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Abstrakt (PL)

Biatka z rodziny lipokalin, w tym B-laktoglobulina, moga by¢ modyfikowane w celu zmiany
ich powinowactwa do ligandow. Wykorzystujac ukierunkowang mutageneze otrzymano nowe
mutanty B-laktoglobuliny (BLG) o zmienionym ksztalcie kieszeni wigzacej. Nowe warianty BLG
wykorzystywane w tej pracy: F105L/L39A/M107W (LAW), I56F/L39A/M107W (FAW),
I56F/L39A/T71W (FA71W) oraz L58F/V92Y (58F/92Y), zostaly zaprojektowane tak, aby
dodatkowe reszty aromatyczne wprowadzone w rejonie hydrofobowej kieszeni wiagzacej sprzyjaty
rozpoznawaniu i wigzaniu lekow zawierajacych fragmenty aromatyczne.

Docelowa grupa ligandow, ktérych oddziatywanie z mutantami BLG badano, byly leki
przeciwpsychotyczne i przeciwdepresyjne, ktore sa czesto przedawkowywane i moga byé
toksyczne dla cztowieka. Badane leki mozna podzieli¢ na cztery grupy: (1) leki trojcykliczne
z tancuchem alifatycznym: amitryptylina (AMT), klomipramina (CLO), doksepina (DOX), (2)
leki trojeykliczne zawierajace cykliczny fragment alifatyczny: ketotifen (KET), amoksapina
(AMX), (3) ligandy =zawierajace ugrupowanie fenotiazynowe: flufenazyna (FLU),
chloropromazyna (CPZ) oraz (4) cetyryzyna (CET). Wszystkie nowe warianty testowano réwniez
pod katem ich powinowactwa do nasyconych kwasow tluszczowych (palmitynowego Ilub
mirystynowego), ktore sa uznawane za naturalne ligandy BLG.

Podstawowa metoda badawcza zastosowang w tej pracy byta krystalografia rentgenowska,
natomiast jej uzupetnieniem byta spektroskopia dichroizmu kotowego (CD), ktéra umozliwita
oszacowanie statej dysocjacji (Kq) dla wybranych komplekséw biatko-ligand oraz roéznicowa
fluorescencja w skali nano (nanoDSF), ktora umozliwiata wyznaczenie stabilnosci termicznej
(Trm) mutantow.

Dla wiekszosci badanych komplekséw biatko-lek otrzymano dobrej jakosci krysztaty, ktore
pozwolilty na wyznaczenie wysokorozdzielczych struktur krystalicznych. Analiza wynikow
wykazata, ze najmniej selektywnym wariantem BLG jest mutant FAW, ktory mial zdolno$é
wigzania niemal wszystkich badanych lekéw (AMT, CLO, DOX, KET, FLU i CPZ). Wariant
LAW okazal si¢ najbardziej selektywnym mutantem, wiazacym jedynie zwiazki z grupy
fenotiazyn: FLU i CPZ. Wysoka selektywno$¢ LAW zwigzana byta m.in. z ksztattem kieszeni
wiazacej w formie apo. Wariant FA71W wykazywat selektywno$¢ posrednia pomiedzy LAW,
a FAW, a zwigzane ligandy wymuszaly niewielkie zmiany w potozeniu tancuchéw bocznych we
wnetrzu B-barytki. Struktury komplekséw biatko-ligand byly stabilizowane gtownie za pomoca
oddziatywan hydrofobowych. Uzyskane przy pomocy CD state dysocjacji Ky wykazaly, ze nowe
warianty BLG miaty najwigksze powinowactwo do zwigzkéw zawierajacych uktad

fenotiazynowy.
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Abstract (ENG)

Proteins of the lipocalin family, including B-lactoglobulin, can be modified to change their
affinity for ligands. Using site-directed mutagenesis, new B-lactoglobulin (BLG) mutants with
modified binding pockets were obtained. The new BLG variants used in this work:
F105L/L39A/M107W (LAW), I56F/L39A/M107W (FAW), I56F/L39A/I7IW (FA71W) and
L58F/\VV92Y (58F/92Y), with additional aromatic residues introduced in the region of the
hydrophobic binding pocket were designed to promote recognition and binding of drugs that
contain aromatic fragments.

The antipsychotic and antidepressant drugs were selected for the studies of their interactions
with BLG because these drugs are often overdosed and can be toxic to humans. The drugs can be
divided into four groups: (1) tricyclic drugs with an aliphatic chain: amitriptyline (AMT),
clomipramine (CLO), doxepin (DOX), (2) tricyclic drugs containing a cyclic aliphatic fragment:
ketotifen (KET), amoxapine (AMX), (3) ligands containing a phenothiazine group: flufenazine
(FLU), chlorpromazine (CPZ), and (4) cetirizine (CET). All new variants were also tested for
their affinity to fatty acids (palmitic or myristic), which are considered natural BLG ligands.

The main research method used in this work was X-ray crystallography, which was
complemented by circular dichroism spectroscopy (CD) to estimate the dissociation constant (Kg)
for selected protein-ligand complexes, and by nanoscale differential scanning fluorescence
(nanoDSF) to determine the thermal stability (T,,) of the mutants.

For most of the protein-ligand complexes, good quality crystals suitable for diffraction
measurements were obtained. Analysis of the results showed that the lowest selectivity was
observed for the FAW variant, which had the ability to bind almost all the drugs tested in this
work: AMT, CLO, DOX, KET, FLU and CPZ. In contrast, the LAW variant proved to be the
most selective binding only compounds from the phenothiazine group: FLU and CPZ. This high
selectivity was related mostly to the shape of the binding pocket in the apo form of LAW.
Moreover, the FA71W variant showed selectivity intermediate between LAW and FAW. The
changes in the positions of side chains in B-barrel were observed. The main interactions that
stabilized the protein-ligand complexes were hydrophobic interactions. All new BLG variants

showed the highest affinity for compounds containing the phenothiazine system.
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1. Wstep

1.1. Wiasciwosci i wystepowanie wolowej B-laktoglobuliny (BLG)

B-Laktoglobulina (BLG) jest matym, globularnym biatkiem (Vetri & Militello 2005)
wystepujacym w mleku krowim oraz mleku innych przezuwaczy (Duo et al. 2018). Stanowi ono
okoto 50-55% wszystkich bialek serwatkowych (H. C. Liu et al. 2007). B-Laktoglobulina po raz
pierwszy zostatla wyizolowana w 1934 roku przez A. H. Palmera (Palmer 1934). Pierwsza
dyfrakcje promieni rentgenowskich na krysztatach BLG odnotowano w 1938 roku, jednak
strukture bialka z rozdzielczoscig 2.8A wyznaczono dopiero w 1986 roku (Papiz et al. 1986).
Pierwsze struktury wotowej B-laktoglobuliny, wykazaty duze podobienstwo BLG do biatek
wigzacych retinol, co pozwolito na zaklasyfikowanie laktoglobuliny do biatek z rodziny lipokalin
(Crowther et al. 2016). Lipokaliny stanowig réznorodng grupe biatek, z ktorych wigkszo$¢ wiaze
mate, hydrofobowe ligandy (G. Kontopidis et al. 2004). Lipokaliny charakteryzuja si¢ niska
homologia na poziomie sekwencji, zwykle od 30% do 40% podobienstwa, ale podobna strukturg
trzeciorzedowa (Klaver et al. 2020). Ze wzgledu na wysoka zawartos¢ BLG w serwatce mleka
krowiego oraz tatwos¢ jej oczyszczania, bydleca BLG stanowi modelowe biatko wielu badan
biofizycznych, dotyczacych m.in. faldowania czy stabilnosci. Do tej pory jednak, nie udalo si¢
jednoznacznie ustali¢ fizjologicznej funkcji laktoglobuliny (Crowther et al. 2016). BLG moze
bra¢ udzial w regulacji enzyméw oraz nabywaniu biernej odporno$ci u noworodkéw (cielat) (G.
Kontopidis et al. 2004). Podejrzewa si¢ rowniez, ze BLG moze wplywaé na odpowiedz
immunologiczng oraz proliferacje komorek (C. Tai et al. 2016). Mozliwe jest takze, ze biatko
moglo straci¢ swojg podstawowsa funkcje w trakcie ewolucji i obecnie wykazuje jedynie
wilasciwosci odzywceze (J. 1. Loch et al. 2012).

Ze wzgledu na zdolnos¢ do wigzania w f-barylce szerokiej grupy hydrofobowych ligandow,
tj. kwasow thuszczowych i ich pochodnych, witamin rozpuszczalnych w thuszczach, zwigzkow
fenolowych, (J. I. Loch et al. 2013), lekow (Shahraki & Shiri 2018), a takze karotenoidow (C. Liu
et al. 2018) przypuszcza si¢, ze BLG jest zaangazowana w ich transport oraz wychwyt
w organizmie zrodtowym (G. Kontopidis et al. 2004). Dodatkowo BLG wykazuje duze
mozliwo$ci wykorzystywania jako potencjalny transporter srodkéw terapeutycznych (Bijari et al.
2019). Zdolno$¢ do wigzania chemioterapeutykow (Leilabadi-Asl et al. 2018) oraz tworzenia
nanoczastek (Shafaei et al. 2017) pozwala przypuszczaé, ze moze ona stanowi¢ obiecujacy
system dostarczania lekow. Inne badania pokazuja, ze BLG wykazuje wlasciwosci
przeciwutleniajace, prawdopodobnie dzieki wolnej grupie tiolowej Cys121 (H. C. Liu et al.
2007). Bydleca BLG jest odporna na proteolize, a takze jest stabilna przy niskim pH, przez co
w wiekszosci pozostaje nienaruszona po przejsciu przez zotadek (Qin et al. 1998). Wysoka
termoodporno$¢ przy bardzo niskim pH ok.1, tatwo$¢ wigzania ligandow oraz fakt, ze BLG jest

jednym ze sktadnikéw mleka dodatkowo pozwala sugerowaé, ze biatko to moze by¢ idealnym
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narzgdziem molekularnym do doustnego dostarczania lekow. Wada moze by¢ fakt, Ze jest ono
gtownym alergenem mleka (Labra-Nuifiez et al. 2021) (Olivier et al. 2012). Jednak kilka ostatnich
badan wykazalo mozliwo$¢ obnizenia immunogennosci BLG poprzez zastosowanie metod
fizycznych, chemicznych, badz poprzez zastosowanie inzynierii genetycznej (Varlamova &
Zaripov 2020) (Kanjarawi et al. 2011) (EI Mecherfi et al. 2015). Wsr6d nich wyrdzni¢ mozna:
kowalencyjne przytaczanie fragmentow glikolu polietylenowego (PEG) (Luo et al. 2019),
glikacj¢ badZz nieenzymatyczna glikozylacje (S. Yang et al. 2020) oraz zastosowanie
nanodyspersyjnych systeméw Solid-in-Oil (S/0) (Kitaoka et al. 2020). Jedna z mozliwych metod
obnizenia alergenno$ci BLG jest rowniez mutageneza, np. alanina w pozycji 86 zastgpiona
glutaming eliminuje niektore epitopy ze struktury biatka (Kazem-Farzandi et al. 2015).

Do tej pory opisano co najmniej jedenascie naturalnych odmian BLG (Crowther et al. 2016).
W krowim mleku zidentyfikowano kilka izoform B-laktoglobuliny, jednak najpowszechniejsze sa
warianty A i B. Wariant B ro6zni si¢ od wariantu A sekwencja aminokwasowa w dwoch
pozycjach: 64 (Aspa— Glyg) oraz 118 (Vala—Alag) (J. I. Loch et al. 2013). Zmiany te skutkuja
roznicami we wlasciwosciach biofizycznych i biochemicznych m.in. roéznej wartosci pl,
stabilnosci cieplnej, temperatury i szybkosci denaturacji, wrazliwosci na zwiazki chemiczne oraz
powinowactwa do kwasow ttuszczowych (Varlamova & Zaripov 2020). Dodatkowo wykazano,
ze odpowiedz immunologiczna u myszy jest silniejsza na wariant B niz na wariant A (Oliveira et
al. 2001). Pomimo zmian w sekwencji aminokwasowej, oba warianty nie wykazuja istotnej

zmiany w strukturze przestrzennej (Bello 2020).

1.2. Struktura BLG

Gltéwnym elementem strukturalnym oraz miejscem wigzania ligandow w czasteczce BLG
jest P-barytka zbudowana z 8 wsteg antyrownoleglego arkusza P. Pierwsza cze$¢ arkusza 3
stanowig nici A-D, natomiast drugg, przeciwlegta nici E-H (G. Kontopidis et al. 2004). Dziewiata
ni¢ I bierze udziat w tworzeniu dimeru (J. I. Loch et al. 2013) wraz z petla taczaca nici A i B
(Crowther et al. 2016) (Rysunek 1). Geste upakowanie tancuchéw bocznych w obszarze
N-konicowym oraz w dolnej cze$ci biatka prowadzi do utworzenia hydrofobowej wneki we
wnetrzu P-barytki. Przeciwna strona B-barytki, otoczona jest natomiast czterema elastycznymi
petlami AB, CD, EF oraz GH, ktére stanowia wej$cie do miejsca wigzgcego (G. Kontopidis et al.
2004) (Rysunek 1). W strukturze BLG wystepuje rowniez a-helisa, potozona po zewnetrznej
stronie B-barytki (Crowther et al. 2016). Jest ona czes$cia petli HI i stanowi element motywu B-a-f
z udziatem nici H oraz | (J. Loch et al. 2011). Krétsze helisy 310 potozone sa w C- i N-koncowych
fragmentach BLG. Dodatkowo helisa 3, umiejscowiona jest w dlugiej petli AB i wraz z nicig I

znajduje si¢ na styku dimeru (Rysunek 2) (Uhrinova et al. 2000).
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Kazdy monomer laktoglobuliny zawiera pig¢ reszt cysteinowych (Rysunek 1). Cztery z nich
uczestnicza w tworzeniu mostkow disiarczkowych. Pierwszy pomiedzy Cys66, a Cys160 taczy
C-koniec z petlg CD, natomiast drugi, pomigdzy Cys106, a Cys119 taczy nici G i H (Uhrinova et
al. 2000). W natywnej formie biatka wolna grupa tiolowa pochodzaca z Cys121 ukryta jest
w hydrofobowej wnece pomigdzy o-helisa, a B-barytka (Miriani et al. 2014) i zwykle nie
uczestniczy w tworzeniu wigzan disiarczkowych (Uhrinova et al. 2000). Odpowiednie
rozmieszczenie mostkow disiarczkowych jest kluczowe dla prawidlowego fatdowania BLG

(Crowther et al. 2016) (Rysunek 1).

petla AB

petla CD

petla BC
a-helisa

Rysunek 1. Struktura wotowej BLG z zaznaczonymi wstegami A-I, petlami oraz resztami Cys (r6zowy).

W warunkach fizjologicznych BLG wystepuje w formie dimeru. Interfejs dimeru sktada si¢
z dwoch nici I oraz fragmentéw dwoch petli AB. Pomigdzy wstggami | tworza si¢ cztery
wigzania wodorowe, natomiast pomigdzy petlami AB wystepuje przyciaganie elektrostatyczne (tj.
mostki solne) miedzy dodatnio natadowang Arg40 oraz ujemnie natadowang Asp33 (Rysunek 2)
(Sakurai & Goto 2002). Ponizej pH 3 BLG ulega dysocjacji na monomery o masie czasteczkowej
18.4 kDa, sktadajace si¢ ze 162 aminokwasow (Oliveira et al. 2001). Co ciekawe, monomer
biatka zachowuje swojg natywna konformacj¢ (sfaldowanie) nawet w pH 2 (Kuwata et al. 2008).
W zalezno$ci od temperatury, pH oraz st¢zenia soli, BLG moze wystepowaé¢ w formie

monomeru, dimeru lub oktameru (Gottschalk et al. 2003).
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Rysunek 2. (A) Struktura dimeru BLG z zaznaczonymi resztami tworzacymi wigzania wodorowe oraz
(B) tworzacymi mostki solne.

1.3. Przejscie Tanforda

Wejscie do B-barytki BLG otaczaja cztery bardzo elastyczne petle: AB, CD, EF oraz GH.
Petle BC, DE oraz FG znajduja si¢ w dolnej czesci barytki (Rysunek 1) i wykazujg znacznie
mniejszg elastyczno$¢ konformacyjna. Wolowa [-laktoglobulina przyjmuje rézne stany
konformacyjne w zaleznosci od pH (Qin et al. 1998). Przej$ciem Tanforda nazywamy zmiany
konformacyjne bydlgcej BLG przy pH ok. 7, ktére pierwotnie zostaty zidentyfikowane na
podstawie optycznej dyspersji rotacyjnej oraz dostepnosci grup tiolowych (Qin et al. 1998)
(Sakurai & Goto 2006). Poréwnujac struktury krystaliczne przy pH 6.2, 7.1 oraz 8.2 stwierdzono,
ze za przejscie Tanforda odpowiadaja konformacyjne zmiany w petli EF (reszty 85-90) (Qin et al.
1998) (Rysunek 3). Petla EF dziata jak swego rodzaju ,,pokrywka”, ktora w zalezno$ci od pH
otwiera badz zamyka wejscie do kieszeni wigzacej. Zmiany konformacyjne zalezne od pH

obejmuja rowniez petle GH (Sakurai & Goto 2006).

Rysunek 3. (A) Widok z boku oraz (B) widok z gory na pozycje petli EF w strukturze BLG w zaleznosci od pH.
Struktura w pH 6.2 (PDB id: 3BLG, kolor r6zowy) przedstawia petle EF w konformacji zamknigtej, natomiast
struktury w pH 7.1 (PDB id:1BSY, kolor zielony) oraz pH 8.2 (PDB id: 2BLG, kolor bi¢kitny) z petla EF w otwartej
konformacji.
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Przy niskich wartosciach pH petla EF znajduje si¢ w pozycji zamknietej i blokuje wejscie do
barytki, a tym samym utrudnia zwiazanie liganda w hydrofobowej wngce. Taka konformacja petli
stabilizowana jest gtoéwnie poprzez oddzialywania wodorowe pomigdzy grupa karboksylowa
Glu89 (anormalne pK, 7.3), a grupa karbonylowa Ser116 (Bello 2020). W pH > 7 petla EF
wystepuje w konformacji otwartej, dajac swobodny dostep do kieszeni wigzacej. Postawiono
zatem hipoteze, ze w warunkach zblizonych do tych, panujacych w zotadku petla EF zamyka
B-barytke w celu ochrony przed kwasnym s$rodowiskiem zwigzanego we wnetrzu liganda.
Natomiast w zasadowym $rodowisku, takim jakie panuje w dwunastnicy petla otwiera sig,
umozliwiajac swobodny dostep do liganda. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ fakt, ze we
wszystkich rozwigzanych do tej pory strukturach przy pH > 7, zarowno z ligandem, jak i bez
liganda petla EF wystgpuje w otwartej konformacji (Labra-Nuifiez et al. 2021).

W najnowszych badaniach uzyskano jednak kompleks BLG-SDS w $rodowisku kwasnym
(pH 4.2). Otrzymano krysztaty w grupie przestrzennej P22,2;, ktore rozpraszaly promieniowanie
do 2.4 A. Rozwigzana struktura pokazata, ze petla EF pomimo obecnosci liganda pozostaje
zamknigta i dodatkowo oddziatuje z polarng grupa liganda. Co ciekawe, poza ligandem
zwigzanym w barylce, jedna czgsteczka SDS zostala zlokalizowana rowniez W przestrzeni
interfejsu dimeru (Labra-Nufiez et al. 2021).

W celu doktadniejszego =zbadania zjawiska przejécia Tanforda, poza metodami
krystalograficznymi (Qin et al. 1998), wykorzystano rowniez spektroskopic NMR (Sakurai &
Goto 2006) oraz symulacje komputerowe MD (ang. Molecular Dynamics Simulations) (Bello
2020) (Fogolari et al. 2005). Symulacje komputerowe potwierdzaja, ze konformacja petli EF
zalezy od protonacji/deprotonacji Glu89 (Fogolari et al. 2005). Z badan NMR wynika natomiast,
ze przejScie Tanforda moze by¢ bardziej ztozonym zjawiskiem, w ktory poza petla EF
zaangazowana jest rowniez petla GH oraz wigzania wodorowe migdzy resztami Ile84, Asn90
i Glul08. Przed =zmiang konformacyjng petli EF dochodzi do nietypowej zmiany
w konformacji petli GH w trakcie kontaktu z petla EF. Wzrost pH powoduje deprotonacje grup
karboksylowych i zerwanie wigzan wodorowych, a tym samym ,,otwarcie” barytki (Sakurai &
Goto 2006) (Sakurai et al. 2009).

1.4. Kompleksy naturalnej p-laktoglobuliny z ligandami

Pierwsze wzmianki o ligandzie zwigzanym z BLG pojawily si¢ w pracy Davisa i Dubosa
z 1947. Odkryli oni, ze laktoglobulina wigze, stabiej niz surowicza albumina, kwas oleinowy
(Davis & Dubos 1947). Dwa lata p6zniej McMeekin opisal wigzanie dodecylosiarczanu sodu
(SDS) do natywnej formy BLG (McMeekin et al. 1949). Od tego czasu wykazano, ze
laktoglobulina moze wigza¢ w barylce wiele hydrofobowych ligandow np. retinol, kwasy
thuszczowe 1 ich pochodne, witaming D, cholesterol, kurkuming, protoporfiryne IX, zwiazki

aromatyczne, katechiny (Le Maux et al. 2014). Jednak za naturalne ligandy BLG uwaza si¢ kwas
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palmitynowy oraz retinol, ktore wigzane sa z pordwnywalnym powinowactwem (J. I. Loch et al.
2012).

1.4.1. Kompleks naturalnej g-laktoglobuliny z retinolem

Motyw strukturalny wystepujacy w rdzeniu B-laktoglobuliny jest bardzo podobny do tego,
wystepujacego w biatku wigzacym retinol (RBP ang. Retinol Binding Protein) (Taheri-Kafrani et
al. 2008). Pierwsze porownania sekwencji aminokwasowej wotowej BLG z ludzkim biatkiem
wigzacym retinol wykazaly homologi¢ na poziomie 25%. Pozwolitlo to przypuszczaé, ze
laktoglobulina moze by¢ zaangazowana w transport i metabolizm retinolu (Godovac-
Zimmermann et al. 1985). W 1972 po raz pierwszy korzystajac z pomiarow fluorescencji
wykazano, ze laktoglobulina, podobnie jak RBP tworzy rozpuszczalne w wodzie kompleksy
z retinolem (Pérez & Calvo 1995). Pierwsza hipoteza dotyczaca sposobu wigzania retinolu
bazowala na analizach krystalograficznych. Sugerowano, ze retinol jest glgboko zwigzany
w B-barylce i oddziatuje z resztami Trp19 oraz Lys70 (Papiz et al. 1986). Bazujac na badaniach
w roztworze, drugim zaproponowanym miejscem wigzania retinolu byta hydrofobowa wneka
znajdujaca si¢ na powierzchni kieszeni wiazacej pomigdzy B-barytka, a a-helisa (Pérez & Calvo
1995).

