigzana czgsteczka PLP, a ze wzgledu
na zbyt duzy odstep czasu pomiedzy kolejnymi pomiarami (15 min) niemozliwa byta
obserwacja powstawania produktu posredniego reakcji (wewnetrzej aldiminy).

Widma PLP dla CaAro8CHp i CaAro9CHp mierzone w czasie po dodaniu Zrédta grupy
aminowej umozliwiajg zaobserwowanie powstawania PMP (Tab. 59) (Rys. 47, VII) czyli

przebiegu poczagtkowe] fazy reakcji charakterystycznej dla aminotransferaz. CaAro8CHp

znacznie szybciej przeksztatca PLP w PMP niz CaAro9CHp, niezaleznie od uzytego donora
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grupy aminowej i pH. Reakcja z kwasem L-glutaminowym katalizowana przez CaAro8CHp
zachodzi znacznie szybciej niz z wykorzystaniem kwasu L-a-aminoadypinowego czy
L-histydyny. CaAro9CHp najszybciej przeksztalca PLP w PMP w przypadku dodania
L-histydyny.

Tab. 59 Widma absorpcyjne w zakresie 300 - 550 nm dla CaAro8CHp i CaAro9CHp [po 1 mg mL'l] zPLP
[0,2 mM] w 100 mM buforze fosforanowym i 100 mM buforze Tris-HCI o r6znym pH w czasie 0- 60 min
z dodatkiem [1,5 mM] kwasu L-glutaminowego, kwasu L-a-aminoadypinowego lub L-histydyny

CaAro8CHp | CaAro9CHp
L-Glu
Bufor fosforanowy
0 % 03 =%
-30 - g
- 60
0.2 0.4
< <
pH7
0.1 0.1
0.0+ 0.0
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
nm nm
0.3 :105
- 30
- 60
0.2
<
pH 8
0.1;
300 350 400 450 500 550 o'goo 350 400 450 500 550
nm
nm
Bufor Tris-HCI
-0
-15 -0
0.3 -3 9. —15
- 30
0.2 02
<
pH8 | <
0.1 01
0.0
0.0 300 350 400 450 500 550
300 350 400 450 500 550
nm
nm
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Bufor Tris-HCI
- -0
—2 0.3 —1s
0.3 %0 -30
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pH 8
0.1
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L-His
- _
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0
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Zauwazono roznice w widmach wykonywanych w buforze fosforanowym i w buforze Tris-HCI
o pH 8. Biatko CaAro8CHp wytwarzalo PMP z udziatem L-Glu znacznie mniej efektywnie
w buforze Tris-HCI niz w buforze fosforanowym. Maksimum piku zostato przesuniete z ~400 nm
(bufor fosforanowy) do 415 nm (bufor Tris-HCI). Niewielkie réznice w szybkosci wytwarzania
PMP zauwazono réwniez dla biatka CaAro8CHp z udziatem L-AA. Biatko CaAro9CHp
katalizowato reakcje wytwarzania PMP z identyczng szybkoscig w obu buforach. Nie
wyjasniono widocznych réznic. W literaturze znany jest przypadek inhibicji hKATIp
w buforze Tris-HCI [Han iin. 2004]. Grupa Han zasugerowata, ze aminowa grupa czgsteczKi
Tris w $rodowisku zasadowym moze oddziatywaé z kompleksem enzym-PLP iobnizaé
aktywnosé aminotransferazowg hKATIp. Roéwniez dla hKATIp zauwazono przesuniecie
maksimum piku z 400 nm w buforze fosforanowym do 415 nm w buforze Tris [Han i in. 2004].
Wykonano réwniez widma absorpcyjne z dodatkiem aminooksyoctanu (AOA), inhibitora
aminotransferaz zaleznych od PLP [Preuss i in. 2013; Wallach 1961]. Z badan literaturowych
wynika, ze grupa aminowa AOA wigze sie kowalencyjnie z atomem C4A PLP i zapobiega
powstawaniu PMP [Markovi¢-Housley i in. 1996; Wybenga i in. 2012]. Wykonane widma
absorpcyjne potwierdzity, ze AOA blokuje reakcje katalizowane przez CaAro8CHp
i CaAro9CHp. Absorpcja przy 325 nm, swiadczgca o powstawaniu PMP w uzyskanych
widmach, po dodaniu AOA, jest stata w czasie i nizsza od absorpcji przy tej dlugosci fali dla
proby bez dodatku inhibitora (Tab. 60), Oznacza to, ze po dodaniu inhibitora AOA nastepuje

zahamowanie pierwszego etapu reakcji katalizowanej przez aminotransferazy.

Tab. 60 Widma absorpcyjne w zakresie 300 - 550 nm dla CaAro8CHp i CaAro9CHp [po 1 mg mL'l] z PLP
[0,2 mM] w 100 mM buforze fosforanowym pH 7,5 w czasie 0- 60 min z dodatkiem 1,5 mM kwasu
L-a-aminoadypinowego i 0,1 mM AOA
CaAro8CHp CaAro9CHp

=5 -0
0.4 =) 0.4 =5

- 60 - 60
- bez AOA, 60

- bez AOA 60

¥ .0
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
nm nm

Pomimo dodatku AOA do badanych préb, zaobserwowano powstanie niewielkich ilosci PMP.
Taka sytuacja zwigzana jest ze sposobem wykonania widm i oczyszczania biatek. Po pierwsze
zanim AOA zwigzato sie w mieszaninie reakcyjnej z PLP, enzym modgt juz w tym czasie
wykorzysta¢ czes¢ wolnego PLP znajdujgcego sie w prébie i wytworzyé PMP a po drugie, jak
pokazaty poézniejsze badania krystalizacyjne (Roz. 4.3.9.3), pomimo braku dodatku PLP
podczas wykonywania oczyszczania biatek, enzym mogt posiadaé juz zwigzang w swojej
strukturze czgsteczke PLP, ktorg wykorzystat do wytworzenia PMP. Uzyskany wynik dowodzi,
ze CaAro8CHp i CaAro9CHp sg enzymami PLP zaleznymi.

Nie wykonano widm absorpcyjnych dla biatek CaYer152CHp i CaYerl52Cp poniewaz:

118


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

e W niniejszej pracy charakteryzowano enzymy o aktywnosci a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej, a biatkko CaYer152Cp nie wykazywato takiej aktywnosci
(Roz. 4.3.6),

e aby zaobserwowac¢ zmiany w widmie absorpcyjnym podczas wigzania PLP do struktury
biatka nalezato zastosowaé wysokie stezenie enzymu w analizowanej probie (1 mg mL™).
Uzyskanie takiego stezenia biatka CaYer152Cp byloby bardzo czasochtonne (badz
niemozliwe) ze wzgledu na niski poziom nadprodukcji biatka i duze straty podczas
oczyszczania,

e biatko CaYerl52CHp nie wykazywato aktywnosci aminotransferazowej (Roz. 4.3.6).

4.3.6  Wyznaczenie parametréw kinetycznych

a-Aminotransferazy L-a-aminoadypinowe charakteryzujg sie zdolnoscig do katalizowania
reakcji z wykorzystaniem szerokiego spektrum substratéw (Tab. 1, Roz. 2.4). Biatko ScAro8p,
opisywane w literaturze jako aminotransferaza aromatyczna |, jest zdolne do katalizowania
reakcji w kierunku syntezy i rozktadu aminokwaséw aromatycznych [lraqui i in. 1998; Karsten
i in. 2011; Kradolfer i in. 1982], a takze katalizuje reakcje typowg dla a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej [Iraqui i in. 1998; Karsten iin. 2011; King i in. 2009]. Wykorzystuje wiele
ketokwaséw m.in. pirogronian, a-ketoglutaran, a-ketoadypinian [lraqui i in. 1998; Karsten
iin. 2011; King i in. 2009]. Natomiast ludzkie biatko hKATIIp katalizuje reakcje rozktadu kwasu
L-a-aminoadypinowego (jedna z reakcji w procesie rozkladu L-lizyny) a takze wykazuje
powinowactwo do kwasu kinurenowego [Han i in. 2008a; Passera i in. 2011].

Na podstawie zebranych informacji przeprowadzono charakterystyke badanych biatek
z C. albicans pod katem aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej, aromatycznej
aminotransferazy i kinureninowej aminotransferazy. Sprawdzono réwniez, czy wprowadzone
domeny oligoHis wptywajg na aktywnos$¢ badanych biatek. Wyznaczano Ky, (stata Michaelisa),
Vmax (Maksymalna szybkos$¢ reakgji), kia (Stata katalityczna, liczba obrotéw enzymu) oraz kyKy
! (wydajnos¢ katalityczna) mierzac predkosé poczatkowg reakcji przy réznym stezeniu jednego
substratu i przy statym, wysycajgcym stezeniu substratu drugiego. W celu sporzgdzenia krzywej
Michaelisa-Menten wykonywano pomiary dla co najmniej czterech réznych stezen substratu
i wykonywano co najmniej trzy powtérzenia pomiaru a uzyskane wyniki przedstawiono
w postaci wykreséw Lineweavera-Burka (Tab. 61). Uzyskane linie proste przecinajg o0$

rzednych w punkcie wyznaczajgcym Vinax |, @ 0$ odcietych w punkcie wyznaczajgcym Ku™.
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Tab. 61 Wyznaczanie parametréw kinetycznych wzgledem substratow a-aminotransferazy

L-a-aminoadypinowej. Przyktadowe wykresy Lineweavera-Burka, zaleznosci V‘lzf(Csubsna{l). V- predkosé

poczatkowa reakcji, Csubstrat - St€Zenie substratu, a-KA - kwas a-ketoadypinowy, a-KG- kwas
a-ketoglutarowy, L-Glu - kwas L-glutaminowy, L-AA - kwas L-a-aminoadypinowy

CaAro8p CaAro9p
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Parametry kinetyczne wyliczono z zastosowaniem programu GraphPad Prism.
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Tab. 62 Parametry kinetyczne badanych biatek z C. albicans. Akceptor grupy aminowej:10 mM kwas
a-ketoglutarowy. Uzyskane dane wyliczono z co najmniej trzech wykonywanych pomiaréw

Eﬁ?ﬁévﬁ’é}'py Parametr Jednostka CaAro8p CaAro8CHp | CaAro9p CaAro9CHp | CaYer152Cp

phe Ku mM 0,053 £ 0,003 | 0,049 0,003 | 4,761 % 1,166 | 4,602 £ 0,710 | 0,240 £ 0,024
Kiat Kt ™ pM T min 0,626 £ 0,023 | 0,696 0,024 | - 0,089 0,016 | -

LTyr Ky mM__ 0,091 £ 0,008 | 0,107 £ 0,008 | 2,806 £ 0,253 | 2,315£ 0,188 | 0,456 £ 0,121
K Kt pM T min 0,518 0,049 | 0,466 0,014 | - 0,157 £ 0,013 | -

L Trp Ku mM 1,677 0,282 | 1,455+0,164 | 1,806 £ 0,181 | 1,875+ 0,143 | 1,070 £ 0,182
Kier Kt pM T min 0,104£0,014 | 0,119£0,015 | - 0,192 0,018 | -

A Ku mM 0,016 £ 0,008 | 0,021+ 0,006 | 4,282 £ 1,057 | 4,584 £ 1,168 | nieaktywny
Kt Kt pM T min 1,479 £ 0,558 | 1,127 £0,307 | - 0,038 £ 0,004 | nieaktywny

s Ky mM 11,500 £2,425 | - - - -
Kyat Km UM min 0,015 + 0,003 - - - -

LKm Ku mM__ - 0,132+ 0,019 | - - -
Kyat Km UM min - 0,382 + 0,072 - -

*Preparaty enzymatyczne CaAro9p i CaYer152Cp byly zbyt niejednorodne ab

y wyliczyé parametr kiKm™. Parametr Ky

przeliczany jest na stezenie enzymu w probie, znane bylo natomiast stezenie wszystkich biatek w tych preparatach,
a nie stezenie enzymu.

