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Od wczesnych lat 90. kieruje na Uniwersytecie Wroctawskim grupa mtodych
badaczy. Zespét nasz zaczat formowac sie okoto 15 lat temu i liczyt poczatkowo kilka
osbb, a z czasem rozrost sie do grupy okoto 20 badaczy, w tym 11 doktorantow.
Prowadzone przez nas badania dotyczyty zawsze zagadnieh zwigzanych ze
strukturg i funkcja biatek. Poczatkowo prowadzilismy gtéwnie badania biochemiczne,
z czasem wprowadziliSmy liczne pomiary fizykochemiczne, metody biologii
molekularnej, a w ostatnich latach takze badania strukturalne metodami krystalografii
i jadrowego rezonansu magnetycznego. Badania nasze obejmowaty szereg
podstawowych aspektow, takich jak stabilnos¢ biatek, mechanizm ich zwijania oraz
specyficznego rozpoznania. Wtasnie kompleksy typu biatko-biatko byty i sg nadal
wiodacym tematem badawczym w prowadzonym przeze mnie zespole. W pierwszej
czesci mojego wystgpienia chciatbym uzasadni¢, dlaczego badania strukturalne
i fizykochemiczne komplekséw biatkowych sa kluczowe dla zrozumienia procesow

molekularnych przebiegajacych w zywej komorce.

Wprowadzenie

Sekwencjonowanie genoméw licznych organizmow, w tym genomu cziowieka,
dostarczyto dtugiej listy gendw kodujacych biatka. Dla osoby przypatrujacej sie
rozwojowi biologii z zewnatrz mogtoby sie wydawac, ze ustalenie katalogu
makroczasteczek budujacych komérke otwiera prostg droge do zrozumienia
funkcjonowania komoérki czy nawet organizmu. Tak jednak nie jest. Sekwencje
genomoéw dajg nam stosunkowo mato informacji o funkcjach, jakie petnig te
makroczasteczki. Sktada sie na to kilka przyczyn. Wprawdzie sekwencje genomowe
w prosty sposdéb mozna przetozy¢ na sekwencje aminokwasowe, z ktérych
zbudowane sg biatka, ale ciggle nie dostarczajg one informacji o strukturze
trojwymiarowej makroczasteczek. Tymczasem kluczem do zrozumienia funkcji biatek
jest wiasnie poznanie ich struktury przestrzennej. Przypuszcza sie powszechnie, ze
z pomocg w modelowaniu struktur biatek w oparciu o ich sekwencje aminokwasowe

moga przyjs¢ metody bioinformatyczne. W metodach tych dokonuje sie ciggly



postep, jednak by poznac¢ strukture makroczasteczek z pewnoscig przez dhtugi
jeszcze czas bedziemy musieli opiera¢é sie na zmudnych, drogich
i zaawansowanych technikach, takich jak krystalografia czy magnetyczny rezonans
jadrowy. Obecnie dostepna lista struktur przestrzennych biatek jest wysoce
niekompletna, w szczegdélnosci dlatego, ze pokazna czes¢ biatek funkcjonuje
w stanie zwigzanym z btong biologiczng. Poznanie struktury tej waznej grupy biatek
jest niezwykle trudne. Biatka podlegajg takze znacznej liczbie modyfikacji
chemicznych, zachodzacych juz po skonczeniu procesu ich syntezy, takich jak
przytaczenie grupy fosforanowej, proteoliza wigzan peptydowych czy glikozylacja.
Przypuszcza sie, ze przecietne biatko ludzkie moze istnie¢ przynajmniej w kilkunastu
chemicznie odmiennych formach. Modyfikacje takie sg kluczowe, gdyz moga
zasadniczo zmienia¢ wtasnosci strukturalne i funkcjonalne biatek. Co réwniez istotne
z punktu widzenia tematu wyktadu, w zywej komérce najczesciej funkcjonalne sg nie
wolne czasteczki biatek, ale ztozone kompleksy zbudowane z kilku, kilkunastu czy
nawet kilkudziesieciu makroczgsteczek. Tak duze ugrupowania makroczasteczek nie
sq stabilne w czasie i po spetnieniu funkcji poszczegdlne ich sktadniki moga ulec
dysocjacji. Przyktadami wyjatkowo skomplikowanych komplekséw biatkowych sg: por
jadrowy o masie 50 do 100 miliondéw daltondw, ktory reguluje i kontroluje transport
makroczasteczek miedzy cytoplazmg a wnetrzem jadra komérki; polimeraza RNA,
rybosom, w ktérym zachodzi biosynteza biatek, czy syntaza katalizujaca tworzenie
ATP. Powstawanie komplekséw biatkowych zachodzi zwykle ze znaczng
specyficznoscig, natomiast sama energia oddziatywania biatek moze by¢ bardzo
zrbznicowana. Energie takg zwykle mierzy sie obserwujac przy jak niskich
stezeniach biatek moze tworzyé sie kompleks. Im stezenia umozliwiajgce
powstawanie kompleksu sg nizsze, tym energia stabilizujgca kompleks jest silniejsza.