Zdeponowana w PDB struktura kompleksu BLG-retinol (PDB id: 1GX8) wykazata, Ze retinol
jest wyraznie widoczny w centralnym miejscu hydrofobowej wnegki. W odroznieniu od
hydrofobowej czeséci retinolu, hydrofilowy ,,ogon” liganda jest stabiej widoczny na mapie
gestosei elektronowej. Ligand wymusza réwniez zmiany pozycji tancuchéw bocznych Phel05
oraz Met107. W przedstawionej strukturze jedynym wigzaniem wodorowym pomig¢dzy ligandem,
a biatkiem, jest wigzanie pomigdzy grupa hydroksylowa retinolu, a Glu62 (G. Kontopidis et al.
2002). Wotowa BLG wykazuje rowniez zdolno$¢ do wigzania pochodnych retinolu np. kwasu
retinowego (Zsila et al. 2002), octanu retinolu (Dufour & Haertlé 1991), immobilizowanego
trans-retinalu (Jang & Swaisgood 1990) oraz B-jononoéw (Dufour & Haertlé 1991). Miejsca
wigzania retinoidow w czasteczce BLG wcigz budzg kontrowersje, gdyz niektore analizy
wskazuja, ze kwas palmitynowy i retinol konkurujg o to samo miejsce wigzania (G. Kontopidis et
al. 2002), natomiast inne sugerujg, ze ligandy wiazg si¢ w r6znych miejscach (Frapin et al. 1993).
Kolejne badania wigzania ligandow wykazaly, ze ko-krystalizacja BLG z mieszaning retinol/kwas
palmitynowy sprzyja wigzaniu kwasu tluszczowego w barylce (G. Kontopidis et al. 2002).
Czasteczka kwasu w przeciwienstwie do retinolu jest w stanie wnika¢ glebiej do kieszeni
wigzacej, przez co zwieksza sie liczba oddziatywan hydrofobowych stabilizujgcych kompleks (G.
Kontopidis et al. 2002).
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1.4.2. Kompleksy naturalnej p-laktoglobuliny z kwasami tluszczowymi

W 1970 roku Spector i Fletcher wykazali, ze¢ BLG oddziatuje in vivo z kwasami
thuszczowymi. Powinowactwo do liganda maleje zgodnie z kolejnoscia: kwas palmitynowy
(C16), kwas stearynowy (C18), kwas oleinowy (C18) oraz kwas laurynowy (C12) (Spector &
Fletcher 1970). Jak wczeéniej wspomniano kwas palmitynowy uwazany jest za naturalny ligand
B-laktoglobuliny. BLG moze jednak wigza¢ rowniez inne kwasy sktadajace si¢ z 8-20 atomow
wegla (J. 1. Loch et al. 2012). Badania strukturalne kompleksow BLG-kwas palmitynowy
wykazaty, ze 16-weglowy kwas palmitynowy zwigzany jest we wnetrzu PB-barytki i dobrze
odpowiada geometrii kieszeni wiazacej (J. . Loch et al. 2012). Ligand przyjmuje wydtuzona
geometri¢ (J. I. Loch et al. 2012) oraz konformacje¢ gauche (J. I. Loch et al. 2012) (G. Kontopidis
et al. 2002). Kwas palmitynowy tworzy wigzania wodorowe z polarnymi resztami znajdujacymi
sie w petli CD tj. Glu62 oraz Lys69. Reszty te oddziatujg rowniez migdzy soba (J. I. Loch et al.
2012).

Badania przeprowadzone dla innych kwasow tluszczowych: stearynowego, mirystynowego
oraz laurynowego wykazaty, ze sposob wigzania jest taki sam jak dla kwasu palmitynowego (J. I.
Loch et al. 2012). Pojedyncza czgsteczka liganda zwigzana jest w hydrofobowej wnece. Lancuch
weglowodorowy znajduje si¢ we wnetrzu barylki, natomiast grupa karboksylowa zlokalizowana
jest przy wejsciu do kieszeni wiazacej (J. . Loch et al. 2012). Ze wzgledu na rézne dtugosci
lancucha weglowodorowego, a tym samym inng pozycj¢ grupy karboksylowej przy wejsciu do
barytki, obserwuje si¢ odmienne oddziatywania biatko-ligand. Dla kwasu stearynowego wigzanie
wodorowe wystepuje jedynie z reszta Glu62, w kompleksie BLG-kwas mirystynowy z reszta
Lys69 oraz czasteczka wody, natomiast w przypadku kwasu laurynowego z Glu62 oraz Lys69 (J.
I. Loch et al. 2012).

Przez dtugi czas uwazano, ze kwasy ttuszczowe zbudowane z mniej niz 12 atoméw wegla nie
wigzg si¢ do BLG (Frapin et al. 1993). Badania krystalograficzne oraz spektroskopowe pokazaty
jednak, ze istnieja kompleksy z krotkimi 8- i 10-weglowymi kwasami tluszczowymi:
kaprylowym oraz dekanowym. W obu przypadkach ligand jest zwigzany w hydrofobowej
kieszeni wiagzacej (J. Loch et al. 2011). BLG wykazuje rowniez duze powinowactwo do
dtugotancuchowych nienasyconych kwaséw tluszczowych m.in. 18-weglowego kwasu
oleinowego i linolowego (J. I. Loch et al. 2013), cis-linolenowego oraz y-linolenowego (Frapin et
al. 1993). Wykazano, ze powinowactwo dla nienasyconych kwasow tluszczowych w konformacji

cis jest wyzsze niz dla izomerow trans (Frapin et al. 1993).

1.4.3. Kompleks naturalnej p-laktoglobuliny z witaming D5

Przez dlugi czas miejsce wigzania witaminy Ds; budzitlo pewne kontrowersje. Wigkszos¢

badan wskazywata na typowe wigzanie w f-barytce (M. C. Yang et al. 2008). Jednak niektore
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badania w roztworze sugerowaly, ze moze istnie¢ inne miejsce Wwigzania, O nizZszym
powinowactwie do hydrofobowych ligandow, znajdujace si¢ na zewngetrznej stronie B-barytki
(Narayan & Berliner 1998) (Q. Wang et al. 1997). Badania w roztworze wykazaly, ze
w przypadku kwasu palmitynowego oraz retinolu maksymalna stechiometria wigzania biatko-
ligand wynosita 1:1 podczas gdy dla kompleksu BLG-witamina Dj stechiometria byta réwna 1:2
(Q. Wang et al. 1997). Podobne obserwacje przedstawiono rowniez w innej pracy (M. C. Yang et
al. 2008). Dodatkowo, badania prowadzone przy ré6znym pH pokazaty, ze dla pH mniejszego od
6, petla EF pozostaje w konformacji zamknietej i zgodnie z oczekiwaniami, zdolno§¢ wigzania
retinolu 1 kwasu palmitynowego zmniejsza si¢. Natomiast w tych samych warunkach biatko nadal
wykazywato zdolno$¢ wigzania witaminy D3 (M. C. Yang et al. 2008). Uzyskane wyniki
sugerowaly dwie mozliwosci: BLG wiaze dwie czasteczki liganda w tym samym miejscu, badz
biatko posiada drugie, alternatywne miejsce wigzania (M. C. Yang et al. 2008).

Do tej pory jedyna strukturg krystaliczna, potwierdzajaca alternatywne miejsce wigzania
naturalnej B-laktoglobuliny jest struktura BLG z witaming D; (M. C. Yang et al. 2008). Z badan
krystalograficznych ~ wynika, ze jedna czasteczka witaminy Dj; zwiazana  jest
w P-barylce, natomiast druga czagsteczka zwigzana jest w poblizu C-konca miedzy a-helisa,
a wstega | w poblizu reszt 136-149, na granicy monomer-monomer (Rysunek 4). Struktura ta

zostata zdeponowana w PDB (PDP id: 2GJ5) (M. C. Yang et al. 2008).
Witamina D3

Granica monomer-monomer

Rysunek 4. Struktura kompleksu BLG-witamina D3 (kolor jasnofioletowy, reprezentacja patyczkowa). Ligand w
kieszeni wiazacej oraz na powierzchni biatka (PDB id: 2GJ5) (M. C. Yang et al. 2008).

1.4.4. Kompleksy naturalnej p-laktoglobuliny z lekami

B-Laktoglobulina jako biatko nalezace do rodziny lipokalin posiada zdolno$¢ do wigzania
i transportu roznych lekéw. Ta cecha BLG sprawia, ze jest ona interesujacym obiektem do
potencjalnego wykorzystania jako nowy typ transporterow lekow (Richter et al. 2014). Wsrod

lekéw wiagzacych si¢ do BLG mozna wyr6zni¢ leki znieczulajace tj. tetrakaine oraz pramoksyng
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(J. I. Loch et al. 2015), antybiotyki takie jak doksorubicyna (Agudelo et al. 2012), kanamycyna
oraz cyprofloksacyna (Mehraban et al. 2017), leki psychotyczne np. chloropromazyna
(Bhattacharyya & Das 2001), leki przeciwnowotworowe: oksaliplatyna (Ghalandari et al. 2015),
fluorouracyl (5-FU) oraz kompleksy palladu (Leilabadi-Asl et al. 2018), chemioterapeutyki np.
norfloksacyna (Paul et al. 2014), pochodne kurkuminy jako potencjalne leki przeciwcukrzycowe
(Yousefi et al. 2021) oraz metalo-leki tj. cis-platyna (Paquin et al. 2015).

Mimo wielu doniesien przedstawiajacych oddziatywanie p-laktoglobuliny z lekami,
w wigkszo$ci sa to badania oddzialywania w roztworze badZz teoretyczne symulacje
komputerowe. Wsrod zdeponowanych struktur w PDB wyr6zni¢ mozna jedynie strukturg
kompleksu naturalnej BLG z tetrakaing (PDB id: 4YOP) oraz pramoksyna (PDB id: 4Y0Q,
4YOR) (J. I. Loch et al. 2015). Analiza tych struktur wykazata, ze B-barylka zapewnia
odpowiednie Srodowisko do wiazania 6-weglowych pier§cieni aromatycznych oraz, ze zwigzanie

liganda nie wptywa na konformacj¢ tancucha gtéwnego (J. I. Loch et al. 2015).

1.5. Miejsca wigzania ligandéw w czasteczce naturalnej p-laktoglobuliny

Jak u wigkszosci lipokalin, glownym miejscem wigzania BLG jest hydrofobowe wngtrze
B-barytki, w ktorej miesci si¢ zwykle pojedyncza czasteczka liganda. Zostato to potwierdzone
przez liczne badania spektroskopowe (Vanaei et al. 2020), (Al-Shabib et al. 2020), (Zhan et al.
2020), kalorymetryczne (Zhan et al. 2020) (J. Loch et al. 2011) (J. I. Loch et al. 2012) (J. I. Loch
et al. 2013) oraz krystalograficzne (J. I. Loch et al. 2015). Wciaz jednak, niektorzy autorzy
postuluja, ze naturalna B-laktoglobulina posiada réwniez inne, dodatkowe miejsca wigzania
zlokalizowane poza gtowng kieszenig wigzaca (Dominguez-Ramirez et al. 2013) (Xu et al. 2019)
(Cho et al. 1994) (Rysunek 5).

Region Trp19-Argl24

Wejscie do B-barytki
Preveg 5 Hydrofobowa wneka pomiedzy

a-helisg, a B-barytka

Rysunek 5. Struktura dimeru BLG z zaznaczonymi alternatywnymi miejscami wiazacymi (J .I. Loch et al.2022).

Za pierwsze dodatkowe miejsce wigzania B-laktoglobuliny uwaza si¢ miejsce na granicy

dimeru pomiedzy a-helisa, a wstega I w okolicach reszt 139-146. Pierwszg struktura krystaliczng
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naturalnej BLG potwierdzajaca ligand zwigzany na zewnatrz barylki jest struktura kompleksu
z witaming D3 (Rysunek 3) (M. C. Yang et al. 2008). W ostatnich badaniach wykazano réwniez,
ze w $rodowisku kwasowym (pH 4.2) jedna czgsteczka SDS zostata zwigzana poza barytka
(Labra-Nunez et al. 2021). Interfejs dimeru, jest rowniez miejscem, w ktorym wykryto wigzanie
dezypraminy, trojcyklicznego leku antydepresyjnego w strukturze mutantow rekombinowanej
B-laktoglobuliny (J. I. Loch et al. 2022).

Z badan prowadzonych w roztworze przy uzyciu wygaszenia fluorescencji wykazano, ze
wigzanie kwasu foliowego zachodzi w hydrofobowej wnece pomigdzy a-helisa, a B-barytka
(Liang & Subirade 2012). Ten sam region odnotowano dla wigzania oligosacharydow (Birch et
al. 2021). Brakuje jednak jakichkolwiek struktur krystalicznych potwierdzajacych te hipotezg. Na
podstawie badan fluorescencyjnych, dichroizmu kotowego, badan spektroskopowych oraz metod
obliczeniowych wykazano, ze zwiazki nalezace do grupy antrachinonow (reina, emodyna,
chryzofanol) wigzaty si¢ w poblizu Trp19 i Argl24 (Xu et al. 2019). Podobne wyniki otrzymano
dla resweratolu, zwigzku polifenolowego (Zhang et al. 2014). Wysokorozdzielcza struktura
krystaliczna mutanta rekombinowanej B-laktoglobuliny I56F z tetrakaing ujawnita, ze ligand
zwigzany byt w poblizu Trp19 i Argl24, natomiast ligand nie wystgpowal w kieszeni pB-barytki
(J. 1. Loch et al. 2021).

Na podstawie badan spektroskopowych oraz metod obliczeniowych wykazano, ze organiczny
zwigzek ANS wigze si¢ do kolejnego postulowanego miejsca wigzania ligandow, ktorym jest
region przy wejsciu do -barytki (Collini et al. 2003). Potwierdzeniem tej hipotezy sa otrzymane
struktury krystaliczne mutantéw rekombinowanej BLG z dezypraming. Pokazuja one, ze ligand
moze jednocze$nie wystepowaé w Kieszeni wigzacej, przy wejsciu do B-barytki oraz na styku

dimeréw (J .1. Loch et al. 2022).

1.6. Potencjalne wykorzystanie lipokalin w medycynie

Wotowa [B-laktoglobulina nalezy do rodziny lipokalin — réznorodnych, matych biatek, ktore
zazwyczaj przechowuja lub transportuja wrazliwe chemicznie oraz stabo rozpuszczalne zwigzki
biologiczne m.in. witaminy, hormony steroidowe, substancje zapachowe oraz rdzne metabolity
wtorne (Dartt 2011). Lipokaliny stanowig duza grupe rdznorodnych biatek o niskiej masie
czasteczkowej (18-40kDa) (Dartt 2011). Posiadaja one od 100 do 300 reszt aminokwasowych
i dziataja glownie pozakomorkowo (Du et al. 2015). Lipokaliny zawieraja zwykle jeden lub dwa
mostki disiarczkowe, jednak istnieja tez lipokaliny, ktore sg ich pozbawione (Hohlbaum & Skerra
2007).

Biatka z rodziny lipokalin naleza do nadrodziny biatek nazywanych kalcynami (Dartt 2011).
Wystepuja zaré6wno u eukariotow jak i u prokariotéw, jednak znaleziono je gtownie
u kregowcow (Dartt 2011). Poza lipokalinami naleza do niej biatka wiazace kwasy tluszczowe,

awidyny oraz inhibitory metaloproteinaz (Dartt 2011). Biatka te sa szeroko rozpowszechnione
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i pelnia wazne funkcje biologiczne w roznych organizmach od bakterii po ludzi (Dartt 2011).
Lipokaliny oprocz podstawowej funkcji jaka jest transport roéznych zwiazkow, zwigzane sa
z wieloma procesami biologicznymi. Niektore z nich Sg zwigzane z zaburzeniami
patofizjologicznymi, dlatego moga by¢ wykorzystywane jako potencjalne cele terapeutyczne
(Schlehuber & Skerra 2005).

W ludzkim genomie do tej pory zidentyfikowano geny 37 lipokalin (Du et al. 2015). U ludzi
lipokaliny stanowia biatka wydzielnicze, ktére wystepuja miedzy innymi w osoczu krwi, tzach
oraz innych ptynach ustrojowych w tym takze w wydzielinach narzadow ptciowych (Schiefner &
Skerra 2000). Niektore z tych biatek mozna przypisa¢ do pewnych klas i tak na przyktad biatka
oznaczone symbolem FABP sg to lipokaliny wigzace kwasy tluszczowe, ORM sa to biatka
osocza transportujgce leki i inne substancje, natomiast biatka RBP wigza retinol (Du et al. 2015).
Ludzkie lipokaliny wystepuja w osoczu oraz innych ptynach tkankowych jako rozpuszczalne
biatka w stezeniu do 1 mg/ml. Ich swobodna dystrybucja w ciele decyduje o mozliwo$ci ich
potencjalnego wykorzystania jako biatek nosnikowych (Hohlbaum & Skerra 2007). Oprocz
wykorzystania ich zdolno$ci do wigzania matych ligandow, lipokaliny stanowia réwniez dobra
bazg do projektowania rekombinowanych biatek wiazacych, nazywanych antyklinami (Achatz et
al. 2022).

W poréwnaniu do przeciwcial wykorzystywanych w terapii wielu choréb (Lu et al. 2020),
antykaliny ktore mogg stanowi¢ ich alternatywe wykazujg szereg zalet (Rothe & Skerra 2018).
Rozmiar lipokalin jest znacznie mniejszy niz immunoglobulin przez co penetracja przez tkanki
jest tatwiejsza. Maty, pojedynczy tancuch polipeptydowy zapewnia szereg korzySci w inzynierii
biatek, medycynie i biotechnologii. Przeciwciata natomiast zbudowane sa z dwoch tancuchow:
lekkiego i cigzkiego (Achatz et al. 2022). Co wigcej, dzigki czterem elastycznym, zmiennym
strukturalnie petlom miejsce wigzania lipokalin jest fatwiejsze do modyfikacji (Deuschle et al.
2021). Tylko niewielka liczba lipokalin jest glikozylowana, zatem mogg by¢ z tatwoscig
wytwarzane z wykorzystaniem mikrobiologicznych systemow ekspresyjnych, podczas gdy
glikozylowane przeciwciata wymagaja drogich hodowli eukariotycznych, ktorych optymalizacja
jest czasochtonna (Skerra 2008). Zmodyfikowane lipokaliny stanowiag nowa klasg
biofarmaceutykow o wysokim potencjale klinicznym, bedacych alternatywa dla przeciwciat
(Rothe & Skerra 2018). Biatka te sa badane pod katem roznych, innowacyjnych zastosowan np.
w terapii raka, astmy, anemii czy zaburzen metabolicznych (Deuschle et al. 2021).
Biofarmaceutyki oparte na lipokalinach wykazaly we wczesnych badaniach klinicznych duza

tolerancje i bezpieczenstwo (Rothe & Skerra 2018).
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1.6.1. Antykaliny — zmodyfikowane lipokaliny

Swiatowy rynek farmaceutyczny coraz bardziej zdominowany jest przez biofarmaceutyki.
Wsréd nich najskuteczniejsza klase lekéw stanowig przeciwciata monoklonalne (mAb). Jedynie
w latach 2015-2018, przeciwciata stanowily 53% wszystkich nowych biofarmaceutykoéw
zatwierdzonych do badan klinicznych (Deuschle et al. 2021). Lipokaliny charakteryzuja si¢ prostg
architektura, a Stosujac ukierunkowana, losowa mutageneze w potaczeniu z technikami selekcji
molekularnej mozna modyfikowa¢ petle otaczajace wejscie do B-barytki lipokalin, a tym samym
zmieni¢ ich selektywno$¢ i powinowactwo do ligandow (Achatz et al. 2022). Antykaliny mozna
réwniez wytwarza¢ jako biatka fuzyjne lub koniugaty z réznymi modutami efektorowymi
(Deuschle et al. 2021).

Pierwsza dokladnie opisang antykaling bylo zmodyfikowane biatko BBP (Bilin Binding
Protein), ktorego naturalnym ligandem jest bilina, pochodna protoporfiryny (IX) (Schlehuber &
Skerra 2002). Dokonano 16 modyfikacji (mutacji) w obszarze czterech elastycznych petli BBP
(Schlehuber & Skerra 2005), otrzymujac antykaling DigA ktora wykazywata zdolno$¢ wigzania z
wysokim powinowactwem dwoch lekéw nasercowych, digitoksygeniny i digoksygeniny, stracita
natomiast powinowactwo do naturalnego liganda, biliny (Rysunek 6) (Schlehuber & Skerra
2002). W miejscu wigzacym antykaliny DigA16, ligand umieszczony jest pomig¢dzy tancuchem
bocznym Trp i dwoma resztami Tyr, dodatkowo tancuch boczny His kieszeni wigzacej DigA16
wykazuje indukowane dopasowanie do tworzenia kompleksu z digoksygening, co uwazano za
typowe dla przeciwciat (Schlehuber & Skerra 2005).

Wprowadzajac mutacje w ludzkiej lipokalinie TLC (ang. Tear Lipocalin) udato si¢
zaprojektowac¢ antykaling wigzacg i blokujacg czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego A (ang.
Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF-A), ktory odgrywa glowng rolg w angiogenezie
i jest kluczowy dla wzrostu guza i przerzutow (Meyer et al. 2015). Zmodyfikowana lipokalina
LCN2 zapobiega natomiast odktadaniu si¢ B-amyloidu w moézgu dzigki czemu znajduje
potencjalne zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimera (Rauth et al. 2016). Modyfikujac
ludzka lipokaling LCN2 udato si¢ tez otrzymac obiecujaca antykaling, rozpoznajaca ludzki
antygen blonowy specyficzny dla raka prostaty (PSMA). Moze by¢ zatem wykorzystywana
w obrazowaniu raka prostaty, a nawet jako nosnik lekéw w terapii nowotworowej (Barinka et al.
2016). Antykaliny moga by¢ rowniez wykorzystywane jako znaczniki obrazowania
molekularnego w diagnozowaniu glejaka (Albrecht et al. 2016). Jednym z mechanizmow
dziatania antykalin jest tez antagonistyczne oddzialywanie z wybranymi receptorami
komorkowym: antykaliny blokujg ich interakcje z naturalnymi czgsteczkami sygnatowymi
(Gebauer & Skerra 2012). Antykaliny moga by¢ rowniez nosnikami enzyméw, radionuklidow
czy toksycznych zwigzkow dziatajacych bezposrednio na zmieniong chorobowo komorke
(Schlehuber & Skerra 2005).
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Rysunek 6. (A) Struktura antykliny DigA z czasteczka digoksygeniny (reprezentacja patyczkowa, kolor zielony) (PDP
id: 1LKE) oraz (B) digitoksygeniny (reprezentacja patyczkowa, kolor zielony) (PDB id: 1LNM) w kieszeni wigzacej.

1.7. Rekombinowana wolowa p-laktoglobulina

Rekombinowane biatka obecnie stanowia nowa klase terapeutykéw wykorzystywanych
w innowacyjnych terapiach (Sauna et al. 2017). Najnowsze osiagnigcia inzynierii biatek
pozwalaja na otrzymanie bialek o okre§lonych, pozadanych wtasciwosciach, a zarazem
bezpiecznych dla pacjenta (Sauna et al. 2017) (Rothe & Skerra 2018). Naturalna wotowa
B-laktoglobulina ze wzgledu na specyficzne wigzanie si¢ z lekami chemioterapeutycznymi
(Leilabadi-Asl et al. 2018) jest dobrym kandydatem jako potencjalny transporter $rodkow
terapeutycznych (Pujara et al. 2021). Wysoka stabilnos¢ BLG w s$rodowisku kwasnym
(Ghalandari et al. 2014), biodegradowalnos¢ (Ghalandari et al. 2015) oraz kontrolowane
uwalnianie zawartosci (Shafaei et al. 2017) jest wykorzystywane w tworzeniu terapeutykow na
bazie nanoczastek do doustnego podawania (Shafaei et al. 2017). Ostatnie badania pokazuja, ze
nanoczatki BLG-pektyna, jako no$niki kompleksow platyny mogg by¢ wykorzystywane w terapii
przeciwko rakowi okreznicy (lzadi et al. 2016). Produkcja rekombinowanej p-laktoglobuliny oraz
mozliwo$¢ jej modyfikacji na drodze mutagenezy otwiera mozliwosci tworzenia wysoce

selektywnych i specyficznych transporterow molekularnych.