Tab. 63 Parametry kinetyczne badanych biatek z C. albicans. Stezenie donora grupy aminowej: 5 mM.
Uzyskane dane wyliczono z co najmniej trzech wykonywanych pomiaréw.

Akceptor
grupy Parametr Jednostka CaAro8p CaAro8CHp CaAro9p CaAro9CHp CaYer152Cp
aminowej
Donor grupy aminowej: L-Glu
aKA Kwm li . 0,094 + 0,031 0,119 £+ 0,037 0,132+ 0,042 | 0,161 £ 0,021 | nieaktywny
Kiat K UM min 1,171+ 0,673 1,816 + 0,328 - 1,983 + 0,283 | nieaktywny
PhePi Kwm li . 0,017 + 0,004 0,014 + 0,002 - - nieaktywny
Kiat Km UM~ min 1,023 £ 0,24 1,245 + 0,216 - - nieaktywny
A-HPP Km li § 0,026 + 0,004 0,029 + 0,003 - - nieaktywny
Kiat Km UM~ min 0,967 £ 0,163 0,867 + 0,113 - - nieaktywny
Donor grupy aminowej: L-Phe
aKG Kwm li . - 5,192 + 0,712 2,918+ 0,486 | 2,118+0,188 | 2,752 + 0,564
Kiat Km UM min - 0,019 + 0,003 - 0,150 £ 0,011 | -
Pirogronian K li — - 359740538 | - = =
Kyat Km UM~ min - 0,015 + 0,003 - - -
Glioksylian K ml\/_ll — - 7,037+0648 | - ~ .
Kiat K UM min - 0,014 + 0,002 - - -
aKA Kwm L ml\/_l1 _ - 0,807 + 0,092 - - -
Kyat Km UM min - 0,404 + 0,053 - - -

Wykazano, ze biatka CaAro8p i CaAro9p katalizujg reakcje a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej tj. przeksztatcajg a-ketoadypinian i kwas L-glutaminowy do
a-ketoglutaranu i kwasu L-a-aminoadypinowego oraz katalizujg reakcje odwrotng, tzn.
rozktadajg kwas L-a-aminoadypinowy. Oba enzymy wykazujg powinowactwo do
L-fenyloalaniny, L-tyrozyny i L-tryptofanu. CaAro8p katalizuje reakcje z udziatem L-histydyny
i L-kinureniny oraz katalizuje reakcje rozktadu i syntezy aromatycznych aminokwaséw. Domena
oligoHis na C koncu nie zmienia parametrow kinetycznych biatka CaAro8p (uzyskane wartosci
sg bardzo podobne dla biatka CaAro8CHp i CaAro8p), co oznacza, ze wprowadzenie domeny
heksaHis nie wptywa na strukture przestrzenng kieszeni katalitycznej biatka. Mozna dzieki temu
zastosowaé szybszg i tanszg metode oczyszczania biatka CaAro8p stosujgc chromatografie
metalopowinowactwa. Wprowadzenie domeny oligoHis na C koncu biatka CaAro9p nie wptywa
na powinowactwo biatka do analizowanych substratow (wartosci Ky sg zblizone dla biatka
CaAro9CHp i CaAro9p). Biatko CaYer152CHp

enzymatycznie w badanych uktadach. Wprowadzenie domeny oligoHis na C koncu catkowicie

natomiast okazato sie nieaktywne

zaburzyto funkcje katalityczne biatka CaYer152Cp.

Biatko CaAro8p wykazuje najwyzszg efektywnosé katalityczng wzgledem kwasu
L-a-aminoadypinowego (L-AA) i a-ketoadypinianu (a-KA), wartosci efektywnosci katalitycznej

Kiat Kn* dla tych substratéw sg najwyzsze, a réznica miedzy nimi miesci sie w granicach btedu.
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Biatko CaAro8p wykazuje znacznie wyzsze powinowactwo wzgledem L-AA niz a-KA (o czym
swiadczg wartosci Ky, Kyi.aa = 0,016 £ 0,008 [mM], Kyaxa= 0,094 £ 0,031 [mM]) (Tab. 62, Tab.
63). Jednakze, warto wspomnie¢, ze parametr Ky nie informuje o efektywnosci katalizy,
a informuje tylko o powinowactwie wzgledem substratu. Substrat, dla ktérego zostat
wyznaczony niski parametr Ky, (wysokie powinowactwo), moze by¢ silnie wigzany w miejscu
katalitycznym enzymu, przez co reakcja katalityczna moze przebiega¢ wolniej. Na podstawie
tych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dominujgcg aktywnoscig in vitro biatka CaAro8p jest
aktywnos$é a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej (AmAA). Enzym ten katalizuje biosynteze i
degradacje kwasu L-AA zrowng efektywnoscig.Dla poréwnania, biatko ludzkie hKATIIp o
aktywnosci AmAA, ktore bierze udziat w degradacji L-lizyny, réwniez wykazuje wyzsze
powinowactwo do L-AA niz do a-KA ale wykazuje tez znacznie wyzszg efektywno$c¢ katalityczng
wzgledem L-AA. Roznice pomiedzy wartosciami tych parametréw dla L-AA i a-KA sg znacznie
wieksze (hKATIIp Ky Laa = 0,9+0,1 [MM], kit Kt oan = 196,2 [min mM™], Ky a.xa = 20,9 +5 [mM],
Kiat K™ aca = 13,9 [min mM ™)) [Han i in. 2009]. Nieduzo nizszg efektywnosé katalityczng biatko
CaAro8p wykazuje w stosunku do substratow niezbednych dla syntezy aromatycznych
aminokwasow fenylopirogronianu (PhePi) i 4 -hydroksyfenylopirogronianu (4-HPP). Natomiast
az o dwa rzedy wielkosci nizszg wartos¢ kg K™ otrzymano dla rozktadu L-histydyny,
pirogronianu, glioksylanu i a-KG. Enzym CaAro8p wykazuje tez najnizsze powinowactwo do
L-histydyny sposrod wszystkich badanych substratow (Tab. 62).

Biatko  CaAro9CHp  wykazuje  najwyzszg  efektywnos¢  katalityczng  wzgledem
a-ketoadypinianu. Uzyskana wartos¢ kg Ky 'axa dla biatka CaAro9CHp jest poréwnywalna
z wartosciami Kiae K™ Laa i Keat Kok biatka CaAro8p (Tab. 62, Tab. 63).. Az o rzad wielkosci
nizszg wartos$¢ Ky K™ uzyskano dla biatka CaAro9CHp wzgledem aromatycznych
aminokwaséw. Najwyzsze powinowactwo enzym CaAro9CHp wykazuje wzgledem a-KA,
nastepnie, L-Trp, L-Tyr, i na kohcu L-AA oraz L-Phe. Gtéwng aktywnoscig in vitro biatka
CaAro9p jest aktywno$¢ AmAA, a duza réznica wartosci parametrow kinetycznych wzgledem
a-KA i L-AA wskazuje na dominacje kierunku biosyntezy L-AA. Biatka CaAro9CHp
i CaAro8p/CaAro8CHp katalizujg reakcje z udziatem a-KA, L-Tyr i L-Trp z poréwnywalng
efektywnoscia (zblizone wartosci parametru kg Kyt Tab. 62, Tab. 63).

Biatko CaYer152Cp nie posiada aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej, nie
katalizuje tez syntezy aminokwasow aromatycznych. Wynik ten jest zaskakujgcy. Analogiczne
biatko z ScYerl52Cp S. cerevisiae wykazuje zdolnos¢ do tworzenia L-AA [King
i in. 2009]. Ponadto poréwnujgc sekwencje aminokwasowg biatka CaYerl52Cp z C. albicans
z AmAA z T. thermophilus (TtLysNp), H. sapiens (hKATIIp), B. taurus, i ScAro8p (Rys. 67)
stwierdzono, ze posiada ono kluczowe reszty aminokwasowe w centrum aktywnym
umozliwiajgce wigzanie tych substratow (tylko 2 odmienne reszty aminokwasowe na 8 istotnych
(Tab. 40)). Pomimo tak niewielkiej roznicy, zamiana reszty Tyr czy Phe w centrum aktywnym
znanych AmAA na reszte Leu124 w sekwencji CaYer152Cp z C. albicans moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla aktywnosci biatka CaYer152Cp. Grupa Rossi wykazata, ze wystarczy zmiana

tylko jednego aminokwasu Tyr142 w hKATIIp na Phe125 a powinowactwo enzymu zmienia sie
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znaczgco [Passera i in. 2011]. Ze wzgledu na duzg niejednorodno$s¢é preparatu
enzymatycznego CaYer152Cp, nie wyliczono statej katalitycznej ki, (parametr ki, przeliczany
jest na stezenie enzymu w prébie: w preparacie enzymatycznym CaYerl52Cp znane jest
stezenie wszystkich biatek w preparacie, a nie stezenie czystego enzymu), natomiast
efektywnos$¢ enzymu okreslono na podstawie parametru V ax KM'l. Najwyzszg wartos¢ Vax KM'1
uzyskano dla reakcji degradacji L-Phe. Natomiast z nizszg efektywnoscia CaYerl52Cp
katalizuje reakcje rozktadu L-Tyr i L-Trp (Vimax Ku 'Lpne = 0,030 % 0,026 [Min™], Vinax K™ Lryr =
0,014 + 0,003 [Min™], Viax Kn'irp = 0,014 % 0,001 [min™]) (Tab. 62, Tab. 63). Na podstawie
uzyskanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze biatko CaYer152Cp jest aminotransferazg
funkcjonujgca jedynie w kierunku degradaciji aminokwaséw aromatycznych.

Analizujgc dane literaturowe zauwazono, ze biatka CaAro9p i ScAro8p majg podobne
wiasciwosci katalityczne [Karsten iin. 2011]. Dominujgcg aktywnoscig tych enzyméw jest
aktywnos¢é w kierunku biosyntezy kwasu L-a-aminiadypinowego, a aktywno$¢ w kierunku
degradacji kwasu L-a-aminoadypinowego iaminokwasow aromatycznych jest na niskim
poziomie. W poprzednich latach, réwniez zespét Brunke zauwazyt, ze biatko CgAro9p
z C. glabrata odgrywa zblizong role do biatka ScAro8p a nie do biatka ScAro9p [Brunke i in.
2010]. Catkiem odmienne wyniki uzyskat natomiast zespét Urrestarazu, badajgc ekstrakty
bezkomérkowe mutantéw S. cerevisiae z usunietymi genami ARO8 bgdz ARO9 [Urrestarazu
i in. 1998]. Wynika z nich, ze faworyzowang reakcjg katalizowang przez ScAro8p jest rozktad
L-AA, nie za$ biosynteza L-AA jak by wynikato z wynikédw uzyskanych w badaniach in vitro
przeprowadzonych przez zespot Karsten [Karsten iin. 2011]. Biatko CaAro8p natomiast jest
biatkiem bardziej uniwersalnym. Wykazuje wysokg efektywnos¢ Kkatalityczng wzgledem
szerokiej liczby substratéw. Podobng wilasciwo$s¢ zauwazono dla biatka hKATIIp
[Haniin. 2008a].

