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Ekspresija,
analiza kinetyczna i regulacja aktywnosci
kinaz adenylanowych
dwoch szczepow bakterii termofilnych

mgr Agnieszka Ludwiczak



Kinazy adenylanowe (AK)
enzymy regulujace stezenie nukleotydow

o ATP-AMP fosfotransferaza, EC 2.7.4.3, M= 25 kDa
o AK regulujg poziom nukleotydéw zgodnie z ponizszg reakcja:
Mg2+ATP + AMP &  Mg2*ADP + ADP

o lzoformy kinazy adenylanowej mogg tworzyc dimery i wieksze
struktury molekularne



Struktura kinaz adenylanowych

domena rdzeniowa (CORE)
domena LID
domena NMP

petla P

Zmiany konformacyjne czgsteczki AK
(A- czerwony, B- pomaranczowy i C- 26tty)
Cyframi (1-8) oznaczono regiony zawiasowe

Formoso E., Limongelli V., Parrinello M., Scientific Reports 5, (2015), 8425.



nosci kinaz adenylanowych

jest doniesien o specyficznej regulacji
przez matoczgsteczkowe regulatory.

Dlaczego regulacja aktywnosci AK jest tak atrakcyjna?
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Cel badan

Zrozumienie molekularnych podstaw regulacji
aktywnosci AK

Nadekspresja i oczyszczanie AK z dwdch
termostabilnych szczepdw bakterii: Aquifex aeolicus
i Bacillus stearothermophilus

Wtasciwosci fizykochemiczne aktywnych
katalitycznie biatek

Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez
zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

Okreslenie warunkéw krystalizacji badanych kinaz




_ Nadekspresja i oczyszczanie AK z dwdch termostabilnych szczepdw bakterii: Aquifex aeolicus i
bl Bacillus stearothermophilus

 Klonowanie genow:

* Trawienie restrykcyjne wektora pUC i pET
* Transformacja komorek szczepu ekspresyjnego E. coli CodonPlus BL21(DE3)pLysS

* Ekspresja kinaz adenylanowych bakterii termofilnych w
komarkach E. coli CodonPlus szczep BL21(DE3) pLysS

Optymalnymi warunkami do wydajnej nadekspresji biatek AK w
komorkach E. coli byta trzygodzinna hodowla w 37°C z
wytrzgsaniem, a nastepnie 12- 16 godzinna hodowla w

temperaturze 22°C.



Nadekspresja i oczyszczanie AK z dwoch termostabilnych szczepdw bakterii: Aquifex aeolicus i
Bacillus stearothermophilus
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A)

Elektroforogramy enzymoéw uzyskanych w wyniku chromatografii preparatéw Blue Sepharose.
A) Aquifex aeolicus:

M- Marker,

1)biatka po denaturacji termicznej naniesione na kolumne,

2) biatka uzyskane po elucji buforem startowym,

3) biatka uzyskane po elucji 0,6 M roztworem NaCl.

B) Bacillus stearothermophilus:

1) biatka po denaturacji termicznej naniesione na kolumne,

2) biatka uzyskane po elucji 0,6 M roztworem NaCl.




Q Analiza wiasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

e Stezenie substratow,

e temperatura inkubacji enzymu z substratami,
* pH,

jony metali (dwu- i jednowartosciowe),
 donory grupy fosforanowej,

inhibitor Ap5A.

Wyznaczono rowniez parametry kinetyczne (K, i V,,,) obu kinaz

adenylanowych.

max

Oznaczenia wykonano w trzech niezaleznych powtoérzeniach i na
ich podstawie obliczono odchylenia standardowe (SD).



Q Analiza wtasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

Wptyw ATP na aktywnosc¢ badanych kinaz adenylanowych
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AMP + ATP - 2 ADP

A. geolicus v
B. stearothermophilus v

ATP niezwigzany z jonami Mg jest regulatorem allosterycznym.



Q Analiza wtasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

Wyznaczanie statych K, i V..., kinazy adenylanowej z A. aeolicus i B. stearothermophilus
metodg Eadie-Hofstee

Vo- szybkos¢ poczgtkowa reakciji,
Vo =-Ky Vo/[S] + Vmax SESEIELYISELIEE
[S]- stezenie substratu

Kinaza adenvlanowa Kinaza adenvlanowa
z Agquifex aeolicus z Bacillus stearothermophilus

Substrat




Q Analiza wtasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

Wptyw pH na aktywnosc kinazy adenylanowej z A. aeolicus i B. stearothermophilus

_ =
i =
= =z
:
E g
IE =
z E
: E
= =

=
E E

=

AMP + ATP - 2 ADP

2 ADP - AMP + ATP

[pmole ARP  ATF iminimg bia ka]
[nrmale ANP, ATPImnimg bWa ka]

A. geolicus AV/p EEER ATp R B. stearothermophilus AMP
ATP mmm




Analiza wtasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

Wptyw jonow Mg na aktywnosé AK

[pmcde AM P, ATPIminimg b aka]
[nmile AAP A TP Iminkmig bk ka]
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2 ADP - AMP + ATP

2 4+ ot 1 1. I T T e A. aeolicus AMP s
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B. stearothermophilus A\Np R
ATP

AMP + ATP - 2 ADP

A. aeolicus ADp N
B. stearothermophilus ADp S
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Podobny efekt regulacji stwierdzono dla jonéw Ca%* i Mn%*