1.7.1. Mutacje w kieszeni wigzacej rekombinowanej g-laktoglobuliny

Opisane do tej pory mutacje BLG zwigzane byly przede wszystkim ze zmianami wtasciwosci
fizykochemicznych biatka (Jaya et al. 2004) (Yagi et al. 2003). Pojedyncze mutacje w sekwencji
aminokwasowej BLG postuzyly miedzy innymi do poprawy wydajnosci ekspresji w komorkach
drozdzy (mutacja W19Y) (Katakura et al. 1999), do zbadania réwnowagi monomer-dimer
poprzez wprowadzenie mutacji w petli AB (Asp33, Arg40) stabilizujacej dimer (Sakurai & Goto
2002) oraz do zbadania wplywu mutacji C121S na proces agregacji oraz stabilnosci
konformacyjnej (Jaya et al. 2004).

Mutagenezy nie przeprowadzono jednak w kieszeni wiazacej w celu zmiany specyficznosci

wigzania ligandow. Takie badania sg niezbedne do projektowania wariantow BLG o wysokiej
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stabilnosci 1 wysokim powinowactwie do liganda (Bonarek et al. 2020). W zespole
Biokrystalografii ZKiK Wydziatu Chemii UJ od 2011 roku prowadzone sa systematyczne
badania nowych wariantow [-laktoglobuliny, ktére posiadaja mutacje w rejonie kieszeni
wiazacej. Poczatkowa faza badan opierata si¢ na wyborze odpowiednich miejsc mutacji
zmieniajacych geometri¢ kieszeni wigzacej, ale nie wptywajacych na stabilnos$¢ biatka. Wybrano
osiem potencjalnych miejsc mutacji: Leu39, Val43, Ile56, Leu58, Val92, Phel05, Met107 oraz
Leul22 (Bonarek et al. 2020). Reszta Leu39, znajduje si¢ w petli AB przy wejsciu do barytki,
reszty 1le56, Val92, Phel05, Val43 oraz Leul22 znajduja si¢ w Srodkowej czeSci baryiki,
natomiast reszty Leu58 i Met107 w gornej jej czgsci (Bonarek et al. 2020).

Wybdr alternatywnych aminokwasow opieral si¢ na analizie biatek pochodzacych
z organizm6éw ssaczych i1 wykazujacych wysokie strukturalne podobienstwo do wotowej
B-laktoglobuliny, jednak niska homologie sekwencji (Bonarek et al. 2020). Porownanie tych
biatek pokazato, ze hydrofobowe aminokwasy mozna zastgpi¢ alifatycznymi i aromatycznymi.
Na tej podstawie zaprojektowano i wyprodukowano 9 wariantow BLG, posiadajacych pojedyncze
mutacje w rejonie kieszeni wigzacej, jednak tylko 7 z nich (Rysunek 7) odpowiednio si¢
fatldowato i bylo w formie rozpuszczalnej: L39Y, 156F, L58F, V92F, V92Y, F105L i M107L
(Bonarek et al. 2020). Wszystkie nowe warianty byty pochodnymi dzikiej formy (WT)
B-laktoglobuliny zawierajacej mutacj¢ L1A/I2S na N-koncu ulatwiajacg odcigcie metioniny

(Bonarek et al. 2020).

PetlaCD
Petla AB o

Rysunek 7. Wybrane miejsca pojedynczych mutacji w kieszeni wiazacej p-laktoglobuliny. Modyfikacje wprowadzane
w tych miejscach pozwalaty na otrzymanie poprawnie sfaldowanych i rozpuszczalnych nowych wariantéw BLG.

Wprowadzone mutacje nie wptywaty na statg dimeryzacji, struktur¢ drugorzedowa biatka
oraz na zmiany konformacyjne zalezne od pH, natomiast przyczynity si¢ do zmian w stabilnosci
chemicznej 1 termicznej biatek (Bonarek et al. 2020). Badania przy uzyciu fluorescencji,
dichroizmu kotowego, miareczkowania kalorymetrycznego oraz krystalografii pokazaty, ze

najbardziej obiecujagcymi wariantami do dalszej zaawansowanej mutagenezy sa: L39Y, I56F,
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L58F i F105L (Bonarek et al. 2020). Warianty L58F i L39Y charakteryzowaty si¢ najwigksza
stabilnoscig chemiczng i termiczng, natomiast IS6F i F105L posiadaja skrocong kieszen wigzaca,
dzigki czemu stanowiag dobra baze¢ do projektowania bardziej ztozonych mutantéw BLG
z powinowactwem do wybranych zwiazkoéw aromatycznych w tym lekéw (Bonarek et al. 2020).

Wariant F105L wykazywal zwickszong stabilnoscig termiczng w porownaniu do dzikiej
formy (WT), co cickawe podobny efekt zaobserwowano rowniez dla wariantow posiadajgcych
dodatkowe mutacje: F105L/L39A oraz F105L/L39A/M107F (J. I. Loch et al. 2018). Podobna
sytuacja miata miejsce dla mutanta I5S6F a takze wariantow I56F/L39A oraz 156F/L39A/M107F,
dla ktorych zaobserwowano obnizenie termostabilnosci (J. I. Loch et al. 2018). Wiasciwosci
pojedynczego mutanta pozostaja zatem zachowane nawet w obecnosci innych mutacji.

Innymi zaproponowanymi mutantami BLG byly warianty zawierajace pojedyncze mutacje:
L39K oraz F105A. Badania wariantu L39K pokazaty, ze biatko to w odrdéznieniu od mutanta
L39Y wykazuje bardzo niska wydajno$¢ ekspresji. Zmiany struktury drugorz¢dowej widoczne na
widmach CD oraz stabe rozpraszanie promieni rentgenowskich wskazywaty, ze wprowadzenie
dodatnio natadowanej lizyny destabilizuje strukture biatka (J. I. Loch et al. 2021). W przypadku
wariantu F105A wymiana fenyloalaniny na alaning nie wptyneta na wyniki pomiaréw CD (J. I.

Loch et al. 2021).

1.7.2. Struktury przestrzenne nowych wariantow rekombinowanej p-laktoglobuliny

Mutacje wprowadzone w obszarze miejsca wigzacego miaty na celu zmiang powinowactwa
do ligandow. Wnetrze B-baryiki jest na tyle elastyczne, ze mozliwe byly mutacje zaréwno
w $rodkowej, jak i goérnej czgsci kieszeni wigzacej. Krysztalty odpowiednie do pomiarow
dyfrakcyjnych otrzymano dla wszystkich wariantow zawierajacych pojedyncze mutacje, za
wyjatkiem V92Y oraz V92F (Bonarek et al. 2020). W wigkszosci przypadkéw otrzymano
krysztalty w grupie przestrzennej P3,21. Wyjatkiem byt wariant F105L (C222;) oraz M107L
(P22,2,) (Bonarek et al. 2020).

1.7.2.1. Warianty rekombinowanej BLG wigzace endogenny kwas palmitynowy

Zanim odpowiedni protokdt oczyszczania rekombinowanej p-laktoglobuliny zostat
opracowany (J. I. Loch et al. 2016), struktury krystaliczne pokazywaty, ze endogenne ligandy
(kwasy tluszczowe) blokujg wnetrze baryltki uniemozliwiajace wigzanie innych ligandéw (J. I.
Loch et al. 2016). Wykorzystywany obecnie protokdt oczyszczania biatka, pozwala
wyeliminowa¢ ten problem przynajmniej dla wiekszosci nowych wariantow tj. F105L, I56F,
L58F, M107W natomiast pomimo prob, obecnos¢ endogennych kwasoéw tluszczowych weigz
obserwowano dla mutantow L39Y, L39K oraz F105A (Bonarek et al. 2020) (J. I. Loch et al.
2021).
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Mutacja L39Y wystepuje w petli AB u wejscia do barytki. Podstawiona tyrozyna wpasowuje
si¢ w przestrzen pomig¢dzy petlami AB 1 GH 1 jest stabilizowana poprzez wigzania wodorowe
z hydroksylowa grupa N90 petli EF. Pomimo krystalizacji mutanta L39Y bez dodatku liganda, na
mapie gestosci elektronowej zauwazono w kieszeni wigzacej gesto$¢ pasujaca do 16-weglowego
kwasu palmitynowego (PDB id: 7BHO) (Bonarek et al. 2020). Obecno$¢ endogennego kwasu
thuszczowego zauwazono rowniez w strukturze wariantu L39K (PDB id: 7BGZ) zaréwno podczas
krystalizacji z dodatkiem kwasu palmitynowego jak i bez dodatku liganda (J. I. Loch et al. 2021).
Ta wiasciwos$¢ wariantu L39K byta zaskakujaca, gdyz tancuch boczny lizyny 39 znajduje si¢
pomigdzy petlami AB oraz GH i nie oddziatluje z ligandem oraz innymi resztami biatkowymi (J.
I. Loch et al. 2021). W wariancie F105A, alanina znajduje si¢ na sztywnej wstedze F, a jej krotki
lancuch boczny powigksza miejsce wigzania. Mutant F105A jest kolejnym przyktadem nowego
wariantu BLG, w ktorym kieszen wigzaca zablokowana jest przez endogenny kwas tluszczowy

(PDB id: 7BGA) (J. I. Loch et al. 2021).

1.7.2.2. Kompleksy wariantéw rekombinowanej p-laktoglobuliny z kwasem mirystynowym

B-Laktoglobulina wykazuje najwigksze powinowactwo do 16-wegglowego kwasu
palmitynowego. Jednak w pierwszym etapic badan oddziatywania kwasow tluszczowych
z nowymi wariantami BLG wykorzystano 14-weglowy kwas mirystynowy, ktéry ma wyzsza
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz nie tworzy osadu w kroplach, zaburzajacego proces krystalizacji.
Badania takie byty prowadzone dla wariantéw L58F, F105L oraz M107L (Bonarek et al. 2020).

Zastgpienie leucyny, fenyloalaning W pozycji 58 nie wplywa na konformacje tancucha
biatkowego, stabilizuje jedynie gorng czesé¢ kieszeni wigzacej. Struktura krystaliczna formy apo
(PDB id: 6QPE) oraz kompleksu L58F z kwasem mirystynowym pokazata, ze mutacja nie
wplywa ani na konformacje biatka, ani na sposob wigzania liganda (Rysunek 8) (Bonarek et al.
2020). Struktura krystaliczna wariantu F105L wykazata duze zaburzenia konformacyjne C- i N-
koncowych fragmentow oraz wszystkich elastycznych petli (PDB id: 7BGX). Mutacja w pozycji
105 powoduje skrocenie kieszeni wigzacej, jednak biatko zachowuje mozliwo$¢ wigzania
14-weglowego kwasu mirystynowego. Ligand znajduje si¢ w ,,zgietej” konformacji, ktora sprzyja
dodatkowym oddziatywaniom hydrofobowym, stabilizujagcym biatko i zwiazany w jego wnetrzu
ligand (J. I. Loch et al. 2021). Dodatkowo, zwigzanie liganda powoduje zmiane pozycji fancucha
bocznego M107, ruch petli EF oraz wsteg F i G, co pokazuje, ze zmodyfikowana kieszen
wigzaca jest w stanie ,,dopasowac si¢” do obecnosci nawet relatywnie duzego liganda (Rysunek
8) (Bonarek et al. 2020). Struktura krystaliczna wariantu M107L wykrystalizowanego bez liganda
ujawnita nietypowa, czgsciowo zamknigta konformacje petli EF (PDP id: 6RYT) (Bonarek et al.
2020). W strukturze kompleksu z kwasem mirystynowym petla EF wystepuje w typowo otwartej
konformacji. Zastgpienie metioniny przez leucyn¢ powigksza wejscie do kieszeni wigzacej

w rejonie petli AB, ktora zachowala wydluzony ksztatt. Kwas mirystynowy zwigzany do
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wariantu M107L przyjmuje wydhuzong konformacj¢ typowa dla BLG (Rysunek 8) (Bonarek et
al. 2020).

Rysunek 8. Struktury kompleksu rekombinowanej BLG z zaznaczonym kwasem mirystynowym: wariant L58F (PDP
id: 6RWP, MYR kolor niebieski), wariant M107L (PDP id: 6RWR, MYR kolor z6tty) oraz wariant F105L (PDP id:
6RWQ, MYR kolor czerwony).

1.7.2.3. Kompleksy nowych wariantéw rekombinowanej p-laktoglobuliny z tetrakaing

Tetrakaina (TET) jest pochodng kwasu p-aminobenzoesowego, stosowang jako lek
znieczulajacy. Jest to modelowy, amfifilowy ligand o wydluzonej strukturze, zawierajacy
pier$cien aromatyczny oraz dwa krotkie fragmenty alifatyczne (J. 1. Loch et al. 2021). Ligand ten
wigze si¢ z wotowg BLG z mniejszym powinowactem niz kwasy tluszczowe (J. . Loch et al.
2015). Pomimo obecnosci pierscienia aromatycznego, a co za tym idzie mniejsza elastycznoscia,
tetrakaina wigze si¢ w B-barytce naturalnej BLG w taki sam sposob jak kwasy thuszczowe (J. .
Loch et al. 2021).

Kieszen wigzaca nowych wariantow L58F oraz M107L, podobnie jak w formie dzikiej (WT)
i naturalnej laktoglobuliny ma wydtuzony ksztatt. W kompleksach wariantow L58F oraz M107L
z tetrakaing ligand wystgpuje w takiej samej konformacji jak w przypadku naturalnego biatka:
krotki, alifatyczny tancuch znajduje si¢ w dolnej czesci kieszeni, natomiast pierscien aromatyczny
w $rodkowej czesci (J. I. Loch et al. 2021). Wariant I56F posiada natomiast skrocong kieszen
wigzacg. Ko-krystalizacja tego mutanta z tetrakaing doprowadzita do uzyskania krysztatow
0 nietypowej rombowej symetrii P2;2,2;. Analiza struktur pokazata, ze duzy tancuch boczny
fenyloalaniny utrudnia wigzanie kwasow tluszczowych oraz tetrakainy w p-barytce. W wariancie
I56F tetrakaina zwigzna zostata natomiast poza [B-barylka, w niewielkiej wnece utworzonej

pomigdzy dwiema czasteczkami biatka w poblizu Argl24 (PDP id: 7BE8) (J. I. Loch et al. 2021).
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1.7.2.4. Kompleksy nowych wariantéw rekombinowanej g-laktoglobuliny z
chloropromazyna

Nowe mutanty B-laktoglobuliny o skroconych miejscach wiagzacych (I56F oraz F105L)
stanowily dobra baze do projektowania Kolejnych wariantow zawierajacych dodatkowe
modyfikacje i wykazujacych powinowactwo do wybranych lekéw. Krystalizacja wotowej BLG
z chloropromazyna (lek neuroleptyczny o dziataniu przeciwpsychotycznym) wykazata, ze ligand
nie wigze sie do biatka, dlatego zaprojektowano oraz wyprodukowano nowe warianty
laktoglobuliny: 156F/L39A, I56F/L39A/M107F, F105L/L39A oraz F105L/L39A/M107F (J. I.
Loch et al. 2018).

Mutacje w pozycjach 105 i 56 powoduja skrocenie B-barytki. Zastgpienie leucyny w pozycji
39 przez alaning mialo na celu poszerzenie kieszeni wigzacej, a tym samym uzyskanie
odpowiedniego ksztattu dla trojcyklicznych zwigzkow (Rysunek 9). Natomiast wprowadzenie
fenyloalaniny w pozycji 107 do podwdjnych mutantow IS6F/L39A oraz F105L/L39A miato za
zadanie stworzenie oddzialywan m-m z pier§cieniem aromatycznym chloropromazyny (J. I. Loch
et al. 2018). Struktury komplekséw podwdjnych i potrdjnych mutantéw z chloropromazyng
(CPZ) potwierdzity, ze wprowadzone mutacje przeksztatcity kieszen wiazaca, umozliwiajac
wigzanie trojcyklicznych uktadéw (J. I. Loch et al. 2018). Co ciekawe, badania tych komplekséw
wykazaty zaskakujace stereoselektywne wigzanie konformerow chloropromazyny wykazujacych
chiralno$¢ aksjalng (osiowg). Nomenklatura tych konformeréw =zostata okre$lona zgodnie
z regutami zawartymi w pracy B. Testy (B. Testa 2013). Warianty zawierajgce mutacje I56F
preferowaty wigzanie (aR)-CPZ, natomiast warianty z mutacjami F105L (aS)-CPZ (J. I. Loch et
al. 2018) (Rysunek 9).

Chloropromazyna (CPZ)

Rysunek 9. Struktury kompleksu rekombinowanej BLG z chloropromazyna. Wariant 156F/L39A (PDP id: 5NUJ) kolor
pomaranczowy oraz wariant F105L/L39A (PDP id: 5SNUM) kolor biekitny. Struktura chloropromazyny oraz jej
chiralne konformery.
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1.7.2.5. Kompleksy nowych wariantéw rekombinowanej g-laktoglobuliny z dezypramina

Nowe warianty B-laktoglobuliny zawierajace potrojne mutacje W rejonie kieszeni wiazacej
zostaly zaprojektowane w ten sposob aby wigzaé trojcykliczne leki antydepresyjne m.in.
dezypraming. W przeprowadzonych badaniach skupiono si¢ nad analiza oddzialywan pomiedzy
wariantami 156F/L39A/M107F (FAF) oraz I56F/L39A/M107W (FAW), a dezypraming (DES) (J.
I. Loch et al. 2022).

W przypadku wariantu IS6F/L39A/M107F trzy pierscienie fenyloalaniny w pozycjach 56,
105 oraz 107 tworza odpowiednie, hydrofobowe s$rodowisko dla aromatycznego liganda.
Otrzymano krysztaty kompleksu z dezypraming o symetrii grupy przestrzennej 12,2,2, z dimerem
w jednostce asymetrycznej. Analiza struktury wykazata, ze ligand wigzal si¢ nie tylko
w B-barytce obu podjednostek, ale takze w przestrzeni pomiedzy monomerami (interfejs dimeru).
Co wigcej dodatkowa czasteczka dezypraminy zwigzana byta w gornej czgsci B-barylki jednej
z podjednostek (J. I. Loch et al. 2022).

Dla kompleksu wariantu 156F/L39A/M107W otrzymano dwie formy krystaliczne. Pierwsza
z nich byla 12,2,2; Parametry komoérki oraz sposdéb upakowania byly takie same jak dla
kompleksu FAF. Biatko w formie dimerycznej zwigzato cztery czasteczki dezypraminy w tych
samych miejscach jak w przypadku kompleksu FAF-DES. Druga forma krystaliczng byta P3,21
Z jednym tancuchem biatkowym w jednostce asymetrycznej. W tym przypadku jedna czasteczka
liganda zwigzana byta w barytce (J. I. Loch et al. 2022).

Uzyskane wyniki pokazaty, ze wprowadzajac odpowiednie mutacje w kieszeni wiazacej
BLG, mozna uzyska¢ warianty o zwigkszonym powinowactwie do trojcyklicznych lekow. Sa to
tez pierwsze struktury krystalograficzne, potwierdzajgce istnienie innych, alternatywnych miejsc

wigzania liganda poza B-barytka, kiedy petla EF ma konformacj¢ otwarta.

1.8. Nowe warianty rekombinowanej BLG oraz leki wybrane do badan

Na potrzeby badan strukturalnych i biofizycznych prowadzonych w ramach tej pracy wybrano
najbardziej reprezentatywne mutanty B-laktoglobuliny posiadajace wielokrotne substytucje we
wnetrzu B-baryiki, tj. wariant 156F/L39A/M107W (FAW), dla ktorego strukture formy apo znano
juz wezeéniej (J.1. Loch et al. 2022) oraz nowo zaprojektowane warianty F105L/L39A/M107W
(LAW), 156F/L39A/I71IW (FA7T1W) oraz L58F/V92Y (58F/92Y). Podczas prowadzonych badan
analizowano oddziatywanie trojcyklicznych, aromatycznych ligandéw z w/w nowymi wariantami
BLG. Wybrane leki czgsto stosowane sa w probach samobdjczych (Hawton et al. 2010) (Berling
& Isbister 2015).

Testowane leki mozna podzieli¢ wedtug dwoch kryteriow. Pierwszym z nich jest podziat ze
wzgledu na sposoéb dziatania (kryterium funkcjonalne), tj. wyrézniamy grupe tréjcyklicznych

lekéw antydepresyjnych: amitryptyling (AMT), klomipraming (CLO), dokseping (DOX) oraz

28



Paulina Wrobel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

amoksaping (AMX), ktore stosowane sg w leczeniu depresji, nerwoboli, migren czy
nadpobudliwoséci ruchowej (Liebelt 2015). Pierwsze wzmianki o niepozadanych efektach
przedawkowania cyklicznych antydepresantow pojawity si¢ w 1959 roku, dwa lata po
rozpoznaniu ich klinicznej przydatnosci. Obecnie leki te sa uznawane za jedne z najczesciej
spozywanych substancji w samozatruciu (Kerr et al. 2001). Drugg grupe lekow badanych w tej
pracy stanowity pochodne fenotiazyny: chloropromazyna (CPZ) oraz flufenazyna (FLU), ktore
stosowane sg jako leki przecipsychotyczne (Buszman et al. 2008). Natomiast ostatnig, trzecia
grupa ligandow, byly leki przeciwhistaminowe: ketotifen (KET) oraz cetyryzyna (CET),
antagonisci receptora histaminowego H;, powszechnie stosowane w leczeniu alergii oraz niekiedy
jako leki uspokajajace bez recepty. Ze wzgledu na dzialanie silnie uspakajajace, leki te sa czasem
intencjonalnie przyjmowane w bardzo duzych ilosciach, co prowadzi do przedawkowania, ktore
jest szkodliwe dla zycia i zdrowia (Thomas 2016).

Kiedy bierzemy pod uwage szkielet strukturalny leku (kryterium strukturalne), badane
w pracy ligandy mozna podzieli¢ na cztery grupy: (1) trdjcykliczne leki z alifatycznym
lancuchem, w tej grupie wyrozniamy AMT, CLO oraz DOX; (2) tréjeykliczne leki zawierajace
cykliczny fragment alifatyczny: KET, AMX; (3) ligandy =zawierajace ugrupowanie
fenotiazynowe: FLU, CPZ oraz (4) cetyryzyne (CET), ktora nie posiada uktadu trojeyklicznego,
ale jej dwa pierScienie aromatyczne uktadaja si¢ w przestrzeni w sposob zblizony do pierscieni
aromatycznych lekow z grup 1-3 (Rysunek 10). Podczas analizy wynikow, specyficznosc
1 selektywno$¢ wybranych wariantow BLG wzgledem wybranych ligandow analizowano stosujac

drugie (strukturalne) kryterium podziatu.

ﬂ AMT cLo

Rysunek 10. Wzory strukturalne testowanych lekéw: (A) amitryptyliny, (B) klomipraminy, (C) doksepiny,
(D) ketotifenu, (E) amoksapiny, (F) flufenazyny, (G) chloropromazyny oraz (H) cetyryzyny.
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1.9. Metody badawcze wykorzystywane do monitorowania oddzialywan BLG-ligand

Pierwsze informacje o mozliwosciach wigzania liganda w [-barylce BLG zostaly
przedstawione 1947 (Davis & Dubos 1947). Jednak dopiero w latach 60 XX wieku zaczeto
wyznacza¢ stale wigzania metoda dializy réwnowagowej (Wishnia & Pinder 1966) oraz
fluorescencji (Futterman & Heller 1972). Obecny rozwoj réznych technik badawczych, pozwala
na wykorzystywanie wielu metod w celu lepszego wyjasnienia zjawisk zachodzacych
w strukturach biatkowych.