Oddziatywanie biatko-biatko jest korzystne, gdy kontaktujace sie powierzchnie
cechuje wysoki poziom komplementarnosci ksztattu. Komplementarnos¢ dotyczy
takze rejonow polarnych, hydrofobowych i natadowanych elektrycznie oddziatujgcych
biatek. Powstaty kompleks biatko-biatko stabilizowany jest dzieki temu znaczng liczbg
wigzan wodorowych, van der Waalsa i oddziatywan elektrostatycznych. Dodatkowo,
w kompleksie znaczna czes¢ powierzchni hydrofobowej oddziatujgcych biatek
zostaje przestonieta od czasteczek rozpuszczalnika, co takze jest zrédtem znacznej
stabilizacji oddziatywan biatko-biatko. Zrozumienie, ktére z tych oddziatywan

stabilizujg kompleks, a ktére wywierajg efekt przeciwny, nie jest proste. Zwykle nawet



dostepnos¢ struktur przestrzennych kompleksu i wolnych sktadnikéw nie ttumaczy
w petni tendencji okreslonych par biatek do utworzenia oddziatywania. Podobnie
trudne jest modelowanie oddziatywan biatko-biatko z uzyciem zaawansowanych
programow obliczeniowych i graficznych.

Biatka oddziatujg miedzy sobg poprzez wytworzenie siatki oddziatywan
obejmujacych zwykle 15 do 20 reszt aminokwasowych potozonych na powierzchni,
ktére w utworzonym kompleksie kontaktujg sie z powierzchniowym aminokwasami
oddziatujgcego partnera biatkowego. Rola, jaka petnig poszczegblne aminokwasy
w stabilizacji kompleksu jest bardzo zréznicowana. Najczesciej nie wiecej niz dwie-
trzy reszty aminokwasowe, potozone w centralnym rejonie kontaktujgcych sie
powierzchni, wytwarzajg zasadnicze oddziatywania i petnig role tzw. miejsc goracych
oddziatywania biatko-biatko. Pozostate, zwykle umieszczone na peryferiach
kontaktujacych sie powierzchni, tylko w znikomym stopniu stabilizujg kompleks.
Ustalenie, ktére z kontaktujacych sie aminokwaséw petnig role miejsc goracych
odbywa sie zwykle poprzez wprowadzanie pojedynczych mutacji w rejon kontaktu
jednego =z biatek. Pordéwnanie stopnia destabilizacji kompleksu wywotanego
poszczegblnymi mutacjami pozwala zidentyfikowa¢ miejsce gorace. Problem miejsc
goracych oddziatywania biatko-biatko zilustruje ponizej na przyktadzie biatkowych

inhibitoréw proteaz serynowych.

Wptyw pozycji P1 inhibitora BPTI na energetyke oddziatywania z proteazami
Inhibitory proteaz serynowych sg matymi biatkami, ktére hamujg proteazy
poprzez utworzenie wysoce stabilnych komplekséw biatkowych. W strukturze
typowego kompleksu proteaza-inhibitor wypukta petla wigzgca proteaze oddziatuje
z wklestym rejonem centrum aktywnego enzymu. Nasze zainteresowania dotyczyty w
szczegdblnosci zasadowego trzustkowego inhibitora trypsyny, powszechnie znanego
pod skrotem BPTI. Mimo ze w tworzeniu kompleksu z proteazg uczestniczy ogdtem
okoto 15 reszt aminokwasowych inhibitora, tylko jeden aminokwas, zajmujacy tzw.
pozycje P1, petni role dominujaca, okreslong wczesniej jako miejsce gorace. Pozycja
ta jest silnie eksponowana do rozpuszczalnika i potozona w centralnej czesci petli
wigzacej proteaze. W kompleksie z enzymem tworzy ona szereg oddziatywan w
obrebie kieszeni S1 enzymu, ktéra w zasadniczym stopniu okresla specyficznosé
proteazy. W zalezno$ci od aminokwasu wprowadzonego w pozycje P1 stata asocjaciji
z proteazami moze wahac sie w granicach 5 (oddziatywanie z chymotrypsyna) lub



nawet 9 rzeddw wielkosci (oddziatywanie z trypsyng) (Rys. 1). Oznacza to, ze
usuniecie optymalnego aminokwasu w pozycji P1 moze spowodowac utrate nawet