4.3.7  OkreSlanie optimum pH dziatania enzyméw
Optymalne pH dziatania enzymow wyznaczono poprzez przeprowadzenie szeregu reakc;ji
degradacji L-Phe, L-Tyr, L-Trp z udziatem a-KG w réznym pH (Tab. 64).

Tab. 64 Poréwnanie szybkosci katalizowanej reakcji enzymoéw CaAro8p, CaAro9p i CaYerl52Cp
w roznym pH

CaAro8p CaAro9p
30004 - t-;’p 8004 - L-Trp
< L-Phe
- L-Tyr - L-Tyr
<500, * L-Phe
- - 600
2 2000 2 .
' -
£ 15004 s
£ £ 4004 .
2 =
c 10004 g
c
5004 2004
6 7 8 9 10 ~
pH 6 7 8 9 10
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Optymalne pH dziatania CaAro8p i CaYerl52Cp wyznaczono na 8, natomiast dla
CaAro9p na 8,5 (Tab. 64). W przypadku AmAA z S. cerevisiae optymalne pH wynosi 8,5
natomiast dla KAT z nerki wotowej i szczurzej wynosi 7 [Deshmukh i Mungre 1989; Matsuda
i Ogur 1969].

4.3.8 Inhibicja CaAro8p i CaAro9p

Sprawdzono wptyw potencjalnych inhibitoréw na aktywnos¢ biatek z C. albicans
0 aktywnosci a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej, CaAro8p i CaAro9p, w reakcji
degradacji L-Phe. Zgodnie ze wstepnymi zatozeniami badane enzymy sg potencjalnym celem
molekularnym w terapii przeciwgrzybowej. Sprawdzono wplyw analogéw substratow:
ketokwasow i potencjalnych donoréw grupy aminowej. Wybrano zwigzki réznigce sie dtugoscig
tancucha weglowego i miejscem wystepowania grupy keto od rzeczywistych substratow AmAA
(Rys. 48). Dane przedstawione w Tab. 65 wskazujg, ze aktywnos¢ biatka CaAro8p nie jest
hamowana przez obecno$¢ koncowego produktu szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego
ti. L-lizyne (brak regulacji enzymu na zasadzie sprzezenia zwrotnego) ani przez jej analog
L-kanawanine. Wykazano, ze stabymi inhibitorami enzymu sg L-norleucyna (wartos¢ stezenia
inhibitora powodujgcego obnizenie aktywnosci o 50%, 1Cso = 2,8 * 1,31 [mM]) i kwas
szczawiowy (ICs = 6,3 = 1,01 [mM]). Natomiast prekursor L-lizyny u bakterii, kwas
2,6-diaminopimelinowy i jego analog, kwas L-pipekolinowy, nie wykazujg aktywnosci hamujace;.
Enzym CaAro8p wykorzystuje jako substraty kwas a-ketomastowy i kwas glioksalowy (Tab. 65).
Ze wzgledu na zbyt wysokie wartosci ICsy dla L-norleucyny i kwasu szczawiowego nie

wyznaczano statej inhibicji (Kj).

Tab. 65 Wplyw analogéw substratéw CaAro8p na aktywnos¢ enzymu w reakcji degradacji L-Phe.
Do wyliczenia wartosci ICso uzyto programu GraphPrism

Zwiqzek I1Cs0
Kwas szczawiowy 6,3+1,01[mM]
L-Norleucyna 2,8+1,31 [mM]
L-Kanawanina Brak wptywu
L-Lizyna Brak wptywu
Kwas 2,6-diaminopimelinowy Brak wptywu
Kwas L-pipekolinowy Brak wptywu
Kwas a-ketomastowy Substrat
Kwas glioksalowy Substrat
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Kwas 2,6- diaminopimelinowy L-Kanawanina
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Ha,,
CHs
HO,C

L-Norleucyna
Rys. 48 Analogi substratéw AmAA i potencjalne donory grupy aminowej

Kwas a-ketomastowy i glioksalowy sg réwniez substratami dla ludzkiego enzymu

hKATIIp. Uzyskane przez grupe Han wartosci Ky dla tych ketokwaséw sg porownywalne

z wartoscig uzyskang dla kwasu a-ketoadypinowego [Han i in. 2008a]. Kwas a-ketomastowy

wykorzystywany jest tez jako substrat przez KAT ze szczurzej nerki [Buchli i in. 1995].

Co ciekawe, inaczej niz dla CaAro8p, L-norleucyna jest rowniez substratem KAT z nerki

szczurzej [Deshmukh i Mungre 1989].

Sprawdzono réwniez wptyw zwigzkéw o znanej zdolnosci inhibicyjnej

aminotransferaz: aminooksyoctan (AOA), cykloseryna (CS), jodek 1-metylo-4-fenylopirydyny

(MPP), sulfinocysteina (SC), kwas 3-nitropropionowy (NPA), 3-fosfonoalanina (AP-3), o-fosfo-L-
seryna (OPS) (Rys. 49) [Passera i in. 2011; Preuss i in. 2013] na aktywnos¢ biatka CaAro8p

w reakcji degradacji L-Phe. Wyznaczono wartosci ICsp oraz Kipoa (Tab. 66 Tab. 67).
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Kwas 3-nitropropi onowy 3-Fosfonoalanina o-Fosfo-L-seryna
(NPP) (AP-3) (OPS)

Rys. 49 Potencjalne inhibitory CaAro8p

Tab. 66 Zestawienie wartosci ICso dla badanych inhibitorow wzgledem CaAro8p. Wptyw inhibitorow
badany w reakcji degradacji L-Phe. Do wyliczenia wartosci ICso uzyto programu GraphPrism

Nazwa | 1Cso

AOA 96,29 + 3,15 [uM]

MPP 4,53 + 2,03 [mM]

NPA 10,78 * 1,66 [mM]

OPS 18,05 + 2,09 [mM]

o-Fosfo-L-seryna (OPS), 3-fosfonoalanina (AP-3), cykloseryna (CS) i sulfinocysteina (SC) nie
wykazywaty zadnego wptywu na aktywnos¢ biatka CaAro8p.Zwigzek AOA jest najbardziej
skutecznym inhibitorem biatka CaAro8p sposréd badanych (Tab. 66). Wartos¢ ICg, jest
najnizsza i wynosi 96,29 * 3,15 [uM]. Jeszcze nizszg wartos¢ 1Csy prawie o rzad wielkosci,
uzyskano dla zwigzku AOA wzgledem biatka CaAro9p, 11,51 £ 1,31 [uM]. Dla zwigzku AOA
wyznaczono wartoéci K; wzgledem L-fenyloalaniny (L-Phe) i a-ketoglutaranu (a-KG) oraz
okreslono rodzaj inhibicji (Tab. 67).

Wptyw wiekszoéci inhibitoréw i analogéw substratow sprawdzono gtéwnie na biatku
CaAro8p gdyz, jak wykazano we wczesniejszych badaniach (Roz. 4.2, Roz. 4.3.6), petni ono

najbardziej znaczaca funkcje w metabolizmie komorki.

Tab. 67 Zestawienie parametrow K;dla zwigzku AOA wzgledem CaAro8p i CaAro9p. Wptyw AOA badany
w reakcji degradacji L-Phe. Do wyznaczenia parametrow Ki uzyto programu GraphPrism

Stata inhibicji | Wykres | Rodzaj inhibicji
CaAro8p
0.008 WO02mM
A 001 mM
= 0,006 mM
e OmM
Kii-phre = 8,7 £ 1,3 [UM] Inhibicja mieszana
207 20 40 60 80 100
[s1”
-0.002
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Lol
A 0,00 mM
= 0,005 mM
e 0mM
Inhibicja
Kiaks = 35,9 2,0 [uM] niekonJ1petytywna
-1.0 25
-0.001 is1”
A 0,004 mM
¥ 0,008 mM
= 0,002 mM
e 0mM
Inhibicja
Kii-phe = 3,1 £ 0,4 [UM] kompeJtytywna
] 1.2
-0.0002: [s1*
Kig-ka Nie wyznaczono
4.3.9  Proby otrzymania form krystalicznych biatek CaAro8p i CaAro9p
Poznanie struktury Il rzedowej biatka moze przyczyni¢ sie do zrozumienia

funkcjonowania metabolizmu komorki czy mechanizmu reakcji katalizowanej przez enzym.
Znajomos$¢ struktury trzeciorzedowej biatka, moze utatwi¢ zaprojektowanie przestrzennej
struktury zwigzku wigzgcego sie z miejscem aktywnym enzymu. Zwigzek ten moze okazac sie
inhibitorem tego biatka a w przyszitosci sta¢ sie réwniez i lekiem.

Stosunkowo czesto najtrudniejszym etapem w badaniach struktury biatek metodg
rentgenograficzng jest uzyskanie krysztatéw odpowiedniej jakosci. Krystalizacja biatek to bardzo
ztozony proces. Trudnosci z uzyskaniem krysztatu biatka zwigzane sg z niezwyktg wiasciwoscig
tych makromolekut. Sg to duze, dynamiczne czasteczki zlozone z kilkku podjednostek,
elastyczne, raczej niestabilne chemicznie i fizycznie, wrazliwe na temperature czy hydratacje.
Wraz ze zmiang wtasciwosci srodowiska w jakim sie znajdujg zmieniajg sie rowniez wiasciwosci
czgsteczki biatka — tadunek, konformacja. Ponadto kazde biatko ma unikalny sktad
aminokwasowy a przez to specyficzne wtasciwosci fizyczne i chemiczne. Dlatego tez niewiele
informacji dostarczajg nam doniesienia o krystalizacji enzymu o sktadzie aminokwasowym
podobnym do badanego. Juz pojedyncza zmiana jednego z parametréw np. temperatury
wplywa na rozpuszczalno$é biatka, stopien tworzenia zarodka krystalizacji i wzrost krysztatu.
W celu poznania struktury biatka przy pomocy promieniowania rentgenowskiego potrzebny jest
krysztat, w ktorym czasteczki sg precyzyjnie zorientowane w przestrzeni. Ponadto wielkos¢
uzyskanego krysztatu powinna sie zawiera¢ pomiedzy 50 ym a 0,5 mm. Rozmiar krysztatu
wptywa na ilos¢ jednostek elementarnych co wigze sie z odpowiednim rozpraszaniem promieni
rentgenowskich oraz z uzyskaniem wyniku o dobrej rozdzielczosci. Roéwniez

upakowanie i jednorodnos¢ krysztatu wptywa na uzyskany efekt koncowy [Bergfors 1999].
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Wysoka rozdzielczo$¢ analizy rentgenograficznej pozwala na zlokalizowanie pojedynczych
atomoéw w strukturze biatka [Wiencek 1999].