Ze wzgledu na fakt, ze f-laktoglobulina jest modelowa lipokaling, wiele r6znych metod byto
stosowanych do badania jej oddzialywan z ligandami. Metody in silico, m.in. dokowanie
molekularne oraz symulacje komputerowe wykorzystywane byly w badaniach interakcji
pomig¢dzy BLG, a flawonoidami (T. Li et al. 2018) (Sahihi 2016), kapsaicyna (Zhan et al. 2020)
czy retinolem (K. Ahmadi et al. 2015). Czgsto metody te byly nastgpnie poréwnywane
z metodami spektroskopowymi, ktore stanowia kolejna grupe najczesciej wykorzystywanych
technik monitorowania oddziatywan BLG z ligandami. W$rd6d nich wyr6zni¢ warto spektroskopie
NMR (Sakurai et al. 2009), dichroizm kotowy (CD) (Xu et al. 2019) oraz spektroskopi¢
fluorescencyjng (D’ Alfonso et al. 1999). Metody te sg czesto stosowane rownolegle, aby uzyskac
doktadniejsze wyniki i lepiej zrozumie¢ zachodzace procesy (Gomaa et al. 2016) (Rudra et al.
2018). Do okreslenia termodynamiki oddziatywan biatko-ligand, najczesciej wykorzystywang
metoda jest izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC) (Hadian et al. 2016). Technika ta
stosowana byta do wyznaczenia parametrow wigzania kwasu kaprylowego i kaprynowego (J.
Loch et al. 2011), kwasow tluszczowych (J. Loch et al. 2011)(J. I. Loch et al. 2013) czy
strychniny (Rudra et al. 2018). Wsrod mniej powszechnych metod stosowanych do
monitorowania oddziatywania BLG z ligandami wyr6zni¢ mozna: transmisyjna mikroskopie
elektronowa (Bekale et al. 2014), dynamiczne rozpraszanie $wiatla (DSL, ang. Dynamic Light
Scattering) (Swiatek et al. 2019) czy wykorzystanie mikrowagi kwarcowej (QCM, ang. Quartz
Crystal Microbalance) (Swiatek et al. 2019).

1.9.1. Zastosowanie krystalografii do badan kompleksow biatko-ligand

Metody krystalograficzne sg poteznym narzedziem badan interakcji biatko-ligand. Poza
informacjami o miejscu wigzania liganda, mozemy roéwniez uzyska¢ informacje dotyczace
stabilizacji kompleksu oraz rodzaju oddziatywan pomigdzy biatkiem, a ligandem. Jak wcze$niej
wspomniano metoda ta byta wykorzystywana do badania kompkesow BLG z ligandami (M. C.
Yang et al. 2008) (J.I. Loch et al. 2022).

Krystalografia rentgenowska to multidyscyplinarna nauka taczaca elementy fizyki, chemii,
matematyki, biologii, biofizyki i medycyny. Odegrata ona zasadnicza rol¢ w wielu badaniach

naukowych, co doprowadzito do imponujacej liczby laureatow Nagrody Nobla, gtéwnie
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w dziedzinie chemii i fizyki. W$rd6d nich wyrdozni¢ mozna nagrode dla Rontgena za odkrycie
promieni X (Rontgen & Stanton 1896), von Lauego za odkrycie zjawiska dyfrakcji (Laue 1915)
czy Bragga za badanie struktur krystalicznych (Bragg & Bragg 1913). Kiedy w 1971 roku
powstat Protein Data Bank (Stubbs 2006) zdeponowanych struktur biatkowych byto tylko siedem
(Stubbs 2006) natomiast dzis$ jest ich ponad 167 000 i znaczna wigkszo$¢ z nich (ok. 87%) zostata
uzyskana dzieki krystalografii rentgenowskiej. Glownymi czynnikami odpowiadajacymi za te
wciaz rosnacg liczba struktur sg postepy w technologii komputerowej, dostarczajacej komputery
o wigksze] mocy obliczeniowej oraz lepsze algorytmy, rozwdj inzynierii genetycznej biatek,
pozwalajacej na tatwa produkcje pozadanych bialek w komodrkach bakteryjnych oraz
zastosowanie synchrotrondw, jako zrodta promieniowania rentgenowskiego (Stubbs 2006).

Podstawowym narzedziem badawczym wykorzystywanym w tej pracy byly wlasnie metody
krystalograficzne. Dostarczaja one informacji nie tylko na temat struktury bialka i sposobie
wigzania ligandow ale rowniez o dynamice i naturze makroczasteczek (Patel et al. 2014). Taki
kompletny zestaw danych pochodzacych z pojedynczego eksperymentu jest trudny do uzyskania
innymi metodami (Patel et al. 2014). Podwdjna helisa DNA Watsona i Cricka (Watson & Crick
1953) struktura penicyliny (D. C. Hodgkin 1949) i witaminy B12 (D. C. Hodgkin 1957)
autorstwa Dorothy Hodgkin, czy wyznaczenie struktury proteazy wirusa HIV (Navia et al. 1989)
doprowadzity do glgbszego zrozumienia waznych procesow zyciowych, a tym samym
mechanizméw powstawania chor6b i odkry¢ nowych lekéw (Su et al. 2015).

Krystalografia byla czesto wykorzystywana jako metoda uzupeliajaca do potwierdzania
sposobu wigzania ligandow zidentyfikowanych przez inne biofizyczne metody (Patel et al. 2014).
Udowodniono jednak, ze metoda ta dostarcza informacje, ktore umozliwiajg szybka i sprawng
ocene wigzania ligandow (Patel et al. 2014), co czyni ja jedng z wiodacych metod przesiewowych
badan powinowactwa w projektowaniu lekow (Schiebel et al. 2016). Wysokorozdzielcze
struktury krystaliczne pokazuja z detalami tr6jwymiarowy obraz miejsca wigzania.
W poréwnaniu z innymi metodami, krystalografia nie ma sobie rownych pod wzgledem zakresu
powinowactwa liganda (od zakresow nanomolowych do milimolowych) i wielkosci docelowej
makroczasteczki (Patel et al. 2014).

1.9.2. Badania strukturalne oddzialywania trojcyklicznych lekéw z biatkami

Przeszukujac bazg PDB (Protein Data Bank) zauwazy¢ mozna, ze dla lekow testowanych
w ramach tej pracy, jak dotad najwigksza liczb¢ komplekséw biatko-ligand uzyskano dla
chloropromazyny (Tabela 1). Wyznaczono struktury komplekséw tego leku z lipokalinami takimi
jak al-kwasna glikoproteina (Nishi et al. 2011) czy wariantami rekombinowanej BLG: FA, FAF,
LA oraz LAF (J. I. Loch et al. 2018). We wszystkich w/w kompleksach, chloropromazyna
W miejscu wigzacym stabilizowana byla gtownie przez oddziatywania hydrofobowe. Takie same

wyniki otrzymano dla komplekséw tego leku z NCS-1/Ric8a, kompleksem biatkowym
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wspotregulujacym liczbe synaps oraz uwalnianie neuroprzekaznikéow (Mansilla et al. 2017),
biatkiem prionowym (Baral et al. 2014) oraz w kompleksie chloropromazyny z bakteriofagiem
PRD1 zawierajacym biatkowy kapsyd (Duyvesteyn et al. 2021). Jako modelowy lek z grupa
fenotiazynowa, chloropromazyna byta réwniez ko-krystalizowana z ludzkim biatkiem S100-B
(Weber 2010) oraz z prokariotycznym receptorem GABA (Nys et al. 2016).

Kolejnymi ligandami, ktore rowniez byty ko-krystalizowane z biatkami sg trojcykliczne leki
z alifatycznym tancuchem: amitryptylina, klomipramina oraz doksepina (Tabela 1).
Amitryptylina, podobnie jak chloropromazyna byla poprzednio ko-krystalizowana z ludzka
lipokaling a1-kwasng glikoproteing (Nishi et al. 2011). Ligand zwigzany byt w kieszeni wigzacej
i byl zaangazowany w tworzenie oddziatywan C-H 7 (Nishi et al. 2011). Struktury kompleksow
z klomipraming otrzymano dla glikoproteiny wirusa Ebola. Obecnos$¢ liganda potwierdzono
w hydrofobowej wnegce (Zhao et al. 2018). Otrzymano takze kompleksy klomipraminy
z receptorami LeuT (Singh et al. 2007) oraz LeuBAT (H. Wang et al. 2013). W bazie PDB
znalez¢ mozna tylko jedng strukture kompleksu biatkowego z dokseping. Ligand (DOX)
zwiazany zostal do ludzkiego receptora histaminowego H1, w hydrofobowej kieszeni utworzonej
przez boczne tancuchy o helis (Shimamura et al. 2011). W tych badaniach zastosowano
mieszaning enancjomeréow E i Z doksepiny. Struktura krystaliczna receptora H1 pokazata, ze
preferowanym enancjomerem byt enancjomer E (Shimamura et al. 2011).

Jedyna struktura kompleksu z cetyryzyna dostgpna w PDB, to kompleks z konska albuming
surowicza ESA. Struktura ta wykazata, ze ligand zwigzany zostala w dwoch hydrofobowych
wnekach: miejscu  wigzania kwasow tluszczowych oraz nowym miejscu  wigzania
zlokalizowanym na styku domen TA oraz IB, pomiedzy helisami (Handing et al. 2016). Co
cickawe, miejsca wigzania liganda byly zupelie roézne od tych proponowanych po wielu
badaniach opartych na dializie rownowagowe] czy badaniach fluorescencyjnych (Hegde et al.
2011) (Bree et al. 2002). Wyniki te pokazuja, jak poteznym narz¢dziem sg badania strukturalne.
Czasteczka stabilizowana byta oddziatywaniami hydrofobowymi oraz dodatkowo mostkami
solnymi (Handing et al. 2016). W lecznictwie stosuje si¢ aktywny izomer lewoskretny (L), tj.
lewocetyryzyne, ktora wykazuje silniejsze dziatanie (Nalluri & Kumar 2020). W ESA-CET
w obu miejscach wigzania pozycja atomu Cl nie byla jednoznaczna i nie udalo si¢ okresli¢
konformacji tego leku (Handing et al. 2016).

Do tej pory, jedyna strukturg kompleksu biatkowego z amoksaping (AMX) zdeponowang
w PDB, jest struktura w ktorej amoksapina polaczona z kwasem glukuronowym (GIcA) zwigzana
jest w kompleksie z bakteryjna B-glukuronidaza (GUS) (Pellock et al. 2018).

Jak pokazuje Tabela 1, do tej pory w bazie PDB nie ma zadnych struktur kompleksow

biatkowych z flufenazyng oraz ketotifenem.
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Tabela 1. Struktury dostepne w bazie PDB, w ktorych zidentyfikowano ligandy testowane w tej pracy.

. PDB id .
Ligand Biatko X Literatura
[referencja]
. . Wariant A ludzkiej al-kwasnej glikoproteiny 3APV (Nishi et al. 2011)
Amitryptylina
Receptor kinazy tyrozynowej TrkA 4CRP (Shoemark et al. 2015)
Glikoproetina wirusa Ebola 6G9I (Zhao et al. 2018)
LeuT (transporter leucyny) 2Q6H (Singh et al. 2007)
Klomipramina
LeuT (transporter leucyny) 2QEl (Singh et al. 2007)
LeuBAT (transporter aminokwasow) 4AMMA (H. Wang et al. 2013)
Doksepina Receptor histaminowy 3RZE (Shimamura et al. 2011)
ENHALSE I (o B B-glukuronidaza 6D40 (Pellock et al. 2018)
z glukuronidem)
Wariant A ludzkiej al-kwasnej glikoproteiny 3APX (Nishi et al. 2011)
Rekombinowana BLG, wariant FA 5NUJ (J. I. Loch et al. 2018)
Rekombinowana BLG, wariant FAF 5NUK (J. I. Loch et al. 2018)
Rekombinowana BLG, wariant LAF 5NUN (J. I. Loch et al. 2018)
Rekombinowana BLG, wariant LA 5NUM (J. 1. Loch et al. 2018)
Chloropromazyna
Podjednostka receptora GABA 5LG3 (Nys et al. 2016)
Bakteriofag PRDI1, glowne biatko kapsydu P3 700K (Duyvesteyn et al. 2021)
Biatko S100-B 3LKO (Weber 2010)
Biatko prionowe PrPC 4MA8 (Baral et al. 2014)
Kompleks NCS-1/Ric8a 5G08 (Mansilla et al. 2017)
Cetyryzyna Konska surowicza albumina (ESA) 5DQF (Handing et al. 2016)

1.9.3. Zastosowanie dichroizmu kolowego do badan kompleksow biatko-ligand

Druga metoda eksperymentalng zastosowana w tej pracy, stanowigca uzupeinienie metod
krystalograficznych, byl dichroizm kotowy (CD), ktory postuzyt do okreslenia rzgdu wielkosci
powinowactwa dla badanych kompleksow BLG-ligand. Metoda CD jest wykorzystywana do
badania oddziatywan biatko-ligand od czasu dostepnosci odpowiednich urzadzen, tj. od konca lat
60 ubiegltego wieku (Greenfield 1999).

Dichroizm kolowy moze by¢ wykorzystywany do $ledzenia wigzania maloczasteczkowych
ligandow do biatek (Siligardi et al. 2014), peptydow (Dodero et al. 2011) czy kwaséw
nukleinowych (Chang et al. 2012) pod warunkiem spetnienia jednego z dwoch kryteriow: ligand
musi wigza¢ sie¢ w sposob wywolujgcy aktywnos$¢ optyczng w chromoforach liganda albo
wigzanie musi powodowaé zmiany konformacyjne w makroczasteczce (Greenfield 1999).
Makroczasteczki, w tym biatka, ze wzgledu na swoja chiralno$¢ majg zdolnos¢ do wywolywania
asymetrii niektérych achiralnych czasteczek ligandow podczas ich odwracalnego wigzania.

W konsekwencji, takie czgsteczki wykazujg indukowang aktywno$¢ optyczng w zaleznosci od
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charakteru miejsc wigzania, ich stereochemii, liczby czy polozenia. Tak indukowana aktywnos¢
optyczna moze by¢ badana przy uzyciu dichroizmu kotowego (Zsila et al. 2005).

Dichroizm kotowy jest to tez doskonata technika do okreslania termodynamiki i kinetyki
faldowania i denaturacji biatek (Greenfield 1999). Rozwoj technik komputerowych sprawia, ze
analiza eksperymentoéw termodynamicznych i kinetycznych, poprzez §ledzenie zmian w widmach
CD, staje si¢ znacznie prostsza, zwigkszajac uzytecznos$¢ tej metody (Greenfield 1999).
W porédwnaniu do innych technik, metody CD s3 znacznie mniej wymagajace, zardéwno pod
wzgledem zuzycia probki, jak i czasu. Ponadto, CD pozwala na tatwe monitorowanie procesu
wigzania w roznych warunkach eksperymentalnych i badanie dynamiki procesu wigzania
(Tedesco & Bertucci 2015). Ponadto, mozliwe jest uzyskanie szczegétowych informacji
0 sposobie wigzania, poniewaz jednym z gléwnych zrodet ICD jest zmiana konformacyjna obu
oddzialujacych czasteczek po zwiazaniu. W ten sposéb mozna zbadaé stereoselektywnosé
procesu wigzania i mozna okresli¢ konformacje leku zwigzanego z biatkiem docelowym, nawet
gdy czasteczka gosScia nie jest chiralna (Tedesco & Bertucci 2015). Informacja ta moze pomdc
w odkrywaniu lekéw, dostarczajac szczegotow na temat oddziatywania malej czasteczki
z docelowym receptorem (Tedesco & Bertucci 2015). Sledzenie indukowanego sygnatu CD
pozwala nie tylko na poznanie mechanizmu catego procesu, ale takze na iloSciowa
charakterystyke procesu wigzania w stanie rownowagi bez ingerencji w ten proces, utatwiajac

w ten sposOb wyznaczenie statych powinowactwa (Bertucci et al. 2010).
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2.Cel pracy

B-Laktoglobulina (BLG), podobnie jak inne biatka z rodziny lipokalin z powodzeniem moze
by¢ modyfikowana przy zastosowaniu metod inzynierii genetycznej. Wprowadzone zmiany moga
wptywac zar6wno na wlasciwos$ci biofizyczne bialka, jak i na jego powinowactwo do ligandow.
Rekombinowane biatka s3 rosnaca grupa innowacyjnych $rodkéw terapeutycznych.
Zmodyfikowana BLG moze by¢ potencjalnie wykorzystane w medycynie do wychwytywania
1 usuwania z organizmu zwigzkow toksycznych. Zrozumienie w jaki sposob okreslony typ
mutacji wptywa na selektywno$¢ i specyficzno$¢ wigzania ligandow pozwoli w przysztosci na
produkowanie biatek, 0 zwigkszonym powinowactwie do okreslonych ligandow.

Celem pracy jest zaprojektowanie i otrzymanie nowych wariantéw p-laktoglobuliny,
a nastgpnie zbadanie jak wybrane mutacje wplywaja na zdolno$¢ oddziatywania biatka
z testowanymi ligandami o niewielkiej masie czasteczkowej. Jako modelowe ligandy wybrano
glownie czasteczki o geometrii trojcyklicznej m.in. leki przeciwpsychotyczne i antydepresyjne,
ktore sa czesto przedawkowywane w probach samobojczych.

Do otrzymania nowych wariantow B-laktoglobuliny z modyfikacjami w obszarze kieszeni
wigzacej: FL105L/L39A/M107W (LAW), I56F/L39A/M107TW (FAW), I56F/L39A/I7IW
(FA71W) oraz L58F/\VV92Y (58F/92Y) zostanie wykorzystana ukierunkowana mutageneza,
natomiast metody krystalograficzne (krystalizacja bialek, wyznaczanie struktur krystalicznych)
oraz biofizyczne (CD, nanoDSF) postuzag do okreslenia czynnikow wplywajacych na

selektywno$¢ wigzania testowanych ligandow.
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3. Materialy i metody

3.1. Mutageneza

Pierwszym etapem ukierunkowanej mutagenezy w kieszeni wiazacej biatka byto
odpowiednie zaprojektowanie starterow przy uzyciu programu SnapGene (W. Tee 2020):
reverse primer: 5’GGTTTTTTCGGCAATCCATTTTTTCTGGGCAC oraz forward primer:
5’GTGCCCAGAAAAAATGGATTGCCGAAAAAACC. Nastepnie w celu otrzymania nowych
wariantow BLG skorzystano z protokotu QuickChange (Xia et al. 2015). W pierwszym etapie
reakcji PCR przeprowadzano denaturacj¢ w 95°C przez 30s, w kolejnych cyklach etap ten
skrocono do 10s, przylaczanie starterow (annealing) prowadzono w temperaturze 50-60°C przez
15s, ostatni etap elongacji prowadzono w 72°C przez 4 minuty. Caly cykl powtorzono 20 razy.
Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze firmy BioRad. Mutacje wprowadzono do genu
BLG wklonowanego do wektora plazmidowego pET-DUET-1 (Novagen) w miejscu MCS2
pomiedzy Ndel-Avrll Uzywany wektor plazmidowy dodatkowo zawieral gen bakteryjnej
izomerazy wigzania disiarczkowego DsbC wklonowany w pozycji MCS1, w miejscu pomi¢dzy
enzymami restrykcyjnymi Ncol-Hindlll. Wszystkie nowe warianty BLG sa pochodnymi dzikiej
formy (WT) zawierajacej mutacje L1A/I12S na N-koncu, utatwiajgcg odciecie metioniny (J. I.
Loch et al. 2016). Obecnosé odpowiednich mutacji potwierdzono za pomoca sekwencjonowania
DNA (Genomed S.A.).

3.2. Przygotowanie komoérek kompetentnych E. coli metoda chemiczng

Bakterie E. coli hodowano w ptynnej pozywce LB (BioShop) bez antybiotykow (50 ml) az
do uzyskania wartosci ODggg (Optical Density) w zakresie 0.3-0.5. Nastepnie catos¢ inkubowano
na lodzie przez 10 minut. Po tym czasie hodowle bakterii zwirowano. Osad bakteryjny
zawieszono w % objetosci wyjsciowej hodowli roztworu w 50 mM CaCl, i inkubowano na
lodzie. Roztwor ponownie zwirowano. Uzyskany osad zawieszono w 1/15 objetosci wyjsciowej
hodowli roztworu w 50 mM CaCl, z 10% glicerolem. Uzyskana zawiesing rozdzielono do
sterylnych proboéwek typu eppendorf i przechowywano w temperaturze —80°C. Wszystkie etapy
przygotowania komorek kompetentnych przeprowadzano w sterylnych warunkach (pod komora

laminarng).

3.3. Transformacja komérek kompetentnych metoda szoku cieplnego

Do komorek kompetentnych E. coli dodawano DNA (wektor plazmidowy) i cato$¢ delikatnie
mieszano. Nastepnie inkubowano na lodzie przez okoto 40 minut. Po tym czasie komorki
poddawano szokowi cieplnemu poprzez umieszczenie ich na 45 sekund w termobloku nagrzanym

do 42°C i ponownie umieszczano na lodzie na 2 minuty. Do mieszaniny dodano 1 ml ogrzanego
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do 37°C LB bez antybiotykéw i umieszczono w cieplarce w temperaturze 37°C na 30 minut. Po
inkubacji zawiesing bakterii zwirowano, zlano 1 ml nadsaczu, a w pozostatej objetosci
zawieszono osad bakteryjny. Zawiesing wysiewano na statej pozywce LB (z podlozem

agarozowym) z odpowiednimi antybiotykami.

3.4. Namnazanie i izolacja wektorow plazmidowych

Do komoérek kompetentnych DHS5a wprowadzono na drodze transformacji przy pomocy
szoku cieplnego wektor plazmidowy pET-DUET-1 z wklonowanym genem danego wariantu
biatka. Zawiesing wysiewano na szalce ze stala pozywka LB wraz z ampicyling (100 pg/ml)
i umieszczano na noc w cieplarce w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia przygotowano po 8 ml
LB wraz z antybiotykami i umieszczano w nich pojedyncze kolonie bakteryjne. Cato$é¢
zostawiono na catg noc w 37°C. Po tym czasie izolowano plazmidowe DNA korzystajac
z komercyjnego zestawu Plasmid Miniprep DNA Purifiction Kit (EURX). Wyizolowane wektory
plazmidowe przenoszono do sterylnych probowek typu eppendorf i mierzono ich stezenie
korzystajac ze spektrofotometru NanoDrop2000 (ThermoScientific). W ostatnim etapie
wykonywano elektroforeze w zelu agarozowym. W tym celu sporzadzano 25 ml 0,8% (w/v) zelu.
Probki przygotowywano poprzez zmieszanie wyizolowanego DNA oraz buforu Loading Dye
(6X) (ThermoScientific) i naktadano na zel. Elektroforeze prowadzono na aparacie PowerPac
Basic (Bio-Rad).

3.5. Ekspresja nowych wariantow BLG

Kompetentne komoérki E. coli Origami B (DE3) transformowano wektorem pET-DUET-1
i hodowano catg noc w 37°C na plytkach ze stala pozywka LB z agaroza zawierajacych 100
pug/ml ampicyliny, 15 pg/ml kanamycyny i 12.5 pg/ml tetracykliny. Pojedyncze kolonie
przenoszono do ok. Sml ptynnej pozywki LB zawierajacej te same antybiotyki i hodowano przez
cata noc w 37°C. Nastepnego dnia zwigkszano ptynne hodowle do ok. 100 ml i inkubowano
przez noc w 37°C. Kolejnego dnia 100 ml catonocnej hodowli dodawano do 1L ptynnej pozywki
LB wraz z antybiotykami i inkubowano na wytrzasarce w 37°C do momentu osiagni¢cia ODgqo
0k.1.0. Nastepnie ekspresje biatka indukowano 0.5 mM IPTG. Po indukcji temperature obnizano
do ok. 25°C i pozostawiano na noc. Po zakonczeniu hodowli zawiesiny bakteryjne wirowano,

a osad przechowywano w -80°C.