75% energii oddziatywania z enzymem. Jakie sg tego przyczyny?
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Rys. 1. Energie asocjacji zmierzone dla oddziatywania mutantéw BPTI
podstawionych w pozycji P1 z proteazami bydlecymi - trypsyng i chymotrypsyna.

Wspbétpracujac z grupg prof. A. Smalasa na Uniwersytecie Tromso w Norwegii
ustaliliSmy z wysoka rozdzielczoscia struktury krystaliczne 12 kompleks6w mutantow



P1 inhibitora BPTI z trypsyna i 9 z chymotrypsyng (Rys. 2). Duzy udziat w pracach
nad okresleniem tych struktur miata dr Honorata Czapihska, ktéra objeta byta
programem Subsydium. Otrzymata ona takze stypendium miodego badacza
Fundaciji, a jej doktorat zostat wyrézniony przez recenzentéw i zgtoszony do nagrody
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Rys. 2. Orientacja tahcuchow bocznych aminkowasoéw wprowadzonych w pozycje P1
dla komplekséw z trypsyna (A) i chymotrypsyna (B).



Potaczenie danych strukturalnych z danymi o energetyce oddziatywania

umozliwito nam dogtebng interpretacje uzyskanych danych, ktérg mozna

podsumowac nastepujaco:

1.

Zarbwno w przypadku kompleksow mutantéw BPTI z trypsyna, jak
i chymotrypsyng brak jest zmian strukturalnych towarzyszacych tworzeniu
kompleksu, innych niz wynikajace z oddziatywania reszty P1 z kieszenig S1.
Tak wiec ogromne efekty energetyczne wynikajace z podstawien reszty P1
pochodzg catkowicie tylko z lokalnych oddziatywan w obrebie kieszeni S1

enzymu.

. W przypadku trypsyny gtownym zrédtem specyficznosci jest oddziatywanie

elektrostatyczne pomiedzy Asp189 potozonym na dnie kieszeni S1 a dodatnio
natadowang resztg Lys lub Arg pozycji P1 inhibitora. Drugim zrédiem energii
asocjacji jest przestoniecie od czasteczek rozpuszczalnika czesci
hydrofobowej tancucha bocznego tych aminokwaséw. Poréwnujac energie
asocjacji mutantow Lys, Met i Gly moglismy oszacowaé¢ wielko$¢ obu tych
efektow: para jonowa dostarcza okoto 7,5 kcal/mol, zas efekt hydrofobowy
okoto 4,6 kcal/mol. Wigzanie reszt aminokwasowych innych niz Lys i Arg
zachodzi z duzo nizszg energig asocjacji. Niemniej, reszty Phe, Trp
i Leu oddziatujg stosunkowo silnie z kieszenig S1 trypsyny. Warto nadmienic,
ze wigzaniu reszt hydrofobowych towarzyszy nieznaczne rozszerzenie
kieszeni S1, co przypuszczalnie wynika z tendencji do unikania bliskich
kontaktéw z polarnymi $cianami tej kieszeni.

Z innych czynnikow strukturalnych towarzyszacych oddziatywaniu P1-S1
w trypsynie nalezy wymieni¢: (i) zmiany w liczbie i dynamice czgsteczek wody
obecnych w kieszeni S1, (ii) podwdjne konformacje i nieoptymalne katy
torsyjne przyjmowane przez tancuchy boczne niektérych aminokwasow P1,
(iii) zmiany w dynamice scian kieszeni, jak i fancucha bocznego reszty P1, (iv)
konflikty steryczne fancuchéw bocznych rozgatezionych na weglu B.
Z badanych przez nas 13 aminokwasow, tylko tancuch boczny Lys
charakteryzuje sie optymalnym oddziatywaniem z kieszenia.