Bezposrednio przed rozpoczeciem krystalizacji biatka warto poswieci¢ troche czasu na jak
najlepsze poznanie jego wtasciwosci na podstawie znanej sekwencji aminokwasowej. Mozna
wykona¢ szereg czynnosci utatwiajgcych pdzniejsze planowanie metodyki krystalizacji. Istniejg
programy, ktére klasyfikujg biatko w klasy krystalizacyjne. Na podstawie sekwenciji
aminokwasowej oraz dotychczasowych wynikéw krystalizacji innych biatek program wyznacza
parametry biochemiczne i biofizyczne a nastepnie przypisuje biatku odpowiednig klase
krystalizacji. Je$li ktérys z wyznaczonych parametrow biochemicznych jest niski, wowczas
prawdopodobienstwo uzyskania krysztatu drastycznie spada. Znalezienie danych dotyczacych
optymalnych warunkéw przechowywania, warunkdéw zachowania aktywnosci enzymu, pH
dziatania pozwolg na wstepne oszacowanie optymalnych warunkow pracy. Przed rozpoczeciem
krystalizacji nalezy sprawdzi¢ czy biatko w danych warunkach zachowuje swojg aktywnosé.
Wazne jest aby nastawiaé préby krystalizacyjne zaraz po oczyszczaniu. Diluzsze
przechowywanie moze wptywac¢ na niestabilnos¢ enzymoéw, utrate aktywnosci czy utworzenie
sie nowych form oligomerycznych. Dodanie do warunkéw krystalizacji substratéw, ligandéw,
jondéw metali potrzebnych do aktywnosci czy inhibitoréw enzyméw podobnych moze wptynaé na
stabilizacje badanego biatka i szybszy efekt uzyskania pozadanego krysztatu. Kluczowe
znaczenie w procesie krystalizacji ma réwniez czystos¢ preparatu biatkowego zaréwno pod
katem zawarto$ci zanieczyszczeh biatkowych, monodyspersyjnosci, homogennosci
postranslacyjnych modyfikacji czy obecnosci kwasoéw nukleinowych. Czysto$é preparatu
biatkowego oceniana ze wzgledu na obecno$¢ biatkowych zanieczyszczen powinna wynosié¢
wigcej niz 90%. Typowymi stosowanymi metodami oczyszczania sg chromatografia
powinowactwa nastepnie chromatografia jonowymienna w celu pozbycia sie kwaséw
nukleinowych ichromatografia wykluczania prowadzgca do uzyskania pojedynczej formy
oligomerycznej [Patric i in. 1999].

4.3.9.1 Analiza bioinformatyczna pod kgtem zdolno$ci do krystalizacji

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono proby krystalizacji biatek o aktywnosci
a-aminotransferazy  L-a-aminoadypinowej: CaAro8p i CaAro9p, natomiast dane
rentgenograficzne i ich wstepna analiza zostaty wykonane przez dr Kiliszek z zespotu prof.
Rypniewskiego z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu i promotora pomochiczego
w moim przewodzie, dr lwone Gabriel z Katedry Technologii Lekoéw i Biochemii Politechniki
Gdanskiej.
Znajgc sekwencje aminokwasowg CaAro8p i CaAro9p wykonano analize zdolnosci biatek do
krystalizacji i przypisano do odpowiedniej klasy krystalizacyjnej. W tym celu wykorzystano
program XtalPred [Slabinski i in. 2007b], ktéry poréwnuje biochemiczne i biofizyczne cechy
analizowanych biatek z odpowiadajgcymi rozktadami prawdopodobienstwa krystalizacji
obliczonymi z TargetDB [Chen i in. 2004]. Program analizuje wprowadzong sekwencje biatka
i przewiduje prawdopodobienstwo krystalizacji przypisujgc biatko do jednej z pieciu kategorii

krystalizacji: optymalnej, suboptymalnej, sredniej, trudnej oraz bardzo trudnej. Przewidywanie
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jest wykonywane przez potgczenie indywidualnych prawdopodobienstw krystalizacji w jeden
wynik. Jesli ktérys z wyznaczonych parametrow jest niski, prawdopodobienstwo krystalizaciji
drastycznie spada. Program analizuje 9 czynnikow sekwencji aminokwasowe;j:

o dtugosé sekwenciji,

e punkt izoelektryczny,

e indeks hydropatyczny GRAVY (suma wartosci hydropatii wszystkich aminokwaséw
podzielona przez dtugos¢ sekwencji aminokwasowej; stuzy do okreslania hydrofobowosci
biatka co przekfada sie na rozpuszczalnos¢),

e dtugos¢ najdtuzszego nieuporzadkowanego regionu,

¢ indeks niestabilnosci,

e przewidywany procent obecnosci formy kiebka statystycznego w drugorzedowej strukturze,

o los¢ reszt aminokwasowych uczestniczacych w tworzeniu przewidywanego kiebka
statystycznego,

e przewidywana obecnos¢ transmembranowych helis,

e procent insercji w dopasowaniu wielu sekwenciji (ang. multiple alignment).

Kazdy z tych parametréw byt przeliczany na prawdopodobienstwo krystalizaciji.
Wyniki uzyskane z programu XtalPred dla biatka CaAro8p:

1.. .10, 20, .30, .40, .50, LE80. . 7L, T0. ... 80, .80....%..100
1”1'SDI[‘"[—‘-,‘}!PQLI-lLI.QIIEq-{AR"'ISPL*’"IFffl’F"PaITFLGGGLPLS: fFPFE*"f E—'.:II—‘IPSFSEEI.:APIE.:ENJIIIE F*"-’.I—.I—.:ITEE:-QIELE

J110. J120. .130. .140. .150. L1680, L1170, J180....%..180....%..200
RQL"Y.:SIF.:SFEFT_ FI-’E-]I:__,HF'w'[-‘YEIT'“'J'f'E'waIIIEI—I\':SII_RIF‘"S[—"‘3TILTEEYIFSS.—T_ES;—_'[L EVNTVEVIMODEFGIIFEKLEELMS

L.210. .22 LaaFL. 230, L2400, ..250, .. 260, LELL270. LFLL280. ..280, L300
RW\-'EN[‘"[—“TLLTI“T.JHNPIaSSLS;—ERR-*’"I1’_'L;_"'-‘"Y:)FLIIE_\EPYfFI_k)’J':]"L'T[-’i)["__.-_REaPE"-&'ﬂ'l:)H:)EFL[CAL«"PQFIQL:)'\-"E.:RT';RLDSFQ*’

. *,.310....%..320....%,..330....%..340....%,.3580....%..360....%..370....%,.380....%,.390....%..400
VLAPGLRLGWIVEQKLLLERYVRLHEV SVENPSGLSEALANAL LRKRGH S Y LOWLIGLRAE Y THKROVAI DAL DO FVEPKEVSSENPEVAGMFFTVILDA

410, L4220, L4330, 440, 450, L4680, L4700, 480, 480,
S[-"HF*‘Y*"EFI_E:)I-‘L—"FE;—.I—T—]EV—I—’QGCLLEE KF[C’-‘:EGQSSI-‘F"‘[‘E[\ILPE—‘;NPSH[-’THIFFR..TYE—‘;AV[—‘L:" 'r_r'C-I_E—’F.:—’.I—'rR:EFaL

Rys. 50 Analiza sekwencji aminokwasowej CaAro8p pod wzgledem parametréw istotnych ze wzgledu na
zdolnos¢ do krystalizacji biatka. PETLE przewidziane na podstawie PSIPRED, HELISY przewidziane na
podstawie PSIPRED, B-KARTKI przewidziane na podstawie PSIPRED, REGIONY
NIEUPORZADKOWANE przewidziane na podstawie DISOPRED2, KLEBKI STATYSTYCZNE
przewidziane na podstawie COILS, HELISY BEONOWE przewidziane na podstawie TMHMM, PEPTYDY
SYGNALNE przewidziane na podstawie SignalP. Program: XtalPred [Slabinski i in. 2007b]

Tab. 68 Parametry krystalizacji biatka CaAro8p wyliczone przez program XtalPred z zaznaczonym
indywidualnym prawdopodobienstwem krystalizacji [Slabinski i in. 2007b]

Superhelisy Procent formy kighka statystycznego Ineleks GRAVY
2500 05 1000 05 800 - 0.6
0 43 700 -0.2 05
800 0.4 GO0 '
2000 0.4 233 gg
G600 A 0.3
1500 0.3 333 02
1000 p2 | 400 4 D.2 Lop g.l
200 4 0.1 ) T e - L i 4 )
(U -0 vm.—cc-—wm
o e EEEFEE sl ntaa el
i ™ o o 0O O o oo
= IR R e
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Rys. 51 Przypisanie klasy krystalizacji na podstawie cech biochemicznych i biofizycznych biatka CaAro8p.
Program: XtalPred[Slabinski i in. 2007b]
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Klasa krystalizacii

Rys. 52 Przypisanie klasy krystalizacji uwzgledniajgc wtasciwosci powierzchni makroczasteczki biatka
CaAro8p. Program: XtalPred [Slabinski i in. 2007b]
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Rys. 53 Wskaznik proporcji sukceséw do porazek krystalizacji biatka z podziatem na klasy krystalizaciji
[Slabinski i in. 2007a]

Na podstawie cech biochemicznych i biofizycznych biatko CaAro8p zostato
zakwalifikowane do 3 klasy zdolnosci do krystalizacji (skala 1-5). Oznacza to, ze biatko
CaAro8p z duzym prawdopodobienstwem (41%) tworzy krysztaty. Natomiast uwzgledniajgc
wiasciwosci powierzchni makroczgsteczki m. in. entropie tancuchéw bocznych aminokwaséw
na powierzchni biatka, hydrofobowo$¢, odpornos¢ powierzchni (istotng szczegdlnie przy
biatkach globularnych) biatko CaAro8p zostato réwniez zakwalifikowane do 3 klasy (duze
prawdopodobienstwo; skala 11 stopniowa).

Wyniki uzyskane z programu XtalPred dla biatka CaAro9p:

Ioo.%00. 1000 0% 20,3007 400 7 L 800 L B0 L L F L T L g *,o..90....7..100

........

*..180....%..180....%..200
VFLDDGDVILVEEFTFSEFLEFSCN

ETLESGKRLIDAVYEFFSNGLEF

Rys. 54 Analiza sekwencji aminokwasowej CaAro9p pod wzgledem parametrow istotnych ze wzgledu na
zdolnos¢ do krystalizacji biatka. PETLE przewidziane na podstawie PSIPRED, HELISY przewidziane na
podstawie PSIPRED, B-KARTKI przewidziane na podstawie PSIPRED, REGIONY
NIEUPORZADKOWANE przewidziane na podstawie DISOPRED2, KLEBKI STATYSTYCZNE
przewidziane na podstawie COILS, HELISY BEONOWE przewidziane na podstawie TMHMM, PEPTYDY
SYGNALNE przewidziane na podstawie SignalP. Program XtalPred [Slabinski i in. 2007b]
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Tab. 69 Parametry krystalizacji biatka CaAro9p wyliczone przez program XtalPred z zaznaczonym
indywidualnym prawdopodobienstwem krystalizacji [Slabinski i in. 2007b]
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Rys. 55 Przypisanie klasy krystalizacji na podstawie cech biochemicznych i biofizycznych biatka CaAro9p.
Program XtalPred [Slabinski i in. 2007b]
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Rys. 56 Przypisanie klasy krystalizacji uwzgledniajgc wtasciwosci powierzchni makroczasteczki biatka
CaAro9p. Program XtalPred [Slabinski i in. 2007b]

Na podstawie cech biochemicznych i biofizycznych przewidywana zdolno$¢ do
krystalizacji biatka CaAro9p wynosi 31% (klasa 4 w skali 1-5), a uwzgledniajgc wiasciwosci
powierzchni makroczgsteczki biatko to zostato zakwalifikowane do klasy 5. Co oznacza, ze
biatko CaAro9p trudniej tworzy krysztaty niz CaAro8p. Wedtug danych uzyskanych z XtalPred
kluczowe znaczenie dla klasyfikacji biatka CaAro9p miat najdiuzszy nieuporzgdkowany region

(niskie indywidualne prawdopodobienstwo krystalizacji).