3.6. Oczyszczanie nowych wariantéw BLG

Nowe warianty B-laktoglobuliny oczyszczone zostaty zgodnie z wczesniej opublikowanym
protokotem (J. I. Loch et al. 2016) z wykorzystaniem systemu AKTA Purifierl0 FPLC (GE

Healthcare). Osad komorkowy zawieszono w 50mM buforze fosforanowym pH 6.5, sonikowano,
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a nastgpnie zwirowano (15 000xG, 20minut, 4°C). W pierwszym etapie biatko oczyszczono za
pomocg chromatografii jonowymiennej. Otrzymany lizat nakladano na kolumng XK 16/20
wypelniong ztozem Fractogel EMD TMAE (S) (Merck Millipore). Biatka wymywane byly
gradientem 2M NaCl rozpuszczonym w tym samym buforze. Zebrane frakcje analizowano
metoda SDS-PAGE. Probki zawierajace p-laktoglobuling poddano kolejnemu etapowi
oczyszczania, tj. filtracji zelowej. Probki naktadano na kolumng XK 16/100 (GE Healthcare)
wypelniong ztozem Sephadex G75 (GE Healthcare). Zebrane frakcje ponownie analizowano
metodg SDS-PAGE.

3.7. Krystalizacja

Przed krystalizacja probki zawierajace B-laktoglobuli¢ zageszczono do uzyskania stgzenia ok.
20-30 mg/ml przy uzyciu filtrow Amicon Centrifugal Filter Units (10 kDa) (EMD Millipore).
Stezenie biatka mierzono za pomoca spektrofotometru NanoDrop2000 (ThermoScientific).
Doktadna mase¢ oraz molowy wspotczynnik ekstynkcji dla kazdego wariantu ustalono korzystajac
z serwera Expasy, z programu ProtParam. Warto$ci te wynosity odpowiednio M=18260.13 Da,
£=22710 M*cm? dla wariantu LAW, M=18328.16 Da, £=22710 M*cm™ dla wariantu
FAW, M=18346.20 Da, £=22710 M cm™ dla wariantu FA71W oraz M=18379.27 Da, £=18700
M™cm™ dla wariantu 58F/92Y. Warianty BLG krystalizowano metoda dyfuzji przez faze gazowa,
technika wiszacej kropli. Jako precypitantu uzyto 2.0-3.0 M siarczan amonu w 0.5 M lub 1M
TRIS-HCI pH 7.5-8.5. 2ul biatka mieszano z 2ul precypitanta oraz 0.5 pl 10 mM liganda.
Podczas prowadzonych badan skupiono si¢ na sprawdzeniu oddzialywania BLG
z o$mioma trojeyklicznymi lekami: AMT, CLO, DOX, CET, FLU oraz CPZ wystgpowaty
w postaci chlorowodorku rozpuszczalnego w wodzie, natomiast KET rozpuszczony zostat
w DMSO, a AMX w metanolu. Dodatkowo wszystkie warianty byly takze testowane pod katem
powinowactwa do kwasow tluszczowych (palmitynowy oraz mirystynowy) jako naturalnych

ligandow BLG.

3.8. Pomiary dyfraktometryczne oraz rozwiazywanie struktury

Pomiary dyfraktometryczne wykonywano na dyfraktometrze XtaLAB Synergy-S
wyposazonym w detektor HyPix-6000HE (Rigaku Oxford Diffraction) oraz dyfraktometrze
SuperNova z detektorem Atlas CCD (Rigaku Oxford Diffraction). Dane zbierano w 100 K przy
uzyciu promieniowania CuKo. Przed pomiarem krysztaly zanurzano w krioprotektancie
sktadajacym sie z precypitanta oraz 20% glicerolu. Obrazy dyfrakcyjne przetwarzano za pomocg

programu Crysalis™®

(Rigaku Oxford Diffraction). Niektore dane dyfrakcyjne zebrane zostaty
przy uzyciu promieniowania synchrotronowego DESY w Hamburgu na linii P13 oraz BESSY

w Berlinie na linii 41.1.
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Struktury rozwigzano uzywajac metody podstawienia molekularnego w programie Phaser
(Read et al. 2013) i udoktadniono przy uzyciu Refmac5 (Murshudov et al. 2011) z pakietu CCP4
(Winn et al. 2011). Mapy gestosci elektronowej analizowano przy uzyciu programu Coot (Winn
et al. 2011). Do wizualizacji i analizy struktur postuzyt program PyMol (Yuan et al. 2017) oraz
serwer Protein-Ligannd Interaction Profiler (PLIP) (Salentin et al. 2015), natomiast do walidacji
serwery: MolProbity (V. B. Chen et al. 2010), PDB Validation (Young et al. 2017), PDB REDO
(Joosten et al. 2012) oraz Achesym (Kowiel et al. 2014).

3.9. Dichroizm kolowy oraz pomiary stabilno$ci termicznej

Dichroizm kotowy (CD) postuzyt do oszacowania statej dysocjacji biatko-ligand. Pomiary
wykonywane byly na spektrofotometrze JASCO J-815 w temperaturze pokojowej przy uzyciu
kuwet kwarcowych o dtugosci optycznej rownej 10 mm. Do pomiaréw w zakresie bliskiego UV
wykorzystano 20 mM lub 200 mM biatko w 50 mM buforze fosforanowym pH 6.5. W pierwszym
etapie wykonano pomiary dla samego biatka, a nastgpnie dla biatka z dodatkiem liganda
w proporcji 1:1 oraz 1:2. Dla komplekséw, gdzie zauwazono zmiany W widmie wykonano
kompletne miareczkowanie. Probki biatka miareczkowano 10 mM roztworem liganda az do jego
3-krotnego nadmiaru. Pomiary powtorzono 3-krotnie i usredniono. Przebieg pomiaréw
analizowany byt za pomocg programu Spectra Manager. W programie Origin widma CD zostaty
skorygowane poprzez odjecie tla pochodzacego od buforu. Do oszacowania statych Kg
zastosowano jednomiejscowy model wigzania. Jest to najprostszy model, opisany mata liczba
parametréw. Do wyznaczenia stalej wigzania skorzystano z programu Origin, do ktoérego
wprowadzono rownanie na frakcje zwigzanag wyprowadzone z prostego modelu dysocjacji

BL—-B+L:

_ (Kg + [Lol +n[Bo]) — v (Ka + [Lol + n[Bo]? — 4n[By][Lo]

? 2n[B,]

Gdzie 0 jest frakcja obsadzonych miejsc wigzacych. W réwnaniu tym mamy dwa parametry:
K4 oraz n. Jako n rozumiemy liczb¢ miejsc wigzacych, ktore przyjeto jako 1. Rownanie to jest
wykorzystywane w regresji nieliniowej, w analizie ktorej program Origin stosuje algorytm
iteracyjny Levenberga-Marquardta. Wyznaczone state K, postuzyty do okreslenia powinowactwa
nowych wariantow BLG do lekow.

Pomiary termostabilnosci (nanoDSF) wykonano na urzadzeniu Prometheus NT.48
(NanoTemper Technologies GmbH). Probki biatka o stezeniu ok. 20-30 mg/ml umieszczono
w specjalnych kapilarach. Skany przeprowadzano w zakresie od 20°C do 95°C przy wzroscie
temperatury 1°C/min. Fluorescencja przy 330 nm i 350 nm byta monitorowana przez caly czas
wzrostu temperatury. Dane analizowane byly przy uzyciu oprogramowania Prometheus:

PR.ThermControl, PR.ChemControl oraz PR.TimeControl (NanoTemper Technologies GmbH).
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4. Wyniki

4.1. Mutageneza

Stosujac procedure QuickChange wedtug ktorej, juz wezesniej udato si¢ otrzymacé w Zespole
Biokrystalografii ZKiK Wydziatu Chemii UJ nowe warianty BLG, w tym FAW (J. I. Loch,
2022) LAW oraz 58F/92Y otrzymatam nowy wariant B-laktoglobuliny: 156F/L39A/I71W
(FA71W). W pierwszym etapie po reakcji PCR, wykonano elektroforez¢ w zelu agarozowym
W celu analizy uzyskanego plazmidu. Nastgpnie do komorek kompetentnych DH5a
wprowadzono na drodze transformacji przy pomocy szoku cieplnego rekombinowane DNA,
w nastgpnej kolejnosci plazmid wyizolowano i sprawdzono jego czysto$¢ za pomoca
elektroforezy DNA (Rysunek 11). Dzigki sekwencjonowaniu (Genomed S.A.) potwierdzono

obecnos¢ pozadanej mutacji.

— o el ~%- 6000bp
8 3000 bp

%+ 1000 bp

Rysunek 11. Wyniki elektroforezy w zelu agarozowym po izolacji plazmidu FA71W.

4.2. Ekspresja i oczyszczanie nowych wariantéw BLG

Korzystajac z wcze$niej juz opracowanego protokotu ekspresji i oczyszczania BLG (J. I.
Loch et al. 2016) z sukcesem udato si¢ otrzymac i oczy$ci¢ nowe warianty B-laktoglobuliny
w ilosciach niezbednych do kolejnych etapow badan. Po etapie ekspresji wykonywano
elektroforeze SDS-PAGE w celu weryfikacji czy zaszla ekspresja nowych wariantow BLG
(~18.4 kDa) oraz izomerazy DsbC (~24 kDa) (Rysunek 12), ktéra niezbedna jest do poprawnego
faldowania BLG oraz jej mutantow podczas ekspresji w komorkach E. coli (Nozach et al. 2013).
SDS-PAGE stosowano takze po kolejnych etapach oczyszczania (J. |. Loch et al. 2016) tj.

chromatografii jonowymiennej (Rysunek 13A) oraz saczeniu molekularnym (Rysunek 13B).

K P K P M[kba] K P K P

66,2
- 450
35,0

- 25,0 DshC

L and w144
-

Rysunek 12. Kontrola ekspresji za pomoca elektroforezy SDS-PAGE, gdzie: K - probki po ekspresji, P - probki przed
ekspresja, M - marker
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Rysunek 13. Przyktadowe chromatogramy wraz z zelami SDS-PAGE (A) po chromatografii jonowymiennej oraz
(B) po saczeniu molekularnym otrzymane podczas oczyszczania wariantu FA71W.

4.3. Pomiary stabilnos$ci termicznej nowych wariantow BLG

Stabilno$¢ termiczna wszystkich nowych mutantow analizowanych w tej pracy, tj.
F105L/L39A/M107W (LAW), I56F/L39A/M107W (FAW), I56F/L39A/I71IW (FA71W) oraz
L58F/V92Y (58F/92Y) wyznaczana zostala za pomoca metody roznicowej fluorymetrii
skaningowej w skali nano (nanoDSF). Pomiary wykonywane w zakresie 20-95°C wykazaty
obecnos¢ jednego przejscia termicznego dla wszystkich badanych wariantoéw (Rysunek 14).
W celu wyznaczenia temperatury denaturacji kazdego z badanych wariantow (Tabela 2)
skorzystano z wynikéw obliczonej pierwszej pochodnej stosunku intensywnosci fluorescencji

przy 350 i 330 nm (F350/F330).
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Rysunek 14. Znormalizowane krzywe denaturacji termicznej dla badanych wariantow BLG.

Uzyskane wyniki pokazaly, ze najwicksza stabilno$¢ termiczng wykazuje wariant LAW,
natomiast najmniejsza stabilnos$ciag charakteryzuje si¢ wariant FA71W. Pozostale dwa mutanty t;.
FAW oraz 58F/92Y prezentuja zblizone wartosci Tr,. W Tabeli 2 zestawiono wartosci T, dla
badanych wariantow BLG. Zostaly one poréwnane z wyznaczona wczesniej temperatura
denaturacji dla dzikiej formy BLG (WT) (J. I. Loch et al. 2018).

Tabela 2. Stabilno$¢ termiczna dzikiej formy (WT) oraz badanych mutantow BLG.
Wariant BLG WT LAW FAW FA71IW 58F/92Y

Tw[°C] 79.9 86.4 705 68.1 718

4.4. Krystalizacja nowych wariantow BLG z tréjcyklicznymi lekami

Podstawowym narzgdziem badawczym stosowanym w tej pracy sa metody krystalograficzne,
ktore pozwalaja na stosunkowo szybka ocene zdolnoSci wigzania wybranych lekow
trojeyklicznych przez nowe warianty P-laktoglobuliny. Analiza strukturalna wymaga jednak
optymalizacji warunkow krystalizacji w celu otrzymania krysztatdéw pozwalajacych na zbieranie
wysokiej jakosci danych dyfrakcyjnych. Z tego powodu, jednym z najwazniejszych zadan
W mojej pracy bylo znalezienie optymalnych warunkow krystalizacji kompleksow BLG
z lekami trojcyklicznymi. Aby to osiagnac, testowano warunki krystalizacji roznigce si¢ wartoscig
pH buforu, stezeniem precypitanta oraz stgzeniem biatka. Dla wigkszosci badanych par biatko-
ligand uzyskano dobrej jakosci krysztaty, odpowiednie do pomiaréw dyfrakcyjnych przy uzyciu
dyfraktometru monokrystalicznego lub promieniowania synchrotronowego. W Tabeli 3
przedstawiono najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych eksperymentéw, a ponizej zdjecia
krysztalow (Rysunek 15) wybranych komplekséw kazdego z badanych wariantow bialka.
Wyznaczone struktury krystaliczne komplekséw biatko-ligand zostang omowione szczegdtowo

w kolejnych rozdziatach pracy.
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Tabela 3. Zestawienie wynikow eksperymentdéw krystalizacyjnych skorelowane z analizg wyznaczonych struktur
krystalicznych. Legenda: NIE — ligand nie zwigzat si¢, TAK — ligand zwigzany wewnatrz barytki

Mutant LAW FAW FA7IW 58F/92Y
AMT NIE TAK NIE -
CLO NIE TAK NIE -
DOX NIE TAK x NIE
KET NIE TAK TAK NIE
AMX NIE NIE TAK TAK
FLU TAK TAK TAK NIE
CPZ TAK TAK TAK NIE
CET NIE NIE TAK x
PAL NIE NIE NIE NIE
MYR NIE NIE NIE NIE

- wysyp drobnych krysztalow nieodpowiednich do badan dyfrakcyjnych
* nie krystalizuje

i 0.5 migg
Rysunek 15. Zdjecia wybranych krysztatéw kompleksow (A) LAW-FLU, (B) FAW-DOX, (C) FA71W-KET
oraz (D) 58F/92Y-AMX.

Dodatkowo w celach poréwnawczych wykonano rowniez proby ko-krystalizacji natywnej
formy BLG ze wszystkimi o$mioma testowanymi ligandami (Rysunek 10). Eksperymenty
krystalizacyjne w warunkach stosowanych dla nowych wariantow BLG zakonczyly si¢

niepowodzeniem dla formy natywnej, gdyz nie udato si¢ zaobserwowac¢ wzrostu krysztatow.

4.5. Pomiary dyfraktometryczne i udokladnianie struktur

Podczas prowadzonych badan dla wigkszosci kompleksow biatko-ligand otrzymano krysztaty
odpowiednie do pomiaréw dyfraktometrycznych. Dane dyfrakcyjne przedstawione w tej pracy
zebrano w sumie dla 36 krysztalow. W Tabelach 4, 5, 6 zestawiono statystyki przetwarzania
danych oraz udoktadniania struktur kompleksow, w ktorych potwierdzono obecnos$¢ liganda
w kieszeni wigzacej. W suplemencie do pracy, zamieszczonym na koncu rozprawy doktorskiej,
zamieszczono statystyki przetwarzania danych z pomiarow, dla ktorych struktury zostaty
rozwigzane, ale mapy gestosci pokazaly, ze ligand nie zwigzat si¢ do biatka. Z tego wzgledu nie

podejmowano dalszych prob udoktadniania tych struktur.
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Tabela 4. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych oraz udoktadniania struktur

F105L/L39A/M107W (LAW)

LF8F/\V92Y (58F/92Y)

Wariant
Ligand Forma apo FLU CpPz Forma apo AMX
Statystyka przetwarzania danych
Zrédto promieniowania Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Berlin BESSY I
Dtugosé fali [A] 1.54184 1.54184 1.54184 1.54184 0.97630
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21
Bl g a=b=52.30, c=11160 a=b=53.58, c=110.97 a=b=52.63, ¢=109.85 a=b=52.54, ¢=110.99 a=b=52.84, c=109.53
elementarnej [A]
el mo ket (1] 17.59-2.20 19.27-1.84 16.99-2.10 21.05-1.80 54.77-1.80
(2.27-2.20)* (1.88-1.84) (2.16-2.10) (1.84-1.80) (1.84-1.80)
Calkowita liczba reflekséw 76408 56885 35606 167480 318198
Kompletnos¢ [%] 99.0 (94.1) 95.2 (82.2) 99.7 (99.9) 99.9 (100.0) 100.0 (100.0)
Liczba refleksow symetrycznie 9383 (808) 15823 (801) 10782 (845) 17110 (989) 17098 (1005)
niezaleznych
I/o(I) 12.7 (2.9) 11.4 (1.6) 5.3 (1.8) 17.1 (1.7) 14.5 (1.4)
CC(1/2) 0.998 (0.846) 0.998 (0.701) 0.995 (0.761) 0.999 (0.608) 0.998 (0.637)
Redundancja 8.6 (8.1) 3.6 (2.9) 3.3(2.9) 9.8 (6.1) 18.6 (18.7)
Rumerge 0.104 (0.658) 0.064 (0.597) 0.093 (0.495) 0.077 (0.925) 0.098 (1.911)
Rimeas 0.119 (0.746) 0.082 (0.764) 0.110 (0.607) 0.085 (1.113) 0.103 (2.016)
Statystyka udokladniania struktur
Ruwork/Riree 0.226/0.285 0.228/0.279 0.208/0.275 0.195/0.228 0.215/0.275
RMSD dla dt. wiazan (A) 0.007 0.009 0.008 0.009 0.008
RMSD dla katow (°) 1.476 1.612 1.489 1.587 1.457
Liczba refleksow uzytych w
udokladnianiu (zestaw testowy) 8214 (1144) 14674 (1115) 9646 (1111) 15955 (1120) 16000 (1057)
Diagram Ramachandrana (%)
Favoured/allowed/outliers 96/4/0 95/5/0 94/6/0 96/4/0 97/3/0
Lozt a“’m""\j’vgé?*ka/ czgsteczek 1159/31 1258/52 1228/65 1226/78 1198/51

*warto$ci w nawiasie odnosza si¢ do najwyzszego zakresu rozdzielczosci
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Tabela 5. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych oraz udoktadniania struktur

Mutant I56F/L39A/M107W (FAW)

Ligand AMT CLO DOX KET FLU CPz

Statystyka przetwarzania danych

Zrédto promieniowania SuperNova Synergy-S Synergy-S SuperNova Hamburg DESY SuperNova
Dtugoscé fali [A] 1.54184 1.54184 1.54184 1.54184 0.77490 1.54184
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21

Parametry komorki
elementarnej [A]

a=b=53.57, c=113.19

a=bh=53.25, c=112.56

a=b=53.41, ¢=113.06

a=bh=53.62, c=113.19

a=bh=53.46, c=113.95

a=bh=53.39, c=114.00

Zakres rozdziclezosci [A] 16.75-1.90 21.34-1.70 20.31-1.68 17.48-2.30 56.97-1.47 17.28 (1.85)
zazeiez (1.94-1.90) (1.73-1.70) (1.71-1.68) (2.38-2.30) (1.50-1.47) 1.89 (1.85)
Catkowita liczba refleksow 29608 187917 97673 30328 647887 52300
Kompletnosé [%] 92.9 (93.4) 99.9 (99.1) 99.5 (99.9) 99.4 (99.8) 99.9 (98.2) 99.9 (100.0)
Loz 55 it Gl story 14080 (929) 21037 (1085) 21834 (1116) 8811 (856) 32896 (1574) 16689 (991)
symetrycznie niezaleznych
Uo(I) 14.7 (3.0) 22.2 (1.8) 18.6 (1.4) 10.5 (2.5) 24.4 (1.5) 21.0 (2.2)
CC(1/2) 0.998 (0.799) 1.000 (0.687) 1.000 (0.561) 0.994 (0.668) 0.999 (0.667) 0.999 (0.863)
Redundancja 2.1(1.6) 8.9 (5.1) 45 (2.8) 3.4 (2.4) 19.7 (18.9) 3.1(2.4)
Rmerge 0.034 (0.335) 0.055 (0.713) 0.037 (0.852) 0.093 (0.446) 0.054 (2.511) 0.037 (0.298)
Rimeas 0.048 (0.474) 0.062 (0.882) 0.042 (0.750) 0.106 (0.568) 0.057 (2.644) 0.045 (0.379)
Statystyka udokladniania struktur
Ruork/Rree 0.181/0.231 0.215/0.246 0.247/0.270 0.190/0.267 0.205/0.232 0.186/0.230
RED ARl iz () 0.007 0.009 0.010 0.008 0.012 0.008
R 1551 1.626 1.697 1.471 1.795 1515
Liczba refleksow uzytych
w udoktadnianiu (zestaw 14069 (1135) 19937 (1017) 20776 (1042) 7669 (1109) 31840 (1006) 15559 (1094)
testowy)
Diagram Ramachandrana
(1) . 96/4/0 96/4/0 96/4/0 96/4/0 94/6/0 94/6/0
Favoured/allowed/outliers
Liczba atoméw 1262/124 1270/102 1229/76 1231/41 1265/96 1249/93

biatka/czasteczek wody
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Tabela 6. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych oraz udoktadniania struktur

Mutant I56F/L39A/I71W (FA71W)
Ligand Forma apo CET KET AMX FLU CPz
Statystyka przetwarzania danych
Zrédto promieniowania Synergy-S Synergy-S SuperNova Synergy-S Synergy-S Synergy-S
Dhugos¢ fali [A] 1.54184 1.54184 1.54184 1.54184 1.54184 1.54184
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21

Parametry komorki
elementarnej [A]

a=bh=52.69, c=111.21

a=bh=53.49, ¢=110.32

a=bh=53.75, ¢=109.31

a=bh=53.49, ¢=110.04

a=bh=53.57, ¢=109.93

a=h=53.23, c=109.80

el mo ket (1] 19.99-1.60 26.45-2.00 21.41-1.75 19.58-1.80 28.76-2.00 21.25-1.80
(1.63-1.60) (2.05-2.00) (1.78-1.75) (1.84-1.80) (2.05-2.00) (1.84-1.80)
Catkowita liczba refleksow 89195 96451 213346 75471 92914 78723
Kompletno$¢ [%] 100.0 (100.0) 100.0 (100.0) 99.9 (100.0) 99.4 (98.5) 100.0 (100.0) 99.6 (99.3)
itz Tl s b0y 24020 (1107) 13416 (978) 19109 (1033) 17410 (1011) 12921 (925) 17250 (1012)
symetrycznie niezaleznych
Uo(I) 16.4 (1.2) 20.3 (2.1) 10.5 (1.6) 21.0 (1.7) 16.6 (4.0) 215 (2.5)
CC(1/2) 0.999 (0.511) 0.999 (0.727) 0.996 (0.618) 0.999 (0.756) 0.998 (0.845) 1.000 (0.845)
Redundancja 3.7(2.5) 7.2(5.0) 11.2 (8.2) 4.3(2.8) 7.2(5.1) 4.6 (3.0)
Rmerge 0.031 (0.802) 0.060 (0.558) 0.120 (0.945) 0.036 (0.582) 0.074 (0.367) 0.033 (0.402)
Rimeas 0.039 (1.098) 0.070 (0.685) 0.125 (1.012) 0.043 (0.755) 0.085 (0.459) 0.040 (0.525)
Statystyka udokladniania struktur
RuordRiree 0.189/0.228 0.212/0.266 0.216/0.262 0.229/0.283 0.203/0.247 0.212/0.253
RMSD dla dt. wigzan (A) 0.009 0.007 0.008 0.009 0.010 0.011
RMSD dla katow (°) 1.601 1.479 1.515 1.613 1.623 1.715
Liczba refleksow uzytych w
udoktadnianiu (zestaw 22817 (1168) 12318 (1063) 17964 (1116) 16306 (1066) 11735 (1159) 16105 (1095)
testowy)
Diagram Ramachandrana
(%) . 96/4/0 96/4/0 97/3/0 96/4/0 96/4/0 97/3/0
Favoured/allowed/outliers
Liczba atoméw 1191/102 1268/59 1229/73 1237/73 1258/52 1249/98

biatka/czasteczek wody
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4.6. Wariant F105L/L39A/M107W (LAW)
4.6.1. Struktura formy bez liganda

Wariant LAW zostat zaprojektowany w oparciu o wczesniejsze analizy (Bonarek et al. 2020)
(J. I. Loch et al. 2021) (J. I. Loch et al. 2018), ktore wykazaly, ze mutacja w pozycji 105,
powoduje skrdocenie kieszeni wigzacej, natomiast zastgpienie leucyny w pozycji 39 przez alanine
umozliwia poszerzenie miejsca wigzacego w kierunku petli AB (J.1. Loch et al. 2022). Taka
zmiana geometrii umozliwita uzyskanie wariantow, ktore miaty mozliwo§¢ akomodacji lekow
trojeyklicznych we wnetrzu B-barytki (J. I. Loch et al. 2018), gdyz aromatyczna reszta w pozycji
107 stabilizowata ligand poprzez tworzenie oddziatywan n-n stacking (J. I. Loch et al. 2018).
Poréwnanie ksztattu miejsca wiazacego w formie dzikiej BLG oraz w wariancie LAW jest

przedstawione na Rysunku 16.
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Rysunek 16. Ksztatt kieszeni wigzacej (A) dzikiej formy BLG (WT, PDB id: 1BSY) oraz (B) wariantu LAW.