Oddziatywania mutantéw BPTI z chymotrypsyng sg mniej skomplikowane.
Efekty energetyczne korelujg z objetoscig (lub powierzchnig) tancucha
bocznego wprowadzanego w pozycje P1 aminokwasu. Efekt hydrofobowy jest
wiec gtowng sitg odpowiedzialng za reakcje asocjacji tych biatek. Wigzaniu



optymalnych aminokwaséw (Leu, Phe, Trp) towarzyszy kurczenie sie kieszeni
S1. Niekorzystne efekty energetyczne wystepujg w przypadku aminokwaséw
ujemnie natadowanych i rozgatezionych na weglu B. Reszty Lys i Arg wigzg
sie natomiast zdumiewajgco dobrze, co wynika ze zgietej konformacji ich
tancucha bocznego, umozliwiajgcej tworzenie wigzan wodorowych

z grupami karbonylowymi u wejscia do kieszeni.

Zastosowanie metod ewolucji in vitro do otrzymania silnych wariantéw
inhibitora

Przedstawiona powyzej analiza strukturalna pozwolita zrozumie¢ nam szereg
przyczyn ogromnej destabilizacji kompleksu biatko-biatko wywotanej wprowadzaniem
nieoptymanych reszt aminokwasowych na powierzchnie kontaktu. Chciatbym teraz
rozwazyc, czy jest mozliwe, aby otrzymaé wariant inhibitora o znacznie zmienionych
wiasnosciach w stosunku do inhibitora wystepujacego w przyrodzie? Takg pozgdang
wiasnoscig bytoby silniejsze oddziatywanie z enzymem proteolitycznym, co mogtoby
prowadzi¢ do zastosowan terapeutycznych, gdyz niekontrolowana aktywnosé
szeregu proteaz jest przyczyng wielu powaznych choréb.

Stosujac metode ukierunkowanej mutagenezy mozemy stosunkowo tatwo
otrzymac¢ wariant biatka o nieznacznie zmienionej sekwencji, a nastepnie zbadac
jego wiasnosci. Z punktu widzenia naszych potrzeb, wtasnosci wariantu biatka
zawierajgcego pojedyncza mutacje mogq by¢ tylko do pewnego stopnia
przewidywalne. Innymi stowy, otrzymanie jednego wariantu inhibitora zwykle nie
zapewni nam sukcesu, jezeli chodzi o znaczng zmiane zdolnosci hamowania
proteazy. Jezeli jednak otrzymamy wiekszg liczbe wariantéw i scharakteryzujemy je
pod katem interesujgcych nas wtasnosci hamujacych proteaze, to jest spora szansa,
ze czesc z tych wariantéw bedzie wykazywaé pozgdane wtasciwosci. Wigze sie to
jednak z kazdorazowym oczyszczaniem i charakteryzowaniem wariantéw biatka.
Nastepnie mozemy wprowadzi¢ korzystne mutacje jednoczesnie i uzyska¢ mutanta
wielokrotnego. Zwykle taki wariant charakteryzuje sie znacznie korzystniejszymi
wtasnosciami niz mutanty pojedyncze. W omawianym przypadku, inhibitor z wieloma
wprowadzonymi mutacjami bedzie zapewne silniej i specyficznej hamowat wybrane
proteazy.

Jest tez jednak i inne podejscie, ktére umozliwia nam szybsze wygenerowanie

w inhibitorze pozgdanych wtasnosci. Opiera sie ono o zastosowanie metod selekcji



biologicznej przeprowadzonej na duzej bibliotece sekwencji biatkowych. Biblioteka
taka to zbiér sekwencji liczacy nawet miliony wariantéw, ktére prezentowane sg na
powierzchni faga w taki sposéb, ze kazda z czastek faga przedstawia inng
sekwencje biatkowg. Co istotne, biatka prezentowane sa w formie natywnej i petni
funkcjonalnej. Biblioteke takg mozemy otrzymac¢ wykorzystujac stosunkowo
zaawansowane metody biologii molekularnej. Jezeli biblioteke taka poddac selekcji
polegajacej na wzbogacaniu jej na immobilizowanej proteazie, to stosujac kilka rund
takiej selekcji mozemy uzyska¢ pule fagdbw prezentujacg warianty biatka silnie
oddziatujgce z proteaza. Identyfikacja silnie wigzacych wariantow jest prosta
i odbywa sie poprzez sekwencjonowanie fragmentu DNA faga zawierajacego gen
prezentowanego biatka. Metoda ta, nazywana czasem ewolucjag w probowce,
umozliwia wiec szybka selekcje ogromnej liczby kombinantorycznych wariantow
sekwencji biatka.