4.3.9.2 Optymalizacja krystalizacji

Do otrzymania  krysztalu bialkka niezbedne jest uzyskanie preparatu
biatkowego o wysokiej czysto$ci >90%, rozumianej pod katem obecnosci kwaséw
nukleinowych, zanieczyszczen niebiatkowych i biatkowych. Wazne jest rowniez zachowanie
jednorodnosci konformacyjnej. Obecnos¢ oligomerdw, agregatéw, klasterbw moze negatywnie
wpltyngé na uzyskanie odpowiedniego krysztatu, mogg tworzy¢ sie wéwczas rézne skupiska
biatkowe, niespecyficzne oddziatywania, ktére uniemozliwig utworzenie zarodka krysztatu
[McPherson 1999]. Wzajemne oddziatywanie réznorodnych parametréw krystalizacji powoduje,
ze ciezko jest przewidzie¢ ich indywidualny wptyw na kohcowy efekt. Uzyskanie krysztatu wigze
sie z opracowaniem warunkOw zmniejszenia rozpuszczalnosci biatka w roztworze poprzez
modyfikacje rozpuszczalnika. Opiera sie to na wielokrotnym zmienianiu parametrow krystalizac;ji
badz metod krystalizacji. Rozpuszczalno$¢ musi zmniejsza¢ sie bardzo powoli, w przeciwnym
wypadku moze doj$¢ do wytrgcenia biatka. Ponadto nalezy uwaza¢ na przesycenie, na zbyt
duze stezenie biatka. Woéwczas moze dojs¢ do obecno$ci zbyt wielkiej ilosci zarodkéw
krysztatu, przez co, ze wzgledu na zbyt gwaltowny proces krystalizacji, wytworzg sie sklejone
agregaty.
Krystalizacji poddawano preparaty biatek o czystosci powyzej 95% (Tab. 70). Biatka typu
dzikiego oczyszczano przy pomocy chromatografii jonowymiennej (Roz. 3.2.16) natomiast
biatka z domeng fuzyjng heksaHis oczyszczano przy pomocy chromatografii
metalopowinowactwa (Roz. 3.2.15). W celu uzyskania wysokiej czystosci preparatu
jednorodnego konformacyjnie (optymalny stosunek oligomeréw) przeprowadzano ponowne

oczyszczanie przy pomocy chromatografii rozmiaréw wykluczajgcych (Roz. 3.2.17).
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Tab. 70 Sprawdzenie efektywnosci oczyszczania biatek rekombinantowych CaAro8p i CaAro9CHp

z wykorzystaniem chromatografii rozmiaréw wykluczajgcych przed krystalizacjg
kDa M 1 kDa M 2

250

250
130

130
100
100

70
70

55
55

35
35

25
25

15

M wzorzec masowy PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
#SM1811, 1 CaAro8CHp, 2 CaAro9CHp. Analiza elektroforetyczna
SDS-PAGE, 15% zel poliakrylamidowy, 20 V cm™ zelu.

Optymalizowano stezenie biatka dozowanego do kolumny Superdex 200 stosowanej do
chromatografii rozmiaréw wykluczajgcych. W wyzszych stezeniach biatko moze tworzy¢ rézne
formy oligomeryczne, co utrudnia uzyskanie preparatu jednorodnego konformacyjnie. Kazde
z poddawanych krystalizacji biatek (CaAro8CHp, CaAro8p, CaAro9CHp) tworzyto jedng forme
oligomeryczng w zakresie badanych stezen. Bezposrednio przed nastawianiem prob
krystalizacyjnych filtrowano preparaty biatkowe przez filtr Amicon Ultra Centrifugal Filters 0,5
mL z punktem odciecia 10 kDa w celu pozbycia sie zanieczyszczeh i powstatych agregatow
biatkowych.Biatka poddawane krystalizacji znajdowaty sie w buforze, w ktérym przeprowadzana
byta chromatografia rozmiaréw wykluczajgcych, 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl. Biatka
najczesciej krystalizujg w fizjologicznym pH, w takich warunkach zmniejsza sie¢ mozliwosé
wystapienia zjawiska denaturacji. Warto tez wspomnie¢, ze nie ma zwigzku pomiedzy pl biatka
apH krystalizacji, czasami zmiana pH o0 0,1 jednostki powoduje zahamowanie procesu
zarodkowania [Ries-Kautt i Ducruix 1992; Zeppezauer 1971]. Proby do krystalizacji nastawiano
tego samego dnia, bgdz dzien pézniej (wéwczas biatko bytlo przechowywane w 4°C).
Krystalizacje nastawiano w temperaturze pokojowej. Jest to najczesciej stosowana temperatura
do krystalizacji. Temperatura ma wptyw na rozpuszczalno$é biatka, nizsza prowadzi do
zwolnienia procesu narastania krysztatu i umozliwia uzyskanie bardziej uporzgdkowanej
struktury [Pusey i Gernert 1988].

Optymalizowano réwniez metode krystalizacji. Proby nastawiano z zastosowaniem metody
kropli wiszgcej badz kropli siedzacej (Rys. 57, Rys. 58). Nastawianie préb z zastosowaniem
metody kropli wiszgcej wymaga zastosowania wiekszej ilosci warunku do krystalizacji, trwa
diuzej, ale umozliwia uzyskanie wiekszych krysztatéw. Natomiast metoda kropli siedzgcej
umozliwia automatyzacje procesu, umozliwia sprawdzenie wiekszej ilosci warunkéw w krotszym

czasie, jest bardziej ekonomiczna. Proby krystalizacyjne nastawiano recznie badz
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z zastosowaniem robota do krystalizacji typu Gryphon Art. Robbinson w Pracowni Instytutu

Chemii Bioorganicznej (PICBio) PAN w Poznaniu.

Tasma Szkielko nakrywkowe
\_j Smar
silikonowy
Biatko

+ rezerwuar

Rys. 57 Schemat krystalizacji biatka metodg Rys. 58 Schemat krystalizacji biatka metodg kropli
kropli siedzgcej wiszacej

Krystalizacje nastawiano dla réznego stezenia biatka miedzy 5 a 30 mg mL™. Biatka w tym
zakresie stezen byty stabilne i nie ulegaly wytrgceniu. Proby krystalizacyjne nastawiano
w réznych stosunkach preparatu biatkowego do rezerwuaru 1:1, 2:1, 1:2. Wykorzystywano
gotowe zestawy do krystalizacji, m. in. Hampton Research Index, Crystal Screen, Crystal
Screen 2, PEG lon Screen, Grid Screen, MDL Morpheus | i Il, Clear Strategy Screen | i Il,
JCSG. Nastawiono 215 tys. prob. Krystalizacji poddawano biatka CaAro8CHp, CaAro8p,
CaAro9CHp. Uzyskano krysztaty dla wszyskich enzymoéw. Na poczatku do krystalizacji wybrano
biatka zawierajgce domene heksaHis, ktéra umozliwia szybsze i tatwiejsze oczyszczanie. Dzieki
takiemu podejsciu mozna bylo uzyska¢ duzg czysto$¢ preparatu biatkowego, duze stezenie
biatka w probie oraz mozna byto tego samego dnia nastawi¢ préby krystalizacyjne. Podjeto
préby lecz nie optymalizowano krystalizacji biatka CaAro9p poniewaz uzyskano krysztaty
o dobrej rozdzielczosci dla biatka CaAro9CHp.

Biatko CaAro8CHp krystalizowato w warunku z zestawu Hampton Grid Screen 2,9 M
malonian sodu pH 6 oraz w warunku z zestawu Hampton Index 0,2 M siarczan litu, 0,1 M
HEPES pH 7,5, 25% w/v PEG 3,350 (Rys. 59, Rys. 60).

Rys. 59. Krysztaty CaAro8CHp, metoda Rys. 60 Krysztaty CaAro8CHp, metoda
kropli siedzgcej 2,9 M malonian sodu pH 6 kropli siedzgcej 0,2 M siarczan litu, 0,1 M
HEPES pH 7,5, 25% w/v PEG 3350
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Uzyskane krysztaty rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci =3A. Taki
wynik umozliwiat jedynie na okreslenie ogdinej struktury biatka, niemozliwe byto okreslenie
sekwencji aminokawsowej (Rys. 61). Dazono wiec do uzyskania krysztatu biatka, ktory
rozpraszatby promieniowanie rentgenowskie do rozdzielczosci <2A. Optymalizowano stezenie
preparatu biatkowego, pH warunku, stosunek preparatu biatkowego do rezerwuaru, sktad
warunku. Stosowano tez dodatek ligandéw i substratéw (PLP, a-KG, L-Phe, L-AA, PhePi), ktére
mogg stabilizowaé strukture enzymu, powodowaé zmiane konformacji czy spowodowaé
potgczenie sie dwoch podjednostek enzymu [Patric i in. 1999]. Dla biatka CaAro8CHp nie
uzyskano jednak lepszego wyniku.

1.5A : 1A 0.65A

Rys. 61 Rysunek obrazujgcy mapy gestosci elektronowej w czgsteczce biatka obliczone na podstawie
danych o réznej rozdzielczosci [Wlodawer i in. 2008]
Podjeto prébe krystalizacji biatka CaAro8p. Biatko krystalizowato w warunku firmy Hampton
0,2 M chlorek magnezu, 0,1 M Bis-Tris pH 5,5, 25% w/v PEG 3350. Uzyskano rozdzielczos¢
<2 A (Rys. 62).

Rys. 62 Krysztaty CaAro8p, metoda kropli siedzacej, 4,5 mg mL™ biatka, 0,2 M chlorek magnezu, 0,1 M
Bis-Tris pH 5,5, 25% w/v PEG 3350
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W celu poznania struktury centrum aktywnego enzymu stosowano do krystalizacji
dodatek ligandéw i substratow (PLP, a-KG, L-Phe, L-AA, PhePi). Uzyskano dane
rentgenograficzne z dwdch krysztatéw biatka CaAro8p:

e bez zwigzanych ligandéw w strukturze (rozdzielczosé 1,96 A),

e ze zwigzanym PLP i PhePi (rozdzielczo$¢ 1,80 A).

Zwigzane ligandy wprowadzano do struktury krysztatu poprzez: nasgczanie juz powstatego
krysztatu (dodanie roztworu ligandu do kropli z krysztatem) badz kokrystalizacje (wykonywang
przez promotora pomochiczego w moim przewodzie dr lwone Gabriel w PICBio PAN w
Poznaniu).