Przeprowadzone eksperymenty krystalizacyjne wykazaty, ze wariant LAW ko-krystalizowat
ze wszystkimi badanymi ligandami (Tabela 3). Dla wszystkich otrzymanych krysztaléw zebrano
dane dyfrakcyjne (zakres rozdzielczoéci 2.30-1.84 A), jednak wyznaczone struktury pokazaty
jednoznacznie, ze ligand zwigzany zostal w [-barytce jedynie dla kompleksow LAW-FLU
(flufenazyna) oraz LAW-CPZ (chloropromazyna) (Tabela 4).

4.6.2. Struktury komplekséw LAW-FLU oraz LAW-CPZ

Krysztaty wariantu LAW odpowiednie do pomiarow dyfraktometrycznych uzyskano
w kroplach zawierajacych 2.4-2.8 M siarczan amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5 z dodatkiem 10
mM liganda (flufenazyny lub chloropromazyny) (10-krotny nadmiar molowy). Struktury
komplekséw wyznaczono z maksymalng rozdzielczo$cig rowng 1.84 A (LAW-FLU) lub 1.86A
(LAW-CPZ). Wyznaczone struktury miaty symetrie grupy przestrzennej P3,21. W jednostce
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asymetrycznej znajdowat si¢ pojedynczy tancuch biatka, stanowigcy podjednostke homodimeru
B-laktoglobuliny. Zgodnie z oczekiwaniami (krystalizacja w pH 8.5) (Bello 2020), pgtla EF
wystepowata w konformacji otwartej, natomiast w rejonie petli GH zaobserwowano
nieuporzadkowanie. Wyznaczone mapy gestosci elektronowej pokazaty jednoznacznie, ze w obu
strukturach w kieszeni wigzacej widoczna jest gestosé odpowiadajgca ksztattom i rozmiarom
liganda uzytego do ko-krystalizacji (Rysunek 17 A, B). Udoktadnienie wykazato peine

obsadzenie liganda w kazdej ze struktur.

N N
"q\ o l’j} i

S S
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~ \/ﬁ
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Rysunek 17. Mapa gestosci elektronowej 2Fo-F¢ (1.0 o) wokot liganda dla komplekséw (A) LAW-FLU oraz
(B) LAW-CPZ. (C) Poréwnanie potozenia ligandow w kieszeni wiazacej oraz konformacji Trp107 (kolor rézowy

kompleks z flufenazyna, kolor niebieski z chloropromazyna). Struktury ligandéw oraz ich chiralne konformacje: (D)
flufenazyna oraz (E) chloropromazyna.

W kompleksie LAW-FLU, grupa trifluorometylowa (-CF3) zwigzana z trojcykliczng
aromatyczng czgs$cig liganda, skierowana jest do wngtrza B-baryiki, a fragment zawierajacy trzy
pierécienie wypelnia cata dostepng przestrzen w zmodyfikowanym miejscu wigzacym (Rysunek
17A). Alifatyczny pierscien piperazynowy flufenazyny jest zlokalizowany jest w gornej czgsci
B-barytki. Struktura kompleksu LAW-FLU stabilizowana jest gtdéwnie poprzez oddziatywania
hydrofobowe (Rysunek 18A), wsrdd nich wyrdzni¢é mozna oddziatywanie z resztami Val4l (3.7
A), Leu58 (3.4A), Ile84 (3.8A) oraz Trp107 (3.7A). Dodatkowo jeden z pierscieni aromatycznych
flufenazyny zaangazowany jest w tworzenie oddziatywan typu m-m stacking z pier§cieniem
indolowym Trp107 (4.4A).

W strukturze kompleksu LAW-CPZ, atom chloru potaczony z aromatycznym ugrupowaniem
fenotiazynowym skierowany jest w kierunku reszt Leu58, Val41 oraz lle56, natomiast alifatyczny

,ogon” liganda skierowany jest w kierunku wejscia do [-barylki. Poréownujac struktury

48



Paulina Wrébel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

komplekséw LAW-CPZ oraz LAW-FLU zauwazy¢ mozna rdznice w polozeniu lancucha
bocznego Trpl07, ktory w zalezno$ci od typu liganda obrocony jest o 180° i skierowany do
wejscia lub wnetrza miejsca wigzgcego (Rysunek 17C). Podobnie jak w kompleksie LAW-FLU,
strukture kompleksu LAW-CPZ stabilizuja oddzialywania hydrofobowe z resztami: Val4l
(2.8A), 1le71 (3.3A), Asn90 (3.8A), Trp107 (3.4A). Co wigcej, oba pierscienie Trpl07 tworza
oddziatywania typu z-z stacking z jednym z pierscieni chloropromazyny (Rysunek 18B).

¢ lle84 ?\

Trpl07

. Leu58

Val4l

A

Rysunek 18. Oddziatywania stabilizujgce czasteczke (A) flufenazyny (kolor r6zowy) oraz (B) chloropromazyny (kolor
niebieski) w kieszeni wiazacej wariantu LAW. Czerwong, przerywang linig zaznaczono oddziatywania n-rr, natomiast
zielonymi oddziatywania hydrofobowe.

Ze wzgledu na fakt, ze ugrupowanie aromatyczne w chloropromazynie nie jest ptaskie,
w zalezno$ci od pozycji atomu chloru czasteczka chloropromazyny moze wystepowaé w postaci
dwoch chiralnych konformeréw: (aR)CPZ oraz (aS)CPZ (Rysunek 17E). Analiza struktur
kompleksu LAW-CPZ potwierdzita wczesniejsze badania (J. I. Loch et al. 2018), w ktorych
wykazano, ze warianty zawierajagce mutacje F105L preferuja wigzanie konformera (aS)CPZ. Ze
wzgledu na wygiecie uktadu trojpierscieniowego, struktura flufenazyny, réwniez moze tworzyc
chiralne konformery (aR) lub (aS) (Rysunek 17D) (Bernard Testa 2013). Analizujgc strukturg
kompleksu LAW z flufenazyng dostrzec mozna, ze w odroznieniu od chloropromazyny,

w kieszeni wigzacej znajduje si¢ (aR)FLU.

4.6.3. Wyznaczanie stalej wigzania ligandéw z pomoca CD

Pomimo tego, ze roztwory samych ligandéw wykorzystywanych w tej pracy nie dajg sygnatu
CD, indukowany sygnat CD (ICD) moze pojawi¢ si¢ po przytaczeniu czasteczki liganda do
biatka. Taki sygnal jest wynikiem interakcji molekularnych pomigdzy zwiazkiem chiralnym
i achiralnym. Pierwszym etapem byto sprawdzenie, czy dodatek liganda do roztworu biatka
zmienia sygnat CD. Dodatek liganda w stosunku 1:1 oraz 1:2 powodowal wyrazny wzrost
sygnalu przy ok. 265 nm zaréwno podczas miareczkowania wariantu LAW flufenazyna, jak
i chloropromazyng. Otrzymane widma CD zostaly zamieszczone w suplemencie do pracy

(Rysunek S1). W kolejnym etapie wykonano pelne miareczkowanie roztworow LAW ligandem.
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Bialko o stezeniu 20 pM miareczkowano roztworami lekéw az do 3-krotnego nadmiaru liganda.

Kazdy pomiar powtorzono 3-krotnie. Dane przedstawiono na Rysunku 19 i 20.
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Rysunek 19. (A) Wyniki pomiaréw ICD po miareczkowaniu wariantu LAW roztworem flufenazyny az do
3-krotnego nadmiaru leku. (B) Najlepsze dopasowanie danych eksperymentalnych do jednomiejscowego modelu
wigzania.
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Rysunek 20. (A) Wyniki pomiaréw ICD po miareczkowaniu wariantu LAW roztworem chloropromazyny az do 3-
krotnego nadmiaru leku. (B) Najlepsze dopasowanie danych eksperymentalnych do jednomiejscowego modelu
wigzania.

Na Rysunkach 19 i 20 wida¢ wyrazne zmiany sygnalu przy 265 nm. Stosujac
jednomiejscowy model wigzania na podstawie otrzymanych wynikow pomiaru ICD obliczono
stalg dysocjacji Kg, ktora wyniosta odpowiednio dla flufenazyny: 7.1 + 4.5 uM oraz dla
chloropromazyny: 97.0 = 76.1 uM. Zdecydowanie mniejsza stata dysocjacji wyznaczona dla
kompleksu LAW-FLU pokazuje, ze wariant LAW charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem

do flufenazyny.
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4.7. Wariant 156F/L39A/107W (FAW)
4.7.1. Struktura formy bez liganda (PDB id: 7Q17)

Wariant I56F/L39A/M107W (FAW) posiada reszt¢ aromatyczng (Phe) w pozycji 56 oraz
w pozycji 107, reszty te moga potencjalnie tworzy¢ oddziatywania typu z-z stacking z ligandami.
W tym mutancie, podobnie jak w wariancie LAW (Rozdziat 4.6), zastagpienie leucyny w pozycji
39 przez alaning postuzyto do poszerzenia kieszeni wigzacej W Kierunku petli AB. Poréwnanie
ksztattu miejsca wigzacego w formie dzikiej laktoglobuliny (PDB id: 1BSY) oraz w mutancie
FAW (PDB id: 7Q17) przedstawiono na Rysunku 21.
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Rysunek 21. Ksztalt kieszeni wigzacej (A) dzikiej formy BLG (WT, PBD id: 1BSY) oraz (B) wariantu FAW (PDB
id: 7Q17).

Najwicksza liczbe struktur kompleksow biatko-ligand analizowanych w tej pracy
wyznaczono wiasnie dla wariantu FAW. Obecnos$¢ liganda w kieszeni wigzacej potwierdzono dla
amitryptyliny (AMT), klomipraminy (CLO), flufenazyny (FLU), doksepiny (DOX), ketotifenu
(KET) oraz chloropromazyny (CPZ) (Tabela 3). Wszystkie otrzymane krysztaty FAW miaty
symetri¢ grupy przestrzennej P3,21 (Tabela 5). We wszystkich strukturach petla EF wystepowata
w konformacji otwartej, obserwowano réwniez czeSciowe nieuporzadkowanie petli GH.
Porownujac struktury wszystkich otrzymanych kompleksow FAW zauwazyé mozna, ze
trojeykliczny fragment leku zlokalizowany byt zawsze w gornej czgéci PB-barytki, natomiast

alifatyczne cze$ci liganda znajdowaty sie blizej wejscia do kieszeni wigzace;.
4.7.2. Analiza struktury kompleksu FAW-AMT

Strukture kompleksu mutanta FAW z amitryptyling wyznaczono z rozdzielczoécig 1.9 A.
Krzysztaty rosty w warunkach 2.4 M siarczan amonu w 1M Tris pH 8.5. Udoktadnianie

wykazalo, ze kieszen wigzaca byta catkowicie obsadzona ligandem. Trojcykliczna, aromatyczna
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cze$¢ leku ulokowata sie w poblizu reszt lle71, Alall8, Trpl07, 1le84 oraz Val4l (Rysunek

22A).
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Rysunek 22. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-AMT oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczkg amitryptyliny w kieszeni wiazacej wariantu FAW. Czerwona, przerywana
linig zaznaczono oddzialywanie typu n- (edge-to-face), natomiast zielona oddziatywania hydrofobowe.

Analizujac otrzymang struktur¢ kompleksu FAW-AMT zauwazy¢ mozna, ze ligand, chociaz
ptozony jest w poblizu reszt aromatycznych, stabilizowany jest gtéwnie przez sie¢ oddziatywan
hydrofobowych. Wsrdd niepolarnych oddziatywan mozna zauwazy¢ jedno bardziej specyficzne
oddziatywanie typu m-m stacking. Zgodnie z oczekiwaniami, ktore towarzyszyty projektowaniu
wariantu FAW, wprowadzenie w pozycji 56 aromatycznego aminokwasu przyczynito si¢ do
stabilizacji czasteczki liganda w kieszeni wigzacej poprzez oddziatywanie n-n (edge-to-face)
z aromatycznym pierscieniem amitryptyliny. Czasteczka liganda oddziatuje takze z resztami
Val4l, lle71, Phel05, Val92, Trpl107, Alall8 oraz 1le84 poprzez oddziatywania hydrofobowe.
W oddziatywaniach bierze udziat tylko trojcykliczna czes¢ liganda, natomiast alifatyczny tancuch

nie tworzy interakcji z resztami biatka (Rysunek 22B).

4.7.3. Analiza struktury kompleksu FAW-CLO

Dobrej jakosci krysztaty wariantu FAW w obecnosci klomipraminy (CLO) otrzymano
w kroplach, w ktorych precypitatem byt 2.2 M siarczan amonu w 0.5 M Tris-HCI o pH 8.5.
Strukture kompleksu FAW-CLO wyznaczono z rozdzielczoécig 1.7 A (Tabela 5). Obliczone
mapy gestosci elektronowej pokazaty, ze w rejonie kieszeni wiazacej byla bardzo dobrze
widoczna gestos¢ odpowiadajaca ksztattem i rozmiarem klomipraminie, ktora znajdowata si¢
w roztworze Kkrystalizacyjnym (Rysunek 23A). Mozna zaobserwowaé, ze podobnie jak
w kompleksie z FAW-AMT (Rozdzial 4.7.2.), aromatyczne ugrupowanie klomipraminy
usytuowane jest glebiej w hydrofobowym wnetrzu barytki, a alifatyczny fragment zlokalizowany
jest blizej wejscia do barylki.

Struktura FAW-CLO pokazata, ze klomipramina stabilizowana jest w miejscu wigzacym

jedynie oddziatywaniami hydrofobowymi. Aromatyczna cz¢s¢ liganda tworzy dwa oddziatywania

52



Paulina Wrébel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

z 1le84, jedno krotsze (3.3A) oraz drugie dtuzsze (3.5A). Podobna sytuacja wystepuje dla Val4l
(3.8A, 3.9A). Blizsze oddziatywania hydrofobowe wystepuja z Ile71 (3.4A) oraz Val92 (3.0A).
Natomiast oddzialywania z aminokwasami Asn90, Trp107, Phel105, Phe56, Ala73 oraz Val4l sa
stabsze (3.7-4.0A) (Rysunek 23 B).
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Rysunek 23. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-CLO oraz
(B) oddziatywania stabilizujgce czasteczke klomipraminy w kieszeni wiazacej wariantu FAW. Zielona, przerywang
linig zaznaczono oddziatywania hydrofobowe.

4.7.4. Analiza struktury kompleksu FAW-DOX

Pomiary dyfrakcyjne kompleksu wariantu z dokseping (FAW-DOX) wykonano dla
krysztalow otrzymanych w kroplach zawierajacych 2.4 M NH4(SO,), w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5.
W kieszeni wigzacej, podobnie jak w poprzednich omawianych kompleksach (Rozdziat 4.7.1.
oraz 4.7.2.), widoczna byla gestos¢ elektronowa odpowiadajgca dodanemu ligandowi (Rysunek
24A). Potozenie trojcyklicznego ugrupowania leku byto identyczne jak w kompleksie FAW
z amitryptyling (Rozdzial 4.7.2), co jest zrozumiate ze wzgledu na fakt, ze oba te ligandy sa
strukturalnymi analogami (Rysunek 10). Doksepina jest stabilizowana w kieszeni wigzacej
gtownie przez oddziatywania hydrofobowe (Rysunek 24B). Aromatyczna, trojcykliczna czesé
leku oddziatuje z resztami Ala39, Val41, 1le84, Val92 oraz Alall8, dodatkowo z Ile71 wystepuja
dwa oddziatywania, jedno krotsze 3.7A oraz dhuzsze 4.0A, podobnie z Trp107 (3.7A, 3.8A).
Alifatyczny ogon stabilizowany jest jedynie przez oddziatywanie hydrofobowe z Leu58.
Dodatkowo aromatyczny pierscien doksepiny tworzy oddziatywanie typu m-m (edge-to-face)
z Phe56 (Rysunek 24B).
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Rysunek 24. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-DOX oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczke doksepiny w kieszeni wiazacej wariantu FAW. Czerwong, przerywang linig
zaznaczono oddzialywanie -, natomiast zielong oddziatywania hydrofobowe.

4.7.5. Analiza struktury kompleksu FAW-KET

Krysztaty wariantu I156F/L39A/M107W z dodatkiem ketotifenu (KET) otrzymano dla catego
zakresu stezen tj. 2.0-3.0 M siarczanu amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5. Jednak wigkszo$¢ z tych
krysztatow bardzo stabo rozpraszata promieniowanie rentgenowskie, dlatego strukture kompleksu
FAW-KET wyznaczono z nieco stabsza rozdzielczosciag 2.3 A (Tabela 5). Pomimo relatywnie
stabej rozdzielczosci, mapy gestosci elektronowej potwierdzity jednoznacznie obecno$é liganda
w B-barylce (Rysunek 25A). Ligand potozony byt blizej wejscia do B-barytki, w poréwnaniu do
pozostatych komplekséw, FAW-AMT oraz FAW-DOX.

Czasteczka ketotifenu stabilizowana jest gtoéwnie oddziatywaniami hydrofobowymi,
w ktorych biorg udziat reszty: lle71, 1le84, Val4l, Leu58, Alall8 oraz Ala39. Fenyloalanina
w pozycji 56 tworzy oddziatywanie m-n (edge-to-face) z pierscieniem tiofenu liganda. Pirolowy
pierscien tryptofanu w pozycji 107 tworzy oddziatywanie n-n (face-to-face) z pier§cieniem
benzenowym leku, natomiast benzenowy pierscien Trpl07 tworzy dwa oddziatywania

hydrofobowe z czgsteczka liganda, jedno krétsze 3.2A oraz drugie dtuzsze 3.8A (Rysunek 25B).
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Rysunek 25. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-F¢ (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-KET oraz
(B) oddzialywania stabilizujace czasteczke ketotifenu w kieszeni wigzacej wariantu FAW. Czerwong, przerywana linia
zaznaczono oddziatywania n-m, natomiast zielong oddziatlywania hydrofobowe.
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4.7.6. Analiza struktury kompleksu FAW-FLU

Ko-krystalizacja wariantu FAW z flufenazyng (FLU) pokazata, ze krysztaty odpowiednie do
pomiarow dyfraktometrycznych otrzymano w kroplach zawierajacych 2.4 oraz 2.6 M siarczan
amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5. Dane dyfrakcyjne zebrane zostaty przy uzyciu promieniowania
synchrotronowego DESY w Hamburgu z maksymalng rozdzielczoscig 1.47 A (Tabela 5). Juz
pierwsze mapy gestosci elektronowej pokazaty, ze w kieszeni wigzacej znajduje si¢ ligand:
bardzo dobrze byt widoczny trojcykliczny, aromatyczny fragment leku z podstawnikiem -CFj,
natomiast gesto$¢ dla alifatycznego fragmentu FLU byla wyraznie stabsza, co $wiadczy
o nieuporzadkowaniu tego fragmentu leku (Rysunek 26A).

Analiza oddzialywan stabilizujacych struktur¢ kompleksu pokazata, ze fenyloalanina
W pozycji 56 tworzy oddziatywanie m-m (edge-to-face) z jednym z aromatycznych pierScieni
liganda. Z tym samym pierscieniem flufenazyny, reszty lle71 oraz Val92 tworza oddziatywania
hydrofobowe. Natomiast z drugim pierscieniem benzenowym flufenazyny oddzialujg reszty
Phel05, Ala39, Alall8 oraz Trpl07. Tryptofan w pozycji 107 tworzy dwa oddziatlywania
hydrofobowe o odlegtosciach 3.6A oraz 3.9A. Dodatkowo strukture kompleksu stabilizuje
wigzanie wodorowe o dhugosci 3.05 A pomiedzy atomem azotu cyklicznego, alifatycznego

tancucha, a Asn90. Preferowanym konformerem flufenazyny jest (aS)FLU (Rysunek 26B).

Phe56

Rysunek 26. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-FLU oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczke flufenazyny w kieszeni wigzacej wariantu FAW. Czerwona, przerywang
linig zaznaczono oddzialywanie 7-7, natomiast zielong oddzialywania hydrofobowe. Zoétta linia prezentuje wigzanie
wodorowe.

4.7.7. Analiza struktury kompleksu FAW-CPZ

Najlepszej jakosci krysztaty wariantu FAW w obecnosci chloropromazyny (CPZ) urosty
w kroplach zawierajacych 2.4-2.6 M siarczanu amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.0. Dane
dyfrakcyjne dla krysztalow tego kompleksu zebrano z rozdzielczoscig do 2.0 A (Tabela 5). Na
roznicowej mapie Fouriera, w kieszeni wiazacej bardzo dobrze widoczna byla gestos¢

elektronowa odpowiadajaca chloropromazynie (Rysunek 27A).
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Kompleks FAW-CPZ jest kolejnym przyktadem kompleksu BLG-ligand, w ktorym ligand
stabilizowany jest gtownie przez hydrofobowe oddziatywania z resztami obecnymi w kieszeni
wigzacej. W interakcje z jednym pier§cieniem benzenowym chloropromazyny zaangazowane sa
reszty Ala39 oraz Alall8, dodatkowo Trpl07 tworzy dwa oddziatywania hydrofobowe (3.4A,
3.7A) (Rysunek 27B). Z drugim aromatycznym pierscieniem chloropromazyny oddziatuje reszta
Val92. Co wigcej, Phe56 tworzy oddziatywania typu n-n (edge-to-face). Co ciekawe, wariant
FAW preferuje konformer aS-CPZ, podobnie jak w kompleksie LAW-CPZ (Rozdzial 4.6.2,

Rysunek 17B, E).
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Rysunek 27. (A) Mapa gestosci elektronowej 2F o-F¢ (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FAW-CPZ oraz
(B) oddzialywania stabilizujgce czasteczke chloropromazyny w kieszeni wigzacej wariantu FAW. Czerwona,
przerywang linig zaznaczono oddziatywanie n-mt, natomiast zielong oddziatywania hydrofobowe.