Analiza wtasciwosci fizykochemiczych aktywnych katalitycznie biatek

Wptyw jonow Zn na aktywnosc¢ AK

2 ADP - AMP + ATP

A. aeolicus AMP mm
ATP EE

[ ol AMP A TPIminim b1a ka)
(Wmak AP, ATPamIRm g Baka]

B. stearothermophilus AMP IR
ATP

[pmole 20 Fiminimg biaka)
[pmole 20 Fiminimg biaka)

AMP + ATP - 2 ADP

A. aeolicus ADp N
B. stearothermophilus ADP

Jony Cu?* wykazywaty podobny efekt hamowania aktywnosci AK



‘ Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

Chiralne zasady Schiffa (pochodne kamfory)

Wybrane zasady Schiffa roznig sie:

* podstawnikami w pierscieniu fenylowym
e potozeniem grupy hydroksylowej i fragmentu iminowego wzgledem
pierscieniowego uktadu kamfory (eb: 1R,2S,3R,4S, IH: 1R,2R,3S,4S).

Chiralne zasady Schiffa zostaty otrzymane jako katalizatory stereoselektywnej syntezy
organicznej przez zespot Prof. dra hab. M. Wetniaka z Katedry Chemii Organicznej WCh



Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

Analiza wptywu zwigzkow z grupy chiralnych zasad Schiffa (pochodne kamfory) na aktywnos¢ kinaz
adenylanowych z A. aeolicus i B. stearothermophilus
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Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

2 ADP - AMP + ATP
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Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa
Struktury krystaliczne
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‘ Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

 Alternatywne potozenie atomow wodoru przy fenolowym atomie 02 lub iminowym
atomie N1 —-> dwie odmiany tautomeryczne zasad Schiffa — hydroksyiminowa i
aminoketonowa

* W szeregu IHZ
atomach O2 i
odpowiada m SR | Py
fOme aminok "H” “Kamf THT “Kamf

protonu przy
2 0.4/0.6, co
cemu udziatowi

Dwie odmiany tautomeryczne badanych zasad Schiffa:
hydroksyiminowa i aminoketonowa.

W szeregu tyn /lowej, zas rosnie
dtugos¢ wigzania iminowego N1-C11 - Wigzanie wodorowe 02...N1 wspomagane
rezonansem RAHB (Resonans Assisted Hydrogen Bond) -  wspotptaszczyznowosé
grupy iminowej i pierscienia fenylowego.

* Analiza geometrii pierscienia fenylowego wykazata takze wyrazny efekt podstawnikowy
powodowany przez grupy metylowe, izopropylowe i tert-butylowe.



‘ Regulacja aktywnosci kinazy adenylanowej przez zwigzki z grupy chiralnych zasad Schiffa

Hipotezy dotyczgce obserwowanych réznic w aktywnosciach AK

e Wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe 02...H...N1
wspomagane rezonansem (RAHB) wyklucza oddziatywanie
grupy iminowej regulatora z substratami i enzymem

 \Wydaje sie, ze podstawniki hydrofobowe sg odpowiedzialne
za Wigzanie regulatorow w AK

e Jedna grupa hydroksylowa kamfory — utatwienie transferu
reszty fosforanowej

* Potozenie tej grupy wzgledem substratow jest kluczowe

* Konfiguracja na atomach C2 i C3 kamfory determinuje
aktywnosc¢ regulatorow

Weryfikacja powyzszych hipotez na podstawie badan
strukturalnych kompleksow AK:regulator.



Okreslenie warunkow krystalizacji badanych kinaz

Krystalizacja kinazy adenylanowej z B. stearothermophilus

1. 2 M siarczan amonu, 100 mM TRIS-Cl, 6 mM MgCl2, pH roztworu 8,5;
25% w/v PEG 4000, 100 mM sél sodowa MES, 200 mM MgCl2, pH 6,5
3. 22% PEG 8000, 100 mM Tris-Cl, pH 8,5, 2% glikol etylenowy.

Stezenie biatka wynosito 60 mg/ml.

-

Warunki krystalizacja opisane w literaturze: 2.45 M siarczan amonu, 1% PEG 1000 lub PEG 750,
50 mM HEPES pH 6.8-7.8 z dodatkiem 0.1% azydku sodu i 2-5 mM Ap5A.
Stezenie biatka wynosito 10-30 mg/ml



WhniosKki

Na podstawie specyficznosci substratowej wnioskuje, ze oba badane enzymy s3
kinazami adenylanowymi.

ATP niezwigzany z jonami magnezu petni role allosterycznego regulatora badanych
kinaz adenylanowych.

Po raz pierwszy stwierdzono aktywacje kinaz adenylanowych przez zwigzki
matoczgsteczkowe.

Wewnatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe w badanych zasadach Schiffa to
wigzania typu RAHB.

Obecnos¢ silnych wigzan wodorowych typu RAHB wyklucza udziat iminowego
atomu azotu i fenolowej grupy OH w wigzaniu z kinazami i regulacji ich aktywnosci.
Zatem jedyng grupg uczestniczagcg w regulacji aktywnosci AK jest grupa
hydroksylowa fragmentu kamforowego.

Wptyw zasad Schiffa na aktywnosc¢ kinaz adenylanowych zalezy od obecnosci
hydrofobowych podstawnikéw w pierscieniu fenylowym oraz od konfiguracji na
atomie C2i C3.
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