Dla biatka CaAro9CHp uzyskano krysztaty w trzech podobnych warunkach z zestawu
MDL Morpheus zawierajgcych 0,06 M chlorek magnezu, 0,06 M chlorek wapnia 12,5% v/v MPD
(2-metylo-2,4-pentanodiol), 12,5% PEG 1000, 12,5% w/v PEG 3350 rdznigcych sie rodzajem
i pH buforéw: 0,1 M imidazol-MES pH 6,5, 0,1 M HEPES-MOPS pH 7,5, 0,1 M Tris-BICINE,
pH 8,5 (Rys. 63).

.

Rys. 63 Krysztaty CaAro9CHp, metoda kropli siedzacej, 9 mg mL™ biatka, 0,06 M chlorek magnezu, 0,06
M chlorek wapnia, 12,5% v/iv MPD (2-metylo-2,4-pentanodiol ), 12,5% PEG 1000, 12,5% w/v PEG 3350 A.
0,1 M imidazol-MES pH 6,5, B. 0,1 M HEPES-MOPS pH 7,5, C. 0,1 M Tris-BICINE, pH 8,5

Uzyskano dane rentgenograficzne z dwdch krysztatow biatka CaAro9CHp:

e ze zwigzanym PLP (rozdzielczo$¢ 2,23 A),

e ze zwigzanym PLP, PhePi i L-AA (rozdzielczo$¢ 2,60 A),

w warunku z 0,1 M Tris-BICINE, pH 8,5.

Krysztaty pojawiaty sie w ciggu tygodnia od nastawienia prob do krystalizacji. Biatko
CaAro9CHp wykrystalizowato ze zwigzanym PLP pomimo braku dodatku tego ligandu do proby
krystalizacyjnej. Podobng sytuacje zaobserwowata grupa Bulfer w przypadku biatka ScAro8p
[Bulfer i in. 2013]. Czasteczka PLP pochodzi z zasobéw komorki gospodarza, $wiadczy to o

silnym wigzaniu PLP do czgsteczki biatka CaAro9CHp.

4.3.9.3 Podsumowanie wynikoéw krystalizacji

Tab. 71 Wstepna charakterystyka uzyskanych krysztatéw biatek rekombinantowych CaAro8p
i CaAro9CHp

CaAro8p +PLP, CaAro9CHp +PLP,
CaAro8p Phopi p CaAro9CHp +PLP | SPCi0™ AK
Rozdzielczosé (A) 1,96 1,80 2,23 2,60
Riaktor (%0) 0,1820 0,1678 0,1736 0,2036
Riree (%) 0,2449 0,2212 0,2376 0,2710
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CaAro8p +PLP,

CaAro9CHp +PLP,

CaAro8p PhePi CaAro9CHp +PLP PhePi, L-AA
RMSDs diugos¢ 0,0178 0,0197 0,0147 0,0121
wiazania (A)
RMSDs kat wiazania (°) | 1,8659 1,9773 1,7136 1,5747
0,06 M MgCl, 0,06 M MgCl,
0,06 M CaCl,, 0,06 M CaCl,, 0,1
0,1 M Tris: BICINE, | M Tris : BICINE, pH
Srodowisko 0,2M MgCls, 0,2M MgCly, pH 8,5, 12,5% viv | 8,5, 12,5% viv MPD
krystalizaci 0,1M Bis-Tris, 25% | 0,1M Bis-Tris, 25% | MPD (2-Methyl-2,4- | (2-Methyl-2,4-

PEG 3350, pH5,5

PEG 3350, pH5,5

pentanodiol),
12,5% PEG 1000,
12,5% wiv PEG
3350

pentanodiol ),
12,5% PEG 1000,
12,5% wiv PEG
3350

Stezenie biatka 4,5mgmL™ 8 mgmL* 9,5mgmL* 9,5mgmL*
. tancuch A: LLP
tancuch A: LLP . ’
. . . tancuch A: LLP L-AA
Ligandy w strukturze Brak Lancqch B: PLP, tancuch B: LLP tancuch B: LLP,
PhePi )
PhePi
L 0,35 mM PLP . 0,3 mM L-AA
Stezenie ligandu - 0.33 mM PhePi Nie dodawano 0.3 mM PhePi
Struktura . . . .
oligomeryczna Dimer Dimer Dimer Dimer
Czasteczki
rozpuszczalnika Bis-Tris Bis-Tris, Tris MPD MPD, Bicine

w strukturze

W obu krysztatach biatka CaAro8p zwigzana zostata czgsteczka Bis-Tris pochodzaca z buforu
do krystalizacji (Tab. 71). Po wykrystalizowaniu jeden z krysztatéw CaAro8p nasgczono PLP
i PhePi. W fancuchu A zaobserwowano wigzanie pomiedzy Lys300 a PLP (LLP) (Rys. 64)
natomiast w tancuchu B zaobserwowano strukture ketiminy PLP i L-Phe, ktéra mogta powstac
np. z powodu zanieczyszczenia PhePi fenyloalaning badz wykorzystaniem przez enzym
aminokwasu pozostatego w prébie po dezintegracji komérek E. coli. W tym samym krysztale
oprécz Bis-Tris zwigzana zostata czgsteczka Tris pochodzgca z buforu stosowanego do

oczyszczania biatka.

Lys Enz
| 0
s =N s OH fis
Y
HO._/ pa ,,,F’KO . OH
70 —~ 0
0 =
o N
N
LLP PLP

Rys. 64 Struktury PLP i PLP zwigzanego z L-Lys enzymu (LLP)

W obu krysztatach CaAro9CHp oba tahcuchy zawierajg zwigzang czgsteczke PLP z Lys340
(LLP) (Tab. 71). W krysztale, z ktérym przeprowadzana byta kokrystalizacja, tahncuch A
dodatkowo zwigzat czasteczke kwasu L-a-aminoadypinowego, natomiast tahcuch B
fenylopirogronian. Zaobserwowano ponadto tylko jedng reszte L-His z domeny histydynowej.
Wigzanie przez jedno biatko dwdch réznych substratéw swiadczy o konformacyjnej asymetrii
dimeru. Podobng sytuacje zaobserwowano dla ScAro8p gdzie jeden fancuch zwigzat LLP
natomiast w drugim znajdowata sie czasteczka PMP [Bulfer i in. 2013] czy w glutamino -1 -

semialdehydowej aminomutazie (GSAM) z Synechococcus [Hennig i in. 1997]. Asymetryczne
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miejsca aktywne bagdz poét asymetryczne zostalty roéwniez opisane dla alaninowej
i asparaginowej aminotransferazy [Harris i Bayley 1975; Burnett i in. 1980].
Wszystkie uzyskane struktury sg obecnie udokfadniane, wiec przedstawienie

koncowych struktur nie jest jeszcze mozliwe.

4.4 Dyskusja

Istotnym elementem  przezywalnosci mikroorganizméw jest zdolnos¢ do
wykorzystywania réznorodnych sktadnikéw odzywczych w celu pozyskania azotu i wegla,
pierwiastkéw niezbednych do prawie wszystkich biosyntetycznych proceséw. Gtdwne patogeny
grzybowe w procesie ewolucji wyksztatcity odmienne szlaki metaboliczne umozliwiajgce im
bytowanie w niesprzyjajgcych warunkach. C. albicans wyréznia sie unikalng zdolnoscig
przetrwania, moze wykorzystywac¢ 20 podstawowych aminokwaséw jako zrédto azotu [Brunke
i in. 2014]. Mozliwo$¢ ta jest jednym z czynnikdw wirulencji tego drobnoustroju. Ten
fakultatywny patogen moze istnie¢ jako komensal jamy ustnej, przewodu pokarmowego i drég
moczowo-ptciowych, ale moze tez by¢ obecny w innych zewnatrzkomorkowych (obieg krwi,
tkanki) i wewngtrzkomérkowych mikrosrodowiskach (wnetrze uszkodzonych komoérek nabtonka
i $rédbtonka) [Brock 2009]. Unikalna zdolnos¢ C. albicans do wykorzystywania réznorodnych
aminokwasoéw jako zrodio azotu moze by¢ zwigzana z aktywnoscig aminotransferaz.

W niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowano pie¢ genéw kodujgcych enzymy
0 potencjalnej aktywnosci aminoadypinowej/aromatycznej aminotransferazy AROS8, AROQ9,
BNA31, BNA32, YER152C. Przedstawione badania wykazujg, ze enzymy Aro8p i Aro9p petnig
inna role w metabolizmie komoérki C. albicans niz w S. cerevisiae czy C. glabrata. Szczep
C. albicans Aaro8 Aaro9 nie jest auksotroficzny wzgledem Zadnego aminokwasu, podczas gdy
usuniecie gendéw ARO8 i ARO9 w S. cerevisiae powoduje auksotrofie wzgledem aminokwaséw
aromatycznych [Urrestarazu i in. 1998] (schemat podsumowujgcy wptyw delecji genéw AROS8
i ARO9 na szybko$¢ wzrostu analizowanych szczepdw Rys. 65).
Usuniecie genu ARO8 bgdz ARO9 w komoérce C. albicans nie powoduje zaburzenia wzrostu
tego szczepu na pozywce YNB z L-Phe czy L-Trp, a nieznaczne réznice w poziomie wzrostu w
stosunku do szczepu referencyjnego zaobserwowano na pozywce YNB z L-Tyr (Rys. 36).
Catkiem odmienng sytuacje podajg dane literaturowe dla C. glabrata. Mutant CgAaro8 rosnie
bardzo wolno na wszystkich tych pozywkach, natomiast szczep CgAaro9 wykazuje niewielkie
opdznienie wzrostu w stosunku do szczepu referencyjnego. Mutant CgAaro8, w poréwnaniu do
szczepu referencyjnego, mniej efektywnie wykorzystuje tez L-histydyne i L-metionine jako
zrédto azotu [Brunke i in. 2010]. Dane literaturowe podajg, ze mutant S. cerevisiae Aaro8 jest
niezdolny do wzrostu na pozywce YNB z L-Trp, L-Tyr, L-Phe, L-Kyn, podczas gdy mutant Aaro8
Aaro9 jest dodatkowo auksotroficzny wzgledem L-Met [Iraqui i in. 1998; Urrestarazu i in. 1998].
Potwierdzono wytgcznosé biatek ScAro8p i ScAro9p w roli aromatycznych aminotransferaz
w komoérce S. cerevisiae [Urrestarazu i in. 1998]. Grupa Urrestarazu zasugerowata, ze ScAro8p
z S. cerevisiae peini istotng role w biosyntezie L-Phe i L-Tyr, a ScAro9p jest gtdwnie

odpowiedzialne za degradacje L-Trp. W przypadku zaburzenia funkcjonowania biatka ScAro8p
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z S. cerevisiae, ScAro9p przejmuje jego role w biosyntezie L-Phe i L-Tyr [Urrestarazu
iin. 1993].