Metode tg zastosowaliSmy w naszych badaniach wielokrotnie, miedzy innymi
wtasnie do selekcji wariantéw inhibitora BPTI silnie oddziatujgcych z wybranymi
proteazami serynowymi. Nasza biblioteka zawierata 32 tysigce wariantow
cechujacych sie alternatywnymi sekwencjami w rejonie petli wigzacej proteaze.
Selekcja tej biblioteki wobec dwoch proteaz trzustkowej chymotrypsyny i elastazy
pozwolita nam zidentyfikowaé warianty sekwencji inhibitora, ktére wzbogacity sie
w czasie kolejnych rund postepowania. Warianty te posiadaty od dwoch do czterech
podstawien aminokwasowych w stosunku do oryginalnej sekwenciji inhibitora BPTI.

Nadprodukowane w bakteriach i oczyszczone warianty wykazywaty ogromny
wzrost statej asocjacji z proteazami. W przypadku wyselekcjonowanych wariantéw
inhibitora chymotrypsyny wzrost statej asocjacji wynosit kilkaset razy, zas w
przypadku wariantéw hamujacych elastaze nawet blisko 10 milionow razy. Wszystkie
warianty cechowaty sie prawidtowym zwinieciem tahcucha polipeptydowego i
znaczna stabilnoscia.

Mate GTPazy oraz ich regulatory — biatka GAP i GEF

Chciatbym teraz przej$¢ do innego watku naszych badan nad oddziatywaniami
biatko-biatko. Dotyczy on GTPaz z rodziny Rho, ktére sga wazng grupg biatek
regulujgcych szkielet komérki. GTPazy te bardzo wolno hydrolizujg GTP do GDP,
aformy tych biatek zwigzane z GTP i GDP definiujg odpowiednio ich stan
funkcjonalnie aktywny i nieaktywny. Wigzaniu i hydrolizie GTP towarzyszg znaczne



zmiany konformacyjne w dwoéch rejonach, kitére odpowiadajg za specyficzne
rozpoznanie grupy fosforanowej y, zwanych przetgcznikiem | i Il. Mate GTPazy
z rodziny Rho podlegajg precyzyjnej regulacji przez dwie grupy biatek. Pierwsza
grupa to biatka zwane GEF, ktére wydajnie przyspieszajg wymiane GDP na GTP,
przyczyniajagc sie w ten sposob do reaktywacji formy aktywnej GTPazy. Druga grupa
to biatka nazywane GAP, ktore wydajnie przyspieszajg szybkos$¢ hydrolizy GTP
przez GTPaze i w ten spos6b skracajg czas trwania formy aktywnej. Liczba znanych
regulatorow typu GEF i GAP dla GTPAZ rodziny Rho jest bardzo duza, mimo ze
samych GTPaz jest stosunkowo niewiele. Niektore z tych biatek regulatorowych sg
specyficzne wobec jednej GTPazy, inne zas$ wykazujg szersze spektrum
oddziatywania. Celem naszych badan byto ustalenie, ktére z reszt aminokwasowych
kontaktujacych sie z GTPaza decydujg o sile i specyficznosci rozpoznania. Zadanie
to wymaga na wstepie opracowania strukturalnego modelu oddziatywania GTPazy
z biatkiem regulatorowym. Model taki ustalilismy w obu przypadkach stosujac jednak
odmienne metody.

W przypadku regulatora typu GEF obiektem naszych badan byto
wielodomenowe biatko PDZ-RhoGEF zbudowane z 1522 reszt aminokwasowych.
Jak inne biatka GEF, PDZ-RhoGEF katalizuje reakcje wymiany GDP na GTP, w ten
spos6b aktywujac biatko RhoA. Reakcja wymiany przeprowadzana jest przez
domene DH, ktérej w biatkach GEF skierowanych wobec GTPaz rodziny Rho,
zawsze towarzyszy domena PH. Obie te domeny stanowig integralny tandem,
w ktérym domena PH moduluje aktywno$¢ domeny DH w sposob nie do konca
ustalony. W naszej grupie otrzymaliSmy dwa rozpuszczalne fragmenty biatka PDZ-
RhoGEF: tandem domen DH i PH oraz izolowang domene DH. Pomiary zdolnosci
wymiany GDP/GTP przeprowadziliSmy w odniesieniu do trzech gtéwnych
przedstawicieli GTPaz z rodziny Rho: RhoA, Cdc42 i Rac1. Wyniki doswiadczen
pokazaty wysoka specyficznos¢ tandemu DH/PH z biatka PDZ-RhoGEF w kierunku
RhoA, niewielkg stymulacje wymiany na Cdc42 i brak efektu w stosunku do Racl.
Izolowana domena DH jest tylko w bardzo niewielkim stopniu zdolna do
przeprowadzenia reakcji wymiany na RhoA (catkowity brak wymiany na Cdc42
i Rac1), co moze sugerowac znaczacy udziat domeny PH badz wysoko sprzezong
kooperacje obu domen w tym procesie. Mamy wiec tutaj do czynienia ze znacznie
bardziej ztozonym modelem oddziatywania biatko-biatko, gdyz dotyczy on trzech
sktadnikow: z jednej strony domen DH i PH, a z drugiej GTPazy.



W celu ustalenia modelu oddziatywania domen DH/PH z GTPazg podjelismy
badania strukturalne majace na celu otrzymanie informacji dotyczacej molekularnych
podstaw specyficznosci DH/PH z PDZ-RhoGEF w stosunku do RhoA, a takze
majacych wyjasni¢ role domeny PH w procesie reakcji wymiany. Préby krystalizacji
kompleksu DH/PH — RhoA doprowadzity do otrzymania krysztatbw kompleksu,
zebrania danych dyfrakcyjnych do rozdzielczosci 2,5 A i rozwigzania struktury. Ta
czes$¢ badan zostata przeprowadzona we wspétpracy z grupg prof. Z. Derewendy
pracujgcego na Uniwersytecie w Wirginii. W wyniku badan krystalograficznych
uzyskalismy model kompleksu, ktéry okazat sie bardzo przydatny w ustaleniu
przyczyn specyficznosci tandemu DH/PH wobec GTPazy RhoA.

Rys. 3. Schemat struktury kompleksu tandemu domen DH/PH oddziatujacych z
GTPaza RhoA (domena DH zaznaczona jest kolorem zielonym, PH czerwonym, a
GTPaza RhoA z6ttym).

Struktura kompleksu wykazuje szereg podobienstw do poznanych pieciu
struktur fragmentéw DH/PH specyficznych wobec GTPaz z rodziny RhoA, ale
cechujg jag tez istotne réznice (Rys. 3). Podobienstwa miedzy kompleksami dotyczag
gtéwnie regionu katalitycznego, za$ znaczace réznice zwigzane sg gtoéwnie
z regionem zidentyfikowanym wczesniej jako region okreslajacy specyficznosé.
Reszty domeny DH w tym obszarze sg bardzo zmienne w obrebie biatek GEF o
roznej specyficznosci i zdeterminowane gtownie przez specyficzng powierzchnie
rejonu GTPazy, z ktéra oddziatujg. Prawdopodobnymi resztami warunkujacymi



specyficznos¢ DH/PH w kierunku RhoA jest 6 unikatowych mostkéw solnych:
Arg873°" - Arg5R"A Argg872P" - Asp76R"* Arg868P" — Asp45tmA ArggsesPt —
Glu547™* i Arg867°" - GIu40"™* nieobecnych we wczesniejszych strukturach
podobnych komplekséw. Obecnie jestesmy w trakcie przeprowadzania analizy
mutacyjnej tych oddziatywan, wprowadzajac podstawienia aminokwasowe zar6éwno
w domene DH, jak i w RhoA. Pierwsze wyniki analizy mutacyjnej tych oddziatywan
wskazuja, ze rola dwoch pierwszych mostkéw solnych w specyficznym rozpoznaniu
RhoA jest mniej istotna, niz dwdch kolejnych. Co ciekawe, zmutowanie niewielkiego
regionu oddziatywania pomiedzy domeng PH i RhoA (Ser1065™" — Glu97""°*) nie
powoduje znacznego spadku aktywnosci tandemu DH/PH. Wydaje sie wiec, ze rola
domeny PH w Kkatalizowaniu reakcji wymiany nie polega na tworzeniu
bezposredniego oddziatywania z GTPaza. Nasze badania wskazujg raczej, ze rola
domeny PH jest posrednia i polega na stabilizacji wtasciwej konformacji domeny DH
w stosunku do RhoA. Wskazuje na to wynik mutacji reszty Asn929°", ktéra spina
GTPaze z domeng PH. Usuniecie tej reszty asparaginy powoduje znaczny spadek
aktywnoséci tandemu.

Odmienne postepowanie przyjeliSmy analizujgc mechanizm specyficznosci
biatka GAP wobec GTPaz. Obowigzujacy w literaturze mechanizm dziatania biatek
GAP wskazuje, ze funkcjonujg one poprzez usztywnienie regionéw przetgcznikowych
oraz przez dostarczenie do centrum aktywnego GTPazy katalitycznej reszty Arg.
Badania nasze dotyczyty biatka GrafGAP, ktérego struktura przestrzenna jest znana.
Nasze wstepne wyniki pokazatly, ze biatko to jest specyficzne wobec GTPazy Cdc42
oraz, w mniejszym stopniu, RhoA. Niestety, nie udato sie nam otrzymac
odpowiedniej jakosci krysztatbw kompleksu biatka GAP z tymi GTPazami. Jak
wspomniatem, model takiego kompleksu jest potrzebny, aby precyzyjnie poznaé
miejsca kontaktu biatek i zaproponowaé wprowadzenie odpowiednich mutacji, ktore
okreslityby role poszczegdlnych oddziatywan. Problem ten obeszliSmy symulujac
kompleks biatka GrafGAP z obiema GTPazami metodami dynamiki molekularnej
(Rys. 4). Postepowanie takie jest mozliwe, gdy znana jest strukiura przestrzenna
podobnego kompleksu. Na szczescie dysponowalismy opublikowang strukturg
kompleksu biatka p50RhoGAP z GTPazg RhoA. W oparciu o ten kompleks
zdotalismy wymodelowa¢ struktury interesujacych nas komplekséw, wykorzystujac
podobienstwa sekwencji aminokwasowych p5S0RhoGAP i GrafGAP oraz obu GTPaz.
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Rys. 4. A. Schemat rozpoznania GTPazy Cdc42 przez biatko GrafGAP oparty o
wynik symulacji metodg dynamiki molekularnej przeprowadzonej przez dr.
Wiodzimierza Apostoluka. B. Reszty aminokwasowe biatka GrafGAP, ktére
zmutowalismy w naszych badaniach.

W naszych badaniach skupiliSmy sie na okresleniu determinant specyficznosci
biatka GrafGAP wobec cztonkdéw rodziny Rho oraz zbadaniu wptywu poszczegdinych
miejsc kontaktu miedzy biatkiem GAP a GTPaze na energetyke oddziatywania oraz
aktywnos¢ katalityczng. W tym celu zaprojektowalismy serie 11 mutantow biatka
GrafGAP obejmujacych kluczowe dla oddziatywania dwa epitopy hydrofobowe oraz
fragmenty zaangazowane w stabilizacje rejonéw przetgcznikowych GTPazy. Jako
technik pomiarowych uzyliSmy mikrokalorymetrii miareczkujgcej oraz metod
fluorescencyjnych. Stwierdzilismy, ze biatko GrafGAP najsilniej oddziatuje z GTPazg
Cdc42, 4 razy stabiej z RhoA i bardzo stabo z Racl. Oddziatywania
z analogami stanu podstawowego GTPaz sg kilkadziesigt razy stabsze niz
z analogami ich stanu przejsciowego. Z reszt aminokwasowych biatka GrafGAP
szczegblnie istotne sg Lys262 oraz Arg266, gdyz ich podstawienie innym
aminokwasem znosi oddziatywanie oraz zdolno$¢ do hydrolizy GTP. Wysoce
zachowywana wsréd biatek RhoGAP Lys262 petni funkcje stabilizujgcg wobec
katalitycznej reszty argininy. Analiza mutacji pozycji 266 wskazuje, ze dla stabilizacji
rejonu przetgcznikowego I, zawierajgcego katalityczng reszte glutaminy, niezbedna
jest obecnos$¢ w tym rejonie tadunkow pozytywnych. Istotne wyniki uzyskalismy dla
podstawien reszt Val224 i Glu253. Efekt podstawien tych reszt jest zro6znicowany dla
GTPaz: Cdc42 oraz RhoA, co wskazuje, ze warunkujg one specyficznosé

rozpoznania.