4.7.8. Badanie oddzialywania wariantu FAW z ligandami za pomoca CD

Badanie oddziatywania biatko-ligand przy pomocy indukowanego sygnatu CD wykonano dla
wszystkich ligandow, ktorych wigzanie do wariantu FAW zidentyfikowano za pomoca metod
krystalograficznych. W pierwszej kolejnosci wykonano pomiary dla roztworu FAW z dodatkiem
liganda w stosunku 1:1 oraz 1:2. Zmiany w sygnale CD zauwazono dla kompleksow
z klomipraming, chloropromazyng oraz flufenazyng. Dla kompleksu z flufenazyna, wzrost
sygnatu wystepowat przy ok. 265 nm, podobne wyniki otrzymano dla chloropromazyny. Dodatek
klomipraminy skutkowat wzrostem sygnatu CD w obszarze 300-320 nm. Widma CD zostaly
zamieszczone w suplemencie dotaczonym do pracy (Rysunek S2).

W nastepnej kolejnosci wykonano miareczkowanie ligandem az do jego 3-krotnego nadmiaru
(Rysunek 28). Na podstawie otrzymanych wynikow, stosujac jednomiejscowy model wigzania
wyznaczono stale Ky, ktore wynosity odpowiednio: 12.4 + 6.5 uM dla kompleksu FAW-FLU,
245+ 53 uM dla kompleksu FAW-CPZ oraz 46.9 + 15.7 pM dla kompleksu FAW-CLO.
Otrzymane wyniki pokazuja, ze FAW to kolejny wariant BLG (podobnie do LAW), ktory
wykazuje najwicksze powinowactwo do flufenazyny. Pierwsze, wstepne pomiary CD

w obecnosci amitryptyliny, doksepiny oraz ketotifenu nie wykazaty znaczacych zmian sygnatu

56



Paulina Wrébel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

CD. Badania powtérzono dla wyzszego stezenia biatka (200 puM). Biatko ponownie
miareczkowano do 3-krotnego nadmiaru leku (AMT oraz KET) (Rysunek 29). Wyniki
miareczkowania pokazaty, ze w tych warunkach, zaobserwowano zmiang sygnatu. Wyznaczone
na tej podstawie state K4 wyniosty odpowiednio 32.8 + 13.2 uM oraz 152.8 = 101.6 uM. Dodatek

doksepiny do wyzszego stezenia biatka nie spowodowat zmian w sygnale CD.
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Rysunek 28. Wyniki pomiaréw ICD dla miareczkowania 20 uM mutanta FAW roztworem (A) flufenazyny (C)
chloropromazyny oraz (E) klomipraminy az do 3-krotnego nadmiaru liganda oraz (B, D, F) najlepsze dopasowanie
danych eksperymentalnych do jednomiejscowego modelu wigzania.
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Rysunek 29. Wyniki pomiaréw ICD dla miareczkowania 200 uM FAW roztworem (A) amitryptyliny oraz (C)
ketotifenu az do 3-krotnego nadmiaru liganda oraz (B, D) najlepsze dopasowanie danych eksperymentalnych do
jednomiejscowego modelu wigzania.

4.8. Wariant 156F/L39A/171W (FA71W)

4.8.1. Struktura formy bez liganda

Mutant I156F/L39A/171W, podobnie jak wariant FAW (Rozdzial 4.7.), zostat zaprojektowany
W oparciu o analize struktury podwodjnego wariantu I56F/L39A (FA) (J. I. Loch et al. 2018).
Zastgpienie izoleucyny w pozycji 71 aromatycznym tryptofanem miato za zadanie stabilizacje
wigzania liganda poprzez tworzenie oddziatywan typu zn-r, jednak w odrdznieniu od pozycji 107
(warianty LAW, FAW), mutacja 71 zlokalizowana jest po przeciwnej stronie miejsca wigzacego,
tj. w wariancie FAW oraz LAW miejsce mutacji znajdowato si¢ na B-wstedze G, natomiast

mutacja I71W potozona byta na przeciwlegtej B-wstedze D (Rysunek 30 A, B).
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Rysunek 30. Ksztalt kieszeni wigzacej (A) dzikiej formy BLG (WT, PBD id: 1BSY) oraz (B) wariantu FA71W.

Analizujac wyznaczone struktury krystaliczne zaobserwowano, ze wariant FA71W tworzy
kompleksy z piecioma ligandami: cetyryzyng (CET), ketotifenem (KET), amoksaping (AMX),
flufenazyng (FLU) oraz chloropromazyng (CPZ) (Tabela 3). Struktury te zostang szczegbtowo
omowione w kolejnych podrozdziatach. Wszystkie wyznaczone struktury byty izomorficzne
i miaty symetri¢ grupy przestrzennej P3,21 (Tabela 6). Podobnie jak dla struktur komplekséw
LAW i FAW, we wszystkich wyznaczonych kompleksach FA71W petla EF wystepowata
w otwartej konformacji, obserwowano tez czesciowe nieuporzadkowanie petli GH. Analizujac
potozenie ligandow w kieszeni wigzacej, zauwazyé mozna, ze w kazdym z wyznaczonych
kompleksow, sposob wigzania liganda byl bardzo podobny, tj. tréjcykliczne aromatyczne
pierécienie liganda zwigzane byly w glebszej, hydrofobowej czesci kieszeni wigzacej, natomiast

alifatyczne elementy znajdowaty si¢ blizej wej$cia do B-barytki.

4.8.2. Analiza struktury kompleksu FA71W-CET

Wsrod badanych w tej pracy potencjalnych ligandow nowych wariantow B-laktoglobuliny
(Rysunek 10), cetyryzyna (CET) zostata zwigzana (zidentyfikowana) jedynie w kieszeni wigzacej
wariantu FA71W (Tabela 3). Krysztaty kompleksu FA7IW-CET odpowiednie do pomiaréw
dyfraktometrycznych otrzymano w kroplach, w ktérych precypitantem byt 2.4 M siarczan amonu
w 1 M Tris-HCI pH 8. Otrzymane trygonalne krysztaly rozpraszaty promieniowanie
rentgenowskie do 2.0 A (Tabela 6). Juz na pierwszej roznicowej mapie Fouriera, w kieszeni
wigzacej FA71W bardzo dobrze widoczna bylta gestos$¢ elektronowa odpowiadajgca cetyryzynie.
Udoktadnianie pokazato catkowite obsadzenie liganda w kieszeni wiazacej (Rysunek 31A). Jak
wspomniano w Rozdziale 4.8.1, aromatyczny element leku usytuowany byt w barytce w poblizu
reszt Phe56, Phel05, Trp71 oraz Metl107, natomiast alifatyczny ogon znajdowat si¢ w gornej

czesci kieszeni, u wejécia do barytki. Cetyryzyna jest zwigzkiem chiralnym wystepuje w postaci

59



Paulina Wrébel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

dwoch enancjomerow L i D (Nalluri & Kumar 2020) (Rysunek 10). Przeprowadzone badania
potwierdzily, ze w kieszeni wigzacej FA7IW zostal zwigzany wtasnie lewoskretny enancjomer
CET (L-CET).

Czasteczka cetyryzyny stabilizowana jest w kieszeni FA71W przez oddziatywania
hydrofobowe pomigdzy tancuchami bocznymi, a aromatycznymi pier§cieniami leku. W te
oddzialywania zaangazowane sa reszty Val92, Ile84, Leu58, Val4l, Met107, Val92 oraz Trp71.
Tryptofan w pozycji 71 tworzy dwa oddziatywania hydrofobowe z pierscieniem benzenowym
cetyryzyny (3.4 A oraz 3.6 A) (Rysunek 30 B). Alifatyczny ogon nie bierze udziatu w zadnej

interakcji z resztami aminokwasowymi biatka.

Leu58

B Met107 m

Rysunek 31. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 o) wokét liganda dla kompleksu FA71W-CET oraz
(B) oddziatywania stabilizujgce czasteczke cetyryzyny w kieszeni wiazacej wariantu FA71W. Zielona, przerywang
linig zaznaczono oddziatywania hydrofobowe.

4.8.3. Analiza struktury kompleksu FA71W-KET

Krysztaty kompleksu FA71W-KET otrzymano z 2.8 M NH4(SO,), w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5.
Wzrost dobrej jakosci krysztatdbw obserwowano tez w kroplach z 2.6-3.0 M siarczanem amonu,
jednak pomiary wykonano dla krysztalow z pierwszego warunku Krystalizacyjnego. Strukture
kompleksu FA71W-KET wyznaczono z rozdzielczoécia 1.8 A (Tabela 6). Mapy gestosci
elektronowej jednoznacznie potwierdzity obecnos¢ liganda (z pelnym obsadzeniem) w kieszeni
wigzacej FA71W (Rysunek 32A).

Trojeykliczny element ketotifenu znajduje si¢ w poblizu Phe56, Val92, Trp71 oraz Met107.
Wsréd oddziatywan hydrofobowych wyrdzni¢ mozna oddzialywania z Val41l, Met107, Val92,
lle84 czy Trp71. Reszty Phe56, a takze Trp71 odpowiadajg za oddziatywania typu n- (edge-to-

face) z aromatycznym pierscieniem benzenowym leku. (Rysunek 32 B).
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Rysunek 32. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 6) wokét liganda dla kompleksu FA71W-KET oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczke ketotifenu w kieszeni wiazacej wariantu FA71W. Zielona, przerywana linia
zaznaczono oddziatywania hydrofobowe, czerwona przerywang linig zaznaczono oddziatywania typu n-m .

4.8.4. Analiza struktury kompleksu FA71W-AMX

Dobrej jakosci krysztaty dla kompleksu FA71W-AMX otrzymano dla biatka o stezeniu ok.
23.5 mg/ml, przy uzyciu 2.4-3.0 M siarczanu amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5. Dane zebrano
Z rozdzielczosciag 1.8 A (Tabela 6). W kieszeni wigzacej bardzo dobrze widoczna byla gestosé
potwierdzajaca zwigzanie amoksapiny (Rysunek 33A). Analizujac strukture kompleksu FA71W-
AMX zauwazono, ze trojcykliczny pierscien leku polozony jest glebiej w B-barylce w poblizu
Met107.

Ligand w kompleksie FA71W-AMX, stabilizowany jest glownie oddziatywaniami
hydrofobowymi. Zaangazowane sa w nie reszty: Ala39, Alall8, Val4l, Met107, Phel05, Phe56
oraz Trp7l. Co ciekawe, pomimo bliskiej obecnos$ci reszt aromatycznych w poblizu
benzenowego pierScienia amoksapiny nie wystepuja zadne oddziatywania m-m. Wsérod reszt
wchodzacych w interakcje z ligandem, zauwazy¢ réwniez mozna seryne w pozycji 116, ktora
tworzy wigzanie halogenowe z atomem chloru przytaczonym do leku (3.5A) (Rysunek 33B).

Alifatyczna, cykliczna cze$¢ liganda nie bierze udzialu w oddzialywaniach z biatkiem.

=% Alal18

Phel05 / Met107

Vvalal o~ Serllé

B ; L__/ 'L/j/ Trp71

Rysunek 33. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-F¢ (1.0 o) wokot liganda dla kompleksu FA71W-AMX oraz
(B) oddzialywania stabilizujace czasteczke amoksapiny w kieszeni wigzacej wariantu FA71W. Zielong, przerywana
linig zaznaczono oddziatywania hydrofobowe, natomiast niebieska linia reprezentuje wiazanie halogenowe.
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4.8.5. Analiza struktury kompleksu FA71W-FLU

Dane dyfrakcyjne dla kompleksu wariantu FA7IW z flufenazyng (FLU) zebrano
z maksymalng rozdzielczoécia 2.0 A (Tabela 6) dla krysztaléw otrzymanych w kroplach
zawierajacych 2.6 M siarczan amonu w 1M Tris-HCI pH 8. Mapy gestosci potwierdzity, ze
w kieszeni wigzacej zwiagzana byta czasteczka flufenazyny (Rysunek 34A)

Jeden =z pierScieni ugrupowania fenotiazynowego flufenazyny tworzy oddziatywania
hydrofobowe z Met107 oraz Alall8. Natomiast drugi pierscien benzenowy oddzialuje z Val4l
oraz wchodzi w interakcje z Trp71 tworzagc oddziatywanie typu n-n (edge-to-face). Co wiecej ta
sama reszta aminokwasowa tworzy specyficzne oddziatywanie R-CF;3---m z ugrupowaniem
trifluorometylowym. Dodatkowo, tryptofan w pozycji 71 oddziatuje z alifatycznym tancuchem
liganda (3.9A). Analizujac strukture kompleksu FA71W-FLU zauwazy¢ mozna, ze podobnie jak
w kompleksie z FAW (Rozdzial 4.7.6., Rysunek 26), ligand przyjmuje konformacj¢ (aS)

w Kkieszeni wigzace;.

Met107 Alall8

B

Rysunek 34. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-F¢ (1.0 6) wokot liganda dla kompleksu FA71W-FLU oraz
(B) oddzialywania stabilizujace czasteczke flufenazyny w kieszeni wiazacej wariantu FA71W. Czerwona, przerywana
linig zaznaczono oddziatywanie n-, Zielong oddziatywania hydrofobowe, natomiast z6tta oddziatywanie CF3-- 7.

4.8.6. Analiza struktury FA71W-CPZ

Krysztaty kompleksu FA71W-CPZ rosty w catym zakresie st¢zef precypitanta tj. w 2.0-3.0
M siarczanie amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8. Dane dyfrakcyjne zebrano z rozdzielczoscia 1.7 A
(Tabela 6). Na mapie gestosci elektronowej wyraznie widoczna byta gestos¢ odpowiadajgca
chloropromazynie (Rysunek 35A). Pordéwnujgc otrzymang strukture z innymi strukturami
kompleksow FA71W zauwazyé mozna, ze polozenie aromatycznej, trdjpierScieniowej grupy
chloropromazyny jest takie samo jak w kompleksie z flufenazyna, a preferowanym konformerem
chloropromazyny jest aS-konformer. Pierwszy z pierscieni aromatycznych chloropromazyny
tworzy oddziatywania hydrofobowe z Alall8 oraz Met107, natomiast drugi z VVal41 oraz 11e84.
Trp71 tworzy oddziatywanie typu m-m (edge-to-face) z aromatycznym pierscieniem leku oraz
dodatkowo tworzy oddziatywanie n-kation z atomem azotu alifatycznego tancucha. Co wiecej

Trp71 tworzy oddziatywanie R-Cl---n z atomem chloru (Rysunek 35B).

62



Paulina Wrébel. Rozprawa Doktorska. Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Alal18

Met107

Rysunek 35. (A) Mapa ggstosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 o) wokot liganda dla kompleksu FA71W-CPZ oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczke chloropromazyny w kieszeni wiazacej wariantu FA71W. Czerwona,
przerywang linig zaznaczono oddziatywania n-n, zielona oddziatywania hydrofobowe. Czarna przerywana linia

reprezentuje oddziatywanie n-kation, natomiast rézowa Cl- m.

4.8.7. Badanie oddzialywania wariantu FA71W z ligandami za pomocg CD

Dla potwierdzonych metodami krystalograficznymi kompleksow wariantu FA71W z lekami
wyznaczono state dysocjacji za pomoca CD. Podobnie jak w innych kompleksach (Rozdziat
4.6.3., Rozdziat 4.7.8.) badania rozpoczeto od sprawdzenia zmian sygnatu CD po dodatku liganda
do 20 uM roztworu biatka. Zmiany zauwazono przy ok. 265 nm dla flufenazyny oraz
chloropromazyny oraz przy ok. 320-330 nm dla amoksapiny. Otrzymane widma CD
zamieszczono na koncu w suplemencie do pracy (Rysunek S3). Nastepnym krokiem bylo
wykonanie miareczkowania az do 3-krotnego nadmiaru liganda (Rysunek 36). Stosujac
jednomiejscowy model wigzania wyznaczono state Ky dla kompleksu z flufenazyng oraz
chloropromazyna, ktoére wyniosty odpowiednio: 5.1 & 3.4 uM oraz 6.9 = 4.6 uM. Dla kompleksu
FA71W-AMX zaobserwowano liniowy charakter zmian oraz bardzo duzy btad przekraczajacy
warto$¢ statej Kg, co $wiadczy 0 bardzo niskim powinowactwie FA71W do tego liganda. Dlatego
dla amoksapiny konieczne byto powtdrzenie pomiardw z zastosowaniem wigkszego stezenia
biatka (200 uM). Dzigki temu wyznaczono statg Ky ktora wyniosta 149.2 + 30.6 uM. Dodatkowe
badania z wyzszym st¢zeniem biatka wykonano rowniez dla cetyryzyny oraz ketotifenu, dla
ktérych poczatkowo zmiana sygnatu CD nie byla zauwazalna, jednak zastosowanie takiego

podejscia nadal nie przyniosto pozadanych rezultatow.
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Rysunek 36. Wyniki pomiaréw ICD dla miareczkowania FA71W roztworem (A) amitryptyliny, (C) chloropromazyny
oraz (E) amoksapiny az do 3-krotnego nadmiaru liganda oraz (B, D, F) najlepsze dopasowanie danych
eksperymentalnych do jednomiejscowego modelu wigzania.

4.9. Wariant L58F/VV92Y (58F/92Y)

Wariant L58F/V92Y zostat zaprojektowany w oparciu o analiz¢ wariantow L58F oraz V92Y
(Bonarek et al. 2020). Wczesniejsze badania pokazaty, ze mutacja wprowadzona w pozycji 58
stabilizuje biatko (Bonarek et al. 2020) nie zmieniajac znacznie geometrii kieszeni wiazacej,

dlatego startowy, pojedynczy mutant L58F byt dobrym kandydatem do projektowania innych
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wariantow, posiadajgcych wiele mutacji w kieszeni wigzacej, zmieniajacych jej ksztalt
i preferencje wigzace. Wprowadzenie w pozycji 92 aromatycznego pierscienia tyrozyny, miato na
celu skrocenie miejsca wigzania, a tym samym stworzenie przestrzeni odpowiedniej dla ligandow
o niewielkiej masie (Rysunek 37). Ko-krystalizacja mutanta 58F/92Y z ligandami byta
najbardziej czasochtonna i problematyczna. Proby optymalizacji warunkow krystalizacji, bardzo
czesto prowadzity do wysypu duzej ilosci drobnych krysztatow (rozmiary ok. 0.1 mm). Proby
przeprowadzone dla amitryptyliny oraz klomipraminy zakonczyty si¢ niepowodzeniem i dla tych
kompleksow nie udato si¢ zebra¢ danych dyfraktometrycznych. Pomiary dyfraktometryczne
zebrano dla 7 krysztatow otrzymanych w kroplach z dodatkiem pozostatych ligandow (Tabela 3)
jednak obecnos$¢ liganda zwigzanego do biatka zaobserwowano tylko dla amoksapiny (AMX).

PetlaCD
PetlaCD p
- Petla GH
Petla GH "
1) X 139 e
/ B
Ve 4 =\\
\M107
" W Fios
V9 /(

A B

Rysunek 37. Ksztalt kieszeni wiazacej (A) dzikiej formy BLG (WT) oraz (B) wariantu L58F/V92Y.
4.9.1. Analiza struktury kompleksu 58F/92Y-AMX

Krysztalty odpowiednie do pomiarow dyfraktometrycznych otrzymano w kroplach,
w ktorych precypitantem byt 2.8 M siarczan amonu w 0.5M Tris-HCI pH 8.5. Otrzymano
trygonalne krysztaty, 0 symetrii grupy przestrzennej P3,21, ktore rozpraszaly z maksymalng
rozdzielczoscig 2.0 A (Tabela 4). Na mapie Fouriera, w kieszeni wigzacej widoczna byta gesto$é
elektronowa odpowiadajaca trojcyklicznemu, aromatycznemu elementowi amoksapiny (Rysunek
38A), jednak ligand miat tylko cze$ciowe obsadzenie. Podobnie jak w innych kompleksach, np.
FA7TIW-AMX (Rozdzial 4.8.4), cze$¢ aromatycznego uktadu trdjpierscieniowego amokspainy
znajdowala sie glebiej W B-barytce, natomiast alifatyczny pier§cien piperazynowy potozony jest
troche wyzej, w okolicy petli EF. W kompleksie 58F/92Y-AMX ligand stabilizowany jest przez
oddziatywania hydrofobowe. Zaangazowane sa w nie reszty: Leu39, Met107, 11e56, 11e84, Asn90
oraz Phe56, ktora tworzy dwa oddziatywania (Rysunek 38 B).
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Rysunek 38. (A) Mapa gestosci elektronowej 2Fo-Fc (1.0 o) wokot liganda dla kompleksu 58F/92Y-AMX oraz
(B) oddziatywania stabilizujace czasteczkg amoksapiny w kieszeni wigzacej wariantu 58F/92Y. Zielona, przerywang
linig zaznaczono oddziatywania hydrofobowe.

4.9.2. Badanie oddzialywania wariantu L58F/VV92Y z ligandem za pomocga CD

Przeprowadzajac wstgpne miareczkowanie roztworu wariantu L58F/VV92Y amoksaping,
zauwazono wzrost sygnatu przy 265 nm oraz przy ok. 320 nm po dodatku leku w stosunku 1:1
oraz 1:2. Widmo zamieszczono w suplemencie do pracy (Rysunek S4). W nast¢gpnym kroku
wykonano miareczkowanie ligandem (Rysunek 39) do momentu uzyskania 3-krotnego nadmiaru
amoksapiny. Najwigksze zmiany zauwazono przy ok. 310-330 nm. Z uzyskanych danych, udato

si¢ wyznaczy¢ statg Ky dla komplesku 58F/92Y-AMX wynoszacg 7.4 + 3.1 uM.

T T T T T
240 260 280 300 320 340 0 20 40 80

A Dt. fali [nm] B [AMX] (uM)

Rysunek 39. (A) Wyniki pomiarow ICD dla miareczkowania 58F/92Y roztworem amoksapiny az do 3-krotnego
nadmiaru liganda oraz (B) najlepsze dopasowanie danych eksperymentalnych do jednomiejscowego modelu wiazania.
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4.10. Natywna forma bialka

W celach poréwnawczych wykonano proby krystalizacji natywnej formy biatka ze
wszystkimi testowanymi ligandami. Nie udato si¢ jednak otrzymac krysztatow odpowiednich do
badan dyfraktometrycznych. Wezesniejsze badania prowadzone w Zespole Biokrystalografii
zwigzane z krystalizacja natywnej formy biatka z chloropromazyng, cetyryzyna oraz
amitryptyling  zakonczyly si¢ uzyskaniem krysztalow odpowiednich do pomiaréw
dyfraktometrycznych. Uzyskane dane wykazaty jednak brak liganda w kieszeni wigzacej biatka.

Pomimo niepowodzen w eksperymentach krystalizacyjnych, postanowiono wykona¢ pomiary
CD dla natywnej formy B-laktoglobuliny. Zastosowano taka samg procedurg jak dla poprzednich
badanych nowych wariantow BLG. Roztwor biatka o stezeniu 20 uM miareczkowano 10 mM
roztworem liganda, az do jego 3-krotnego nadmiaru. We wszystkich badanych uktadach biatko-
ligand nie zaobserwowano znaczgcych zmian w sygnale CD. Przyktadowe widma pokazano na
Rysunku 40.

Ag [M'em™)
&
1

Ae [M'em™)
[+:]

T T T T T T T T T T T
240 280 280 300 320 340 240 260 280 300 320 340
A Dt. fali [nm] B Dt. fali [nm]

Rysunek 40. Wyniki pomiaréw ICD dla miareczkowania natywnej formy BLG roztworem (A) amitryptyliny oraz (B)
ketotifenu az do 3-krotnego nadmiaru liganda.
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5.Dyskusja wynikow
5.1. Wplyw mutacji na stabilnos$¢ termiczng nowych wariantéw BLG

Jak wielokrotnie udowadniano (Bonarek et al. 2020) (Kazem-Farzandi et al. 2015) (Jaya et al.
2004), pojedyncze mutacje moga mie¢ znaczacy wptyw na strukture i funkcj¢ biatka oraz jego
wilasciwosci fizykochemiczne (Keppler et al. 2014). Nieodwracalne rozfatldowanie biatek, czyli
ich denaturacja, jest glowna przyczyna utraty funkcji biologicznych biatek, zatem kluczowe jest
jak najlepsze zrozumienie tego procesu. Denaturacja termiczna moze by¢ kontrolowana
(przyspieszana lub opozniana) na drodze réznych modyfikacji, w tym ukierunkowanej
mutagenezy (Maschberger et al. 2015).

Bydleca BLG ulega nicodwracalnej denaturacji w temperaturze powyzej 60°C (Jaya et al.
2004). Po podgrzaniu powyzej 60°C natywna BLG ulega zmianom konformacyjnym
prowadzacym to powstawania agregatow (Cho et al. 1994). Pomimo braku jednoznacznych
dowodow, niektore badania sugerujg, ze kluczowa rolg w tym procesie odgrywa wolna reszta
Cys121 (Jaya et al. 2004) (Batt et al. 1994). Zastgpienie cysteiny w pozycji 121 przez seryng
wykazato, ze mutant C121S jest mniej odporny na denaturacj¢ pod wplywem temperatury niz
natywne biatko (Jaya et al. 2004). W celu zwigkszenia stabilnoéci biatka zaproponowano
zastgpienie Cys121, strukturalnie podobng i chemicznie obojetng alaning, jednak mutacja C121A
spowodowala nieprawidtowe faldowanie biatka, ktore powodowato jego akumulacje w ciatkach
inkluzyjnych (Batt et al. 1994). Kolejnymi zaproponowanymi mutacjami byly A132C oraz
L104C, ktore miaty na celu zaangazowanie wolnej grupy tiolowej Cysl21 w tworzenie
dodatkowego mostka disiarczkowego. Stabilno$¢ termiczna obu badanych mutantéw wzrosta
0 ok. 8-10°C (Batt et al. 1994).

Przy projektowaniu terapeutycznych wariantow BLG niezwykle istotne sg informacje
dotyczace wplywu mutacji wprowadzonych w obszarze kieszeni wigzacej na stabilno$¢ biatka.
Systematyczne badania Zespotu Biokrystalografii ZKiK Wydziatlu Chemii UJ pokazaty, ze
pojedyncze mutacje w gornej czgsci B-baryltki oraz w poblizu wejscia do miejsca wigzania tj.
L39Y, L58F, F105L oraz M107L zwigkszaja stabilnos¢ BLG o ok. 5°C (Tabela 7). Natomiast
mutacje IS6F oraz V92Y destabilizuja biatko i obnizaja jego temperature denaturacji. Zastapienie
Val92 przez fenyloalaning nie wptywa znaczaco na Ty, biatka (Bonarek et al. 2020) (Tabela 7).

Badania podwojnych i potrdjnych mutantéw B-laktoglobuliny: F105L/L39A (LA),
F105L/L39A/M107F (LAF), I156F/L39A (FA) oraz I56F/L39A/M107F (FAF) przy uzyciu metod
CD i nanoDSF (ktore daty bardzo zblizone wyniki) wykazaty, ze dzika forma biatka (WT) oraz
warianty FA oraz FAF wykazuja jednostopniowy proces denaturacji, natomiast warianty
z mutacjg F105L prezentujg dwustopniowy proces destabilizacji biatka. Co wiecej, warianty
z mutacjg I56F obnizajg termiczng stabilno$¢ biatka, natomiast te z mutacjag F105L wykazuja

odwrotny efekt (J. I. Loch et al. 2018) (Tabela 7). Podobne badania przeprowadzono dla mutanta
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I56F/L39A/M107W (FAW). Warto$¢ temperatury denaturacji dla tego wariantu byta bardzo
zblizona do tej, wyznaczonej dla FAF i ponownie potwierdzono, ze mutacja IS6F obniza
stabilno$¢ biatka (J.1. Loch et al. 2022).

Podczas badan prowadzonych na potrzeby tej pracy wykonatam badania termostabilnosci
nowych wariantow BLG przy uzyciu metody nanoDSF. Najwyzszg stabilnoscig charakteryzowat
si¢ mutant LAW, natomiast najmniejszg FA71W (Tabela 7). Porownujac wyniki uzyskane dla
nowych wariantéw BLG: LAW, FAF, FA71W, 58F/92Y z danymi literaturowymi (J. I. Loch et
al. 2018) (Bonarek et al. 2020) (Tabela 7) potwierdzi¢ mozna wczesniejsze wnioski, ze mutacja
w pozycji 105, w ktorej sztywny aromatyczny pier§cien fenyloalaniny, zostat zastgpiony przez
alifatyczny aminokwas powoduje wzrost stabilnosci biatka. W podwojnym mutancie LA,
zastgpienie w pozycji 39 polarnej leucyny mniejsza alanina, w niewielkim stopniu obniza
stabilno$¢ biatka (dane z pomiar6w nanoDSF) (J. I. Loch et al. 2018). Natomiast w potrdjnych
mutantach LAW oraz LAF wprowadzenie dodatkowej aromatycznej reszty w pozycji 107

zwigksza t¢ stabilnos¢.

Tabela 7. Stabilno$¢ termiczna dzikiej formy (WT) oraz mutantdéw BLG.

Wariant Skrét T [°C] Literatura
CD nanoDSF
Natywna WT 775 79.7 (J. I. Loch et al. 2018)
L39Y - 82.1 - (Bonarek et al. 2020)
VI2F - 76.2 - (Bonarek et al. 2020)
M107L - 81.5 - (Bonarek et al. 2020)
F105L - 82.8 - (Bonarek et al. 2020)
F105L/L39A LA 81.1 64.3,80.4 | (J.1.Lochetal. 2018)
FlosLL3oaMorE | AT 87.7 635,853 | (I-Lochetal 2018)
F105L/L39A/M107W" | LAW - 86.4" -
156F - 71.0 - (Bonarek et al. 2020)
156F/L39A FA 68.9 68.7 (3. 1. Loch et al. 2018)
156F/LL.39A/M107F FAF 717 713 (3. 1. Loch et al. 2018)
Is6F/L39aMIoTW | AW 72.3 72.0 (J.1. Loch etal. 2022)
156F/L39A/M107TW" FAW>* - 705" -
156F/L39A/I71IW" FA7TIW - 68.1" -
L58F - 83.0 - (Bonarek et al. 2020)
Vo2Y - 64.7 - (Bonarek et al. 2020)
L58F/V92Y" - - 71.8" -

*wyniki pomiarow wykonanych do niniejszej rozprawy doktorskiej.

Jak juz wcze$niej wspomniano, dane literaturowe pokazujg, ze wszystkie nowe warianty
BLG z mutacjg 156F charakteryzuja si¢ nizsza temperaturg denaturacji w pordwnaniu do
natywnej/dzikiej formy biatka. Wprowadzenie dodatkowej mutacji L39A do biatka z mutacja
I56F powoduje dodatkowe obnizenie jego stabilnosci. Podobne wyniki uzyskano dla podwdjnego
mutanta LA, w ktorym mutacja L39A obnizyta temperature denaturacji 0 ok. 3°C w poréwnaniu
do pojedynczego mutanta F105L. Wprowadzenie dodatkowej zmiany do mutanta FA, tj.

sztywnego, aromatycznego aminokwasu (Trp lub Phe) w pozycji 107, w wyniku ktorej powstaja
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warianty FAW lub FAF, zwigcksza nieznacznie stabilno$¢ biatka. Ciekawg obserwacjg sg wyniki
z pomiarow nanoDSF dla wariantu FA71W. Poréwnujac wartosci Ty, wariantow FAW (70.5°C)
oraz FA71W (68.1°C) zauwazy¢ mozna, ze na stabilno$¢ biatka ma wptyw nie tylko rodzaj, ale
réwniez miejsce wprowadzenia mutacji (Tabela 7). Termiczna denaturacja jest zjawiskiem
ztozonym, na ktory duzy wplyw ma struktura drugo- i trzeciorzedowa biatka (Rodrigues et al.
2020). Natomiast w warunkach fizjologicznych rownowaga monomer-dimer BLG moze zosta¢
zaburzona poprzez zmiany pH, stezenie biatka czy sile¢ jonowa (Rodrigues et al. 2020).
Poréwnujac dane literaturowe dla FAW (Bonarek et al. 2020) z otrzymanymi wynikami,
zauwazy¢ mozna roznice w uzyskanych Ty, (Tabela 7). Te niewielkie réznice w temperaturach
denaturacji wariantu FAW moga wynika¢ np. z wykorzystania do pomiaréw biatka o réznym
stezeniu.

Jak pokazujg wczesniejsze badania pojedyncza mutacja L58F zwigksza stabilno$¢ biatka,
natomiast pojedyncza mutacja V92Y ja obniza (Tabela 7) (Bonarek et al. 2020). W podwéjnym
mutancie L58F/V92Y zauwazy¢ mozna spadek temperatury denaturacji w stosunku do formy
natywnej BLG, a tym samym destabilizujacy efekt zestawu substytucji L58F/V92Y (Tabela 7).
Mozna zatem stwierdzi¢, ze mutacja V92Y (srodkowa cze$¢ barytki) ma wiekszy wpltyw na
stabilnos¢ biatka niz podstawienie L58F.

Analizujac Tabelg 7 mozna wysnu¢ wniosek, ze projektujac nowe, termo-stabilne warianty
BLG warto skupi¢ si¢ na wprowadzaniu zmian w srodkowej czgsci B-barytki m.in. w pozycjach
56, 71, 105 oraz 92. Zmiany wprowadzane w tych miejscach, powoduja, ze stabilno$¢ termiczna
zwigksza sig, kKiedy w w/w pozycjach znajduja si¢ reszty alifatyczne takie jak leucyna, natomiast
duze aromatyczne aminokwasy W tych pozycjach destabilizuja biatko. Odpowiednie dalsze
mutacje wprowadzajgce niepolarne tancuchy boczne np. Leu, Ile, Val czy Phe w gornej czesci

kieszeni wigzacej tj. w pozycjach 58 oraz 105, mogg dodatkowo stabilizowac biatko.

5.2. Oddzialywanie tréjcyklicznych lekow z B-laktoglobuling i innymi z bialkami

Natywna BLG posiada kieszen wigzaca o wydtuzonym ksztatcie i hydrofobowym charakterze
(Bonarek et al. 2020), ktora przystosowana jest do wigzania hydrofobowych alifatycznych
fragmentow. Jednak ostatnie badania pokazuja, ze BLG jest dobrym kandydatem jako
potencjalny nosnik wielu terapeutycznych zwiazkow (Agudelo et al. 2012) (Leilabadi-Asl et al.
2018). Inzynieria biatek stanowi potezne narzedzie do projektowania biatek o nowych,
unikalnych wlasciwosciach (Z. Chen & Zeng 2016). Biatka z rodziny lipokalin z powodzeniem
moga by¢ modyfikowane w celu zmiany selektywnoS$ci wigzania i powinowactwa do szerokiego
spektrum celéw molekularnych (Deuschle et al. 2021). Stosujac ukierunkowang mutagenezg
w rejonie kieszeni wigzacej, mozna z powodzeniem przeprojektowaé B-laktoglobuling (BLG)

w celu stworzenia serii (biblioteki) mutantéw BLG o rdznej geometrii miejsca wigzacego, a tym
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samym réznym powinowactwie do ligandow. Nowe warianty BLG analizowane w tej pracy,
zostaty zaprojektowane tak, aby z wysokim powinowactwem wigza¢ zwiazki zawierajace
trojeykliczne uktady, w tym wybrane leki (Rysunek 10). Przeglad literaturowy jasno pokazuje, ze
oddziatywania trojcyklicznych lekéw badane byly gléwnie w kontekscie oddziatywan z biatkami
osocza (albuminy, kwasna al-glikoproteina), pelniacymi funkcje transportowe (Raoufinia et al.

2016) oraz docelowymi receptorami tych lekow (Kanba & Richelson 1984) (Perona et al. 2020).

5.2.1. Tréjcykliczne leki z alifatycznym tancuchem

Przedstawione w pracy badania pokazaly, ze pierwszy z testowanych ligandéw t;.
amitryptylina (AMT) zostata zwigzana tylko w kieszeni wigzacej mutanta FAW (Rozdziat 4.7.2).
W dostepnej literaturze brakuje jakichkolwiek informacji na temat oddziatywania amitryptyliny
z B-laktoglobuling. Jednak do tej pory opublikowano kilka prac na temat interakcji tego leku
z albuminami surowicy ludzkiej HSA (ang. Human Serum Albumin) oraz wotowej BSA (ang.
Bovine Serum Albumin) (Khan et al. 2011) (Banerjee et al. 2006) (Leis et al. 2002). Wszystkie
badania wykonywane byly w roztworze i wykorzystywaly takie metody jak: ITC, CD czy
spektroskopi¢ fluorescencyjng. Wyniki ITC zalezne od temperatury (badania wykonywano od
10°C do 30°C) wykazaty, ze amitryptylina wiaze si¢ do BSA ze stechiometrig od ok. 1:1.2 do
1:2.9 (Banerjee et al. 2006). Co wiecej wigzanie amitryptyliny potwierdzono réwniez
w kompleksach z hemoglobing (Hb) (Maurya et al. 2017) oraz al-kwasna glikoproteing 0socza
(ang. al-acid Glycoprotein, alaG) i jej wariantami (C. B. Eap, C. Cuendet 1988). Co ciekawe,
alaG rowniez nalezy do rodziny lipokalin (Ruiz 2021) i jest glownym transporterem
amitryptyliny (Schley & Miiller-Oerlinghausen 1986).

Obecnos¢ klomipraminy (CLO), kolejnego testowanego leku, podobnie jak dla amitryptyliny,
potwierdzono jedynie we wngtrzu barytki mutanta FAW (Rozdzial 4.7.3). Jest to rowniez jedyna
jak do tej pory struktura BLG z klomipraming. Spektroskopowe badania oddziatywania
klomipraminy z biatkami byty poprzednio wykonywane dla HSA (Rub et al. 2017). Inne badania
opierajace si¢ na molekularnym dokowaniu wykazaty aktywnos¢ allosteryczng dla tego leku
w kompleksach z transporterami dopaminy (Ravna et al. 2009) oraz transporterem serotoniny
i jego mutantami (Plenge et al. 2012). Przytoczone wyzej dane, wskazuja, ze wyznaczona przeze
mnie struktura kompleksu FAW-CLO jest jak dotad jedyna, ktora pokazuje wigzanie tego leku do
biatek z rodziny lipokalin. Jako, ze klomipramina podobnie jak amitryptylina jest transportowana
w 0soczu przez alaG (Nyberg & Martensson 1984) uzyskany kompleks potwierdza, ze rowniez
lipokaliny inne niz a/aG moga wigza¢ klomipramine.

Doksepina (DOX) jest strukturalnym analogiem amitryptyliny i klomipraminy i obecno$é¢
tego liganda potwierdzono takze w kieszeni wigzacej mutanta FAW. Uzyskane dane jasno

wskazujg na jednomiejscowy model wigzania, natomiast z badan in vivo z wykorzystaniem tkanki
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moézgowej szczura wynika, ze doksepina wigze si¢ w dwoch miejscach z histaminowym
receptorem H1 (H1R) (Taylor & Richelson 1982). Dwa lata pozniej wykonano podobne badania
z wykorzystaniem ludzkiej tkanki, ktore potwierdzity wigzanie doksepiny z wysokim
powinowactwem w dwoch miejscach wigzacych receptora histaminowego H1 (Kanba &
Richelson 1984). Uzyskano réwniez struktur¢ krystaliczng kompleksu H1R-DOX (PDB id:
3RZE). Spektroskopowe badania w roztworze potwierdzity natomiast wigzanie chlorowodorku
doksepiny do BSA (Kandagal et al. 2006). Co cickawe, wykazano, ze doksepina wigze si¢
rowniez do receptora ACE2, ktory jest kluczowym receptorem komorkowym wirusa
SARS-CoV-2, przez co zmniejsza wskaznik infekcji o 25.82 % (Ge et al. 2021). Te informacje
wskazuja na nowa potencjalng droge wykorzystania doksepiny w terapii COVID-19 (Ge et al.
2021), a wiec zachowanie tego leku w kompleksach z biatkami warte jest dalszych badan
strukturalnych i biofizycznych. W kontekscie przytoczonych wyzej danych literaturowych,
uzyskane przez mnie wyniki pokazuja, ze lek ten moze by¢ wigzany przez niewielkie biatko

z rodziny lipokalin.

5.2.2. Tréjcykliczne leki z cyklicznym fragmentem alifatycznym

Niewiele jest informacji na temat oddziatywania ketotifenu (KET) oraz amoksapiny
z czasteczkami biatek. Z badan in vitro wynika, ze Kketotifen wpltywa na odpowiedz
immunologiczna, poprzez hamowanie proliferacji limfocytow T, hamowanie wytwarzania
interleukin przez limfocyty T, hamowanie ekspresji receptora IgE przez limfocyty oraz
hamowanie indukowanego uwalniania histaminy (Marks & Shuster 1972). Z przedstawionych
w tej pracy badan wynika, ze wigze si¢ on z dwoma wariantami BLG: FAW oraz FA71W
(Rozdzialy 4.7.5; 4.8.3).

Badania strukturalne potwierdzity obecnos¢ amoksapiny (AMX) w B-barytce dwdch nowych
wariantow BLG: FA71W oraz 58F/92Y (Rozdzialy 4.8.4; 4.9). Wysokowydajne badania
przesiewowe wykazaly, ze amoksapina zmniejsza wytwarzanie B-amyloidu poprzez
oddziatywanie z serotoninowym receptorem HTR6 (X. Li et al. 2017). Co wigcej wykazano, ze
lek ten moze selektywnie ttumié¢ transkrypcje genéw odpornosci na B-laktamy (Gillard et al.
2018) oraz znaczaco hamuje wzrost Salmonelli poprzez stopowanie hydrolizy d-glukoronidow
(grupa glikozydow, pochodne kw. glukuronowego) (Burin & Shah 2021).

Wyznaczone przeze mnie struktury kompleksow nowych wariantéw BLG z tymi ligandami
jako pierwsze pokazuja jaka geometri¢/konformacje przyjmujg te leki w kieszeni wigzacej

nowych wariantow BLG oraz sposob ich oddzialywania z czgsteczka modelowej lipokaliny.
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5.2.3. Pochodne fenotiazyny

Przeprowadzone badania krystalograficzne i biofizyczne pokazaly, ze flufenazyna (FLU)
wigze si¢ z wysokim powinowactwem do LAW, FAW oraz FA71W. Badania spektroskopowe
potwierdzily wigzanie tego leku do ludzkiej albuminy (Jing et al. 2017). Natomiast inne badania
pokazaty, ze flufenazyna poprzez wigzanie si¢ z wysokim powinowactwem, ze stechiometrig ok.
2:5 z ludzka apoliproteing apoC-II sprzyja tworzeniu si¢ widkien amyloidowych (Zlatic et al.
2015). Coraz wigcej informacji wskazuje na mozliwe whasciwosci cytotoksyczne flufenazyny
wzgledem komorek rakowych (Klutzny et al. 2017) (Menilli et al. 2019). Przedstawione w pracy
wyniki, pokazuja, wigzanie jednej czasteczki leku we wnetrzu BLG i1 nie wskazuja na
jakiekolwiek inne, alternatywne miejsca wigzania. Przedstawione przez mnie wyniki s3
pierwszymi danymi strukturalnymi kompleksow biatkowych z flufenazyna.

Obecnos$¢ jednej czasteczki chloropromazyny potwierdzono we wngtrzu wariantow LAW,
FAW oraz FA71W. Spektroskopowe badania in vivo komplekséw chloropromazyny z wotowg
albuming (BSA) pokazaty, ze stechiometria wigzania wynosita 1:0.9 co wskazuje na jedno,
niezalezne miejsce wigzania (Khatun et al. 2020). Uzyskane wyniki dotyczace stechiometrii
wigzania BSA-CPZ, s3 zbiezne z tymi uzyskanymi dla kompleksow BLG-CPZ dla ktoérych
potwierdzono obecno$¢ jednej czasteczki leku w kieszeni wigzacej rekombinowanej BLG
(Rozdziat 1.7.2.4) (J. 1. Loch et al. 2018). Co wigcej, potwierdzono rowniez wigzanie tego leku
do ludzkiej al-kwasnej glikoproteiny (Huang et al. 2012). Przedstawione w tej pracy struktury
kompleksow nowych wariantow BLG z chloropromazyna pozwalaja na doktadniejsza analize
sposobow oddziatywania tego leku z biatkami z rodziny lipokalin, oraz wpltywu mutacji na

specyficzno$¢ wiazania tego liganda.

5.2.4. Cetyryzyna

Cetyryzyna jest lekiem stosowanym w terapii w postaci racematu. Oba enancjomery tego
leku wiazg si¢ z ludzkim receptorem histaminowym H1 (Perona et al. 2020). W osoczu Kkrwi
cetyryzyna wystepuje w formie obojnaczej, a ponad 90% leku krazacego w organizmie wigze si¢
z surowiczg ludzka albuming HSA (Perona et al. 2020). Badania nowych wariantow BLG
wykazaly, ze pojedyncza czasteczka cetyryzyny zwigzana zostata w hydrofobowej B-barylce
wariantu FA71W, jednak nie udato si¢ wyznaczy¢ statej K4 dla tego kompleksu. Rozwigzana
struktura kompleksu konskiej albuminy surowiczej ESA z cetyryzynag (Handing et al. 2016)
postuzyta do komputerowego modelowania oddziatywania tego zwigzku z ludzka albuming HSA.
Dane te potwierdzity wysokie powinowactwo do wigzania w hydrofobowych miejscach albuminy
(Perona et al. 2020). Dane strukturalne kompleksu FA71W-CET sa pierwszymi danymi
pokazujacymi wigzanie tego leku do BLG.
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5.2.5. Wiazanie lekéw do p-laktoglobuliny monitorowane przy pomocy CD

Biatka zbudowane sg z chiralnych podjednostek, ktore wytwarzaja sygnat CD gdy przez ich
roztwory przechodzi $wiatlo spolaryzowane kotowo prawo- i lewoskretnie (Miles et al. 2021).
Oddziatywanie molekularne pomiedzy chiralnymi zwigzkami (nieracemicznymi), a achiralnymi
moze powodowaé indukowany sygnat CD (ICD) (Allenmark 2003). Metody ICD byty czgsto
stosowane w celu uzyskania informacji