Aaro8 Aaro9
B C albicans
L-Tyr B C. giabrata [1, 2] L-Ty
L-Tr B S cerevisize [3, 4] Il_-FTI:g
L-Me
L-Lys
L-His

L-Ty:
L-Trp:
L-Phe
L-Me
L-Lys
L-His

L-Ty
L-Trp:
L-Phe
L-Mat:
L-Lys
L-His

0 20 40 &0 B0 100 0 20 40 60 B0 100

% wzrostu wzgledem szczepu dzikiego % wzrostu wzglgdem szczepu dzikiego

Aaro8 Aaro9 Szczep dziki

L-Tyr: L-Ty

L-Trp4 L-Trp
L-Phe L-Phe
L-Met: L-Met:
L-Lys: L-Lys
L-His: L-His:

L-Ty
L-Trp
L-Phe
L-Met:
L-Lys
L-His

Brak danych

L-Tyr L-Ty
L-Tr| L-Trp
L-Phe L-Phe
L-Met: L-Me
L-Lys L-Lys
L-His L-His

0 20 40 60 80 100 0 20 40 &0 80 100
% wzrostu wzgledem szczepu dzikiego % wzrostu wzglgdem szczepu dzikiego

Rys. 65 Poziom wzrostu szczepdw delecyjnych Aaro8, Aaro9, Aaro8 Aaro9 i szczepu dzikiego C. albicans,
C. glabrata, S. cerevisiae na pozywce minimalnej YNB z réoznym zrédiem azotu. Opracowanie na
podstawie wynikdw wtasnych oraz literatury [1, 2] Brunke i in. 2010, Brunke i in. 2014, [3, 4] Iraqui i in.
1998, Urrestarazu i in. 1998
Biatko CgAro8p z C. glabrata jest rowniez kluczowe w degradacji L-Trp. Szczep CgAaro8 jest
praktycznie niezdolny do wzrostu na pozywce YNB z L-Trp jako jedynym Zzrédiem azotu,
ponadto usuniecie genu ARO8 powoduje zahamowanie pigmentacji na pozywce
z tryptofanem, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wirulencji C. glabrata [Brunke i in. 2010].
Pigmentacja bowiem pozwala na zabezpieczenie komorki grzyba przed reakcjg obronng
organizmu. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazujg natomiast, ze
aminotransferazy CaAro8p, CaAro9p z C. albicans nie sg kluczowe w degradacji tryptofanu,
gdyz mutanty pozbawione tych enzymoéw nie wykazujg zadnego defektu wzrostu na pozywce
minimalnej z tym aminokwasem. Ponadto niska warto$¢ ki Kot uzyskana dla enzymoéw

CaAro8p i CaAro9p wzgledem L-Trp, moze wskazywac na istnienie innych aminotransferaz
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w komorce C. albicans odpowiedzialnych za utylizacje L-Trp, ktére wykazujg wyzszag
efektywnos$¢ katalizowanej reakcji. Biatko CaBna3p nie jest jednak jednym z nich. Szczepy
Calbna31, CaAbna32 czy CalAaro8Abna31Abna32 rosng na pozywce YNB z L-Trp identycznie
jak szczep dziki. Te obserwacje dowodzg, ze przy wyzszym stezeniu L-Trp w komorce
(milimolarnym), biatka CaAro8p i CaAro9p wspomagajg degradacje tego aminokwasu,
natomiast gtéwng role w utylizacji L-Trp petni niezidentyfikowana dotad aminotransferaza.
Tasama  aminotransferaza moze by¢  zaangazowana w  biosynteze  Trp.
W drozdzach piekarniczych tryptofan jest metabolizowany poprzez dwie drogi: szlak Ehrlich
prowadzgcy do uzyskania indolo-3-etanolu (typowy dla metioniny, aromatycznych
aminokwasoéw i rozgatezionych aminokwasow, w ktorym pierwszy krok katalizowany jest przez
ScAro8p i ScAro9p) [Hazelwood i in. 2008] lub przez szlak kinurenowy prowadzgcy do
uzyskania NAD" [Panozzo i in. 2002]. Biatko CaBna3p w C. albicans (tak jak i inne przebadane
aminotransferazy) nie jest samodzielnie odpowiedzialne za biosynteze, czy degradacje
ktéregokolwiek z biatkowych aminokwaséw, a badania fenotypu uzyskanych mutantéw nie
pozwolity na zrozumienie jego roli w komérce. CaBna3p, tak jak ScBna3p, jest prawdopodobnie
zaangazowane w szlak kinurenowy transformacii tryptofanu do NAD", jednakze CaBna3p nie
bierze udziatu w biosyntezie zadnego biatkowego aminokwasu. Pomimo obecnosci genu BNA3
w dwoch kopiach BNA31 i BNA32 w genomie C. albicans, przeprowadzone testy nie wykazaty
istotnej roli biatka w metabolizmie komoérki. Réwniez w S. cerevisiae rola biatka ScBna3p nie
jest do konca jasna. Biatko ScBna3p byto poczatkowo traktowane jako formamidaza
N -formylokinureninowa (FKF) katalizujgca drugi krok szlaku kwasu kinurenowego [Panozzo
i in. 2002], ale pdzniejsze badania wykazaty, ze wykazuje ono funkcje KAT [Wogulis i in. 2008]
oraz moze katalizowa¢ reakcie AmAA [King i in. 2009] Badania fenotypu mutantéw
S. cerevisiae pozbawionych genu BNA3 dowodzg istnienie innych biatek w komérce
posiadajgcych aktywnos¢ KAT [Panozzo i in. 2002]. Badania grupy Urrestarazu (1998)
wykazujg, ze role te mogg petni¢ biatka ScAro9p i ScAro8p. Z kolei badania dotyczace regulacji
szlaku biosyntezy NAD" z S. cerevisiae dowodzg powigzanie biatka ScBna3p z innymi szlakami
metabolicznymi [Bedalov i in. 2003].
Badania fenotypu wykazaty, ze enzymy CaAro8p, CaAro9p, CaBna3p, CaYer152Cp nie petnig
gtéwnej roli w szlaku degradacji czy biosyntezy rozgatezionych aminokwasow, L-Leu, L-lle
i L-Val. Skonstruowane mutanty z usunietymi genami ARO8, ARO9, BNA31, BNA32, YER152C
nie wykazujg defektu wzrostu na pozywkach minimalnych gdzie jedynym Zzrédtem azotu sag
wspomniane aminokwasy. Inaczej jest natomiast w komérce S. cerevisiae. Usunigcie genow
ARO8 i ARO9 z genomu drozdzy piekarniczych powoduje spowolnienie ich wzrostu na pozywce
Z jedynym zrédiem azotu w postaci leucyny [Urrestarazu i in. 1998]. Natomiast szczep
T. thermophilus AlysN, z usunietym enzymem TtLys4Np o aktywnosci AmAA, rosnie wolniej od
szczepu dzikiego na pozywce minimalnej a dodatek leucyny, izoleucyny lub waliny do pozywki
powoduje zwiekszenie szybkosci wzrostu mutanta [Miyazaki i in. 2004].

W organizmach grzybowych zawierajgcych wszystkie enzymy szlaku Ehrlicha

(np. S. cerevisiae), pierwszy krok szlaku degradacji L-Met katalizowany jest przez enzymy
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Aro8p i Aro9p. Drugim sposobem utylizacji L-Met jest wykorzystanie tego aminokwasu do
produkcji poliamin, spermin i spermidyn. W tym cyklicznym szlaku metionina jest ponownie
rekonstruowana przez transamnacje 4-metylotio-2-oksybutyranu katalizowang przez Aro8p,
Aro9p i aminotransferazy Bat1p i Bat2p [Pirkov i in. 2008]. Grupa Brunke (2010) potwierdzita
istotng role biatka CgAro8p w metabolizmie metioniny w komérce C. glabrata. Mutant Cgdaro8
wykazywat wolniejszy wzrost na pozywce minimalnej z metioning jako zrédto azotu [Brunke i in.
2010]. Wyniki dotyczace C. albicans przedstawione w rozprawie doktorskiej wskazujg
natomiast, ze wzrost skonstruowanych szczepdéw pozbawionych genéw AROS8, ARO9, BNA31,
BNA32, YER152C na pozywce minimalnej z metioning jako zrédio azotu jest identyczny jak
wzrost szczepu dzikiego. zaden z 5 analizowanych enzymow nie jest zaangazowany
w katabolizm metioniny w C. albicans.
W roku 2010 grupa Brunke wykazata, ze degradacja histydyny w C. glabrata jest wytgcznie
zalezna od aktywnosci enzymu CgAro8p. Umiejetno$¢ wykorzystania L-His jako zrodia azotu
odroznia C. glabtara od S. cerevisiae. Drozdze piekarnicze sg niezdolne do wzrostu na
pozywce YNB z L-His [Brunke i in. 2010; Large 1986]. W niniejszej pracy wykazano, ze
w C. albicans, podobnie jak w C. glabrata, biatko CaAro8p petni wazng role w metabolizmie
L-His. Usuniecie genu AROS8 z C. albicans powoduje zahamowanie wzrostu szczepu mutanta
0 ok. 50% w stosunku do szczepu dzikiego na pozywce YNB z L-His. Mutant C. glabrata Aaro8
natomiast byt praktycznie niezdolny do wzrostu na pozywce YNB z L-His [Brunke i in. 2010;
Brunke i in. 2014]. CaAro8p z C. albicans jest istotnym, ale nie jedynym enzymem
odpowiedzialnym za katabolizm histydyny, a CaAro9p, CaBna3p i CaYerl52Cp nie uczestniczg
w tym procesie. W zwigzku z tym, ze drozdze, w tym C. albicans, nie posiadajg gendéw
kodujgcych aminoliazy histydynowe (enzymy kluczowe w katabolizmie histydyny w bakteriach
i innych eukariotach) [Brunke i in. 2014], mozna przypuszczaé, ze w C. albicans inne
aminotransferazy, nie przebadane w tej pracy, mogg by¢ odpowiedzialne za degradacje L-His.
Przebadane aminotransferazy z C. albicans petnig specyficzng i unikalng role
w metabolizmie L-Lys. Badania kinetyczne wykazaty, ze biatka CaAro8p oraz CaAro9p
posiadaty aktywnos¢ AmAA, jednakze mutanty CaAaro8, CaAlaro9, CalAaro8Aaro9 nie byty
auksotroficzne wzgledem L-Lys. Zupetnie inne wyniki uzyskano we wczes$niejszych latach
w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej badajgc enzymy katalizujgce
dwa poczatkowe kroki szlaku L-AA. Mutanty C. albicans pozbawione genéw LYS21 i LYS22
kodujgcych izoformy syntazy homocytrynowej czy genu LYS4 kodujgcego homoakonitaze
wykazywaty auksotrofie wzgledem L-Lys [Kur iin. 2010; Gabriel i in. 2014]. Dalsze analizy
wykazaly, ze mutanty CaAlys21, CaAlys22 i CaAlys4 byly zdolne do utylizacji L-AA,
intermediatu biosyntezy L-lizyny, co niwelowato ich auksotrofie. Szczep T. thermophilus
z usunietym genem LYSN kodujgcym biatko o aktywnosci AmAA nie wykazywat auksotrofii
wzgledem L-Lys, ale rést wolniej na podtozu minimalnym od szczepu dzikiego [Miyazaki i in.
2004]. Natomiast dodatek L-lizyny czy kwasu L-a-aminoadypinowego do pozywki (zwigzkéw, do
ktérych wytworzenia niezbedna jest AmMAA) powodowat zwiekszenie szybkosci wzrostu tego

szczepu. Nie uzyskano takiego efektu podczas dodania kwasu a-ketoadypinowego (zwigzku,
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z ktérego AmAA wytwarza kwas L-a-aminoadypinowy). Taki wynik potwierdzit role biatka
TtLysNp jako a-aminotransferazy L-a-aminoadypinowej. Ponadto wskazywat na obecnos¢
jeszcze jednego enzymu o tej aktywnosci. Badania przedstawione w niniejszej rozprawie
wykazaty, ze mutanty C. albicans pozbawione genu AROS8 byty zdolne do wzrostu na pozywce
YNB z L-AA, a roznice we wzroscie pomiedzy nimi a szczepem dzikim byly statystycznie
nieistotne. Dowodzi to wysokiej uniwersalnosci substratowej aminotransferaz. W przypadku
usuniecia jednego enzymu, drugi przejmuje jego role. Odmienng sytuacje zaobserwowano na
pozywce YNB z L-Lys jako jedynym zrédiem azotu. Mutant Cadaro8 rést wolniej od szczepu
dzikiego na pozywce YNB z L-Lys, ale defekt wzrostu mutantéw z usunietym genem AROS8 na
pozywce YNB z L-Lys jest mniejszy, niz na pozywce YNB z L-His. Efektywnos$¢ kinetyczna
CaAro8p wzgledem L-Lys i L-His wskazuje jednak na dominujgcg role tego enzymu
w katabolizmie L-Lys. Parametry kinetyczne enzymu CaAro8p, w szczegdlnosci wysokie
powinowactwo do L-AA (niskie Ky), potwierdzajg jego wazng role w degradacji L-Lys. Z kolei
mutant CaAaro9 nie wykazywat zadnego defektu wzrostu na pozywce YNB z L-Lys, biatko
CaAro9p natomiast byto zdolne do katalizowania reakcji AmAA zaréwno w kierunku degradac;ji
jak i biosyntezy kwasu L-AA. Na podstawie przedstawionych wynikow stwierdzi¢ mozna, ze
gtéwng role w degradacji L-Lys w komorce C. albicans petni biatko CaAro8p, a wspomagajaca,
w sytuacjach nadmiaru L-Lys w komorce, biatko CaAro9p. Unikalng role biatka CaAro8p w tym
procesie potwierdza fakt, ze C. glabrata i S. cerevisaie nie sg zdolne do wykorzystania L-Lys
jako zrodta azotu [Brunke i in. 2014] pomimo obecnosci genu ARO8 w genomie oby tych

szczepdw.

Podsumowujgc przedstawione wyniki wykazujg, ze biatko CaAro8p jest najbardziej
wszechstronng aminotransferazg sposréd przebadanych. Jest zaangazowane w katabolizm
L-histydyny, L-lizyny, aromatycznych aminokwaséw jak roéwniez w biosynteze L-lizyny,
L-fenyloalaniny i L-tyrozyny. CaAro9p jest mniej waznym enzymem, uczestniczgcym
w katabolizmie aromatycznych aminokwaséw i L-lizyny, petni role wspomagajgca w sytuacji
nadmiernej ilosci wspomnianych aminokwaséw w komérce. Pomimo, ze dane literaturowe
wskazujg, ze gen YER152C jest silnie zakonserwowany w genomach komoérek drozdzy, co
sugeruje, ze pelni istotng role w metabolizmie [Hébert i in. 2011] to przeprowadzone
w niniejszej pracy badania in vivo nie pozwolity na odkrycie roli biatka CaYer152Cp w komorce,
natomiast jego katalityczne wiasciwosci wzgledem aromatycznych aminokwaséw majg
marginalne znaczenie. Biatko CaBna3p jest prawdopodobnie zaangazowane w kinurenowy
szlak transformacji L-tryptofanu do NAD® ale nie bierze udziatu w biosyntezie zadnego
biatkowego aminokwasu. Zadna z badanych aminotransferaz nie jest jedyng odpowiedzialng za
degradacje czy biosynteze pojedynczego biatkowego aminokwasu. Zadna z badanych
aminotransferaz nie jest tez bezposrednio powigzana z patogennoscig szczepu C. albicans co
wykazaty testy transformacji morfologicznej Y — M i sprawdzenie zdolno$ci do wytwarzania
biofimu. Jak wspomniano wczesniej, mozliwos¢ wykorzystania szerokiego spektrum
aminokwasowego jako zrodfa skfadnikéw odzywczych w organizmie gospodarza jest wyraznie

korzystne dla grzybéw chorobotwdrczych [Brock 2009]. Wyniki przedstawionych badan
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potwierdzajg wszechstronno$¢ aminotransferaz C.

zywieniowej elastycznosci tego ludzkiego patogenu.

albicans stanowigcg podstawe dla

Na podstawie uzyskanych danych zasugerowano model roli CaAro8p, CaAro9p

i CaYerl52Cp w metabolizmie L-Lys, L-His i aromatycznych aminokwaséw (Rys. 66)
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Rys. 66 Sugerowany model roli CaAro8p, CaAro9p i CaYerl52Cp w metabolizmie L-Lys, L-His
i aromatycznych aminokwasow
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5 PODSUMOWANIE

1. W genomie C. albicans zidentyfikowano pie¢ gendéw kodujgcych enzymy
0 przypuszczalnej aktywno$ci AmAA AROS8, ARO9, YER152C oraz BNA3 (wystepujacy
w dwéch kopiach: BNA31 i BNA32).

2. Skonstruowano mutanty delecyjne: Cadlaro8, Cadlaro9, CaAbna31, CalAbna32,
CaAyer152C, Calaro8 Aaro9, Calaro8 Abna31, Calaro8 Abna32, Calaro8 Ayer152C,
Calaro8 Abna31 Abna32. Mutanty z usunietym genem ARO8 wykazywaly nieznaczne
zahamowanie wzrostu na podtozu minimalnym z dodatkiem L-Lys, L-His i L-Tyr, co oznacza ze
produkt tego genu, czyli enzym CaAro8p, odgrywa istotng role w szlaku degradacji tych
aminokwasoéw, jednak nie jest jedynym enzymem w komorce wykazujgcym takg aktywnos$é.
Pozostate mutanty byly w stanie wykorzystywac¢ jako jedyne zrédio azotu wszystkie z 19

przebadanych aminokwasow, z efektywnoscig rowng szczepowi wyjsciowemu.

3. Sprawdzono wptyw inhibitora aminotransferaz AOA na wzrost analizowanych
mutantéw. Uzyskane wyniki wykazaty, ze degradacja L-Lys jest catkowicie zalezna od
obecnosci aminotransferaz, CaAro8p, CaAro9p oraz prawdopodobnie takze innych,
nieprzebadanych w tej pracy. Natomiast biosynteza L-Lys nie zalezy od CaAro8p ani od innej

badanej aminotransferazy.

4. Usuniecie gendw kodujgcych enzymy CaAro8p, CaAro9p, CaBna3p, CaYerl52Cp
nie wptyneto na przezywalnos¢ szczepu C. albicans w warunkach in vitro, ani na jego
podstawowe procesy biochemiczne. Testy in vitro wykazaty, Zze enzymy te nie miaty rowniez
wptywu na zjadliwo$¢ badanego szczepu (zdolnos¢ transformacji morfologicznej Y — M,

zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu).

5. Zoptymalizowano nadprodukcje biatek CaAro8p, CaAro8CHp, CaAro9p, CaAro9CHp,
CaYerl52Cp, CaYerl52CHp. Stopieh nadprodukcji miescit sie w zakresie 9-32% wszystkich
biatek. Nie uzyskano nadprodukcji CaBna3p i CaBna3CHp w komodrkach E. coli.

6. Zoptymalizowano oczyszczanie biatek rekombinantowych za pomocg chromatografii
metalopowinowactwa dla biatek z domeng fuzyjng oligoHis (CH) oraz za pomocg chromatografii

jonowymiennej dla biatek typu dzikiego.

7. Przy pomocy filtracji zelowej oraz elektroforezy w warunkach natywnych wykazano,
ze biatka CaAro8CHp, CaAro9CHp i CaYerl52CHp mogg wystepowaé zaréwno w formie

monomeru i dimeru.
8. Wykazano, ze biatka CaAro8CHp, CaAro9CHp sg enzymami PLP zaleznymi.

9. Biatka CaAro8p i CaAro9p katalizujg reakcje a-aminotransferazy
L-a-aminoadypinowej. Oba enzymy wykazujg powinowactwo do L-fenyloalaniny, L-tyrozyny
i L-tryptofanu. CaAro8p katalizuje reakcje z udziatem L-histydyny i L-kinureniny oraz katalizuje
reakcje rozktadu i syntezy aromatycznych aminokwaséw. Domena oligoHis na C koncu nie

zmienita parametréw kinetycznych biatek CaAro8p i CaAro9p natomiast wprowadzenie domeny
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oligoHis catkowicie zaburzyto funkcje katalityczne biatka CaYer152Cp. Biatko CaAro8p
wykazuje najwyzszg efektywnos¢ katalityczng wzgledem kwasu L-a-aminoadypinowego
i a-ketoadypinianu. Enzym ten katalizuje biosynteze i degradacje kwasu L-AA z réwnag
efektywnosciag. Biatko CaAro9CHp wykazuje najwyzszg efektywnos¢ katalityczng wzgledem a-
ketoadypinianu. Biatko CaYer152Cp jest aminotransferazg funkcjonujgcg jedynie w kierunku

degradacji aminokwaséw aromatycznych.

10. Optymalnym pH dziatania enzymoéw CaAro8p i CaYerl52Cp jest pH 8, natomiast
dla CaAro9p pH 8,5.

11. Aktywnos$¢ biatka CaAro8p nie jest hamowana przez obecnosé koncowego produktu
szlaku kwasu L-a-aminoadypinowego tj. L-lizyne (brak regulacji enzymu na zasadzie sprzezenia
zwrotnego). Zwigzek AOA jest najbardziej skutecznym inhibitorem biatka CaAro8p i CaAro9p

sposrod badanych.

12. Uzyskano dane rentgenograficzne z dwdch krysztatéw biatka CaAro8p: bez
zwigzanych ligandéw w strukturze oraz ze zwigzanym PLP i PhePi. Uzyskano réwniez dane
rentgenograficzne z dwoch krysztatow biatka CaAro9CHp: ze zwigzanym PLP oraz ze
zwigzanym PLP, PhePi i L-AA. Wszystkie uzyskane struktury sg obecnie udoktadniane, wiec

przedstawienie koncowych struktur nie jest jeszcze mozliwe.
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Rys. 67 Poréwnanie sekwencji aminokwasowej biatek A) CaAro8p, B) CaAro9p, C) CaBna3p, D)
CaYerl52Cp z C. albicans z sekwencjami znanych a-aminotransferaz L-a-aminoadypinowch.
Zakonserwowane reszty zaznaczono jako biate litery na czerwonym tle, podobne reszty aminokwasowe
zaznaczono na czerwono, hajbardziej istotne reszty biorgce udziat w wigzaniu PLP i substratow w hKATIIp
i ScAro8p zaznaczono na czarno [Rossi i in. 2008; Han et al., 2009; Bulfer i in. 2013]. Zastosowano
programy ClustalW [Larkin i in. 2007]i ESPript [Robert & Gouet 2014] do wygenerowania poréwnania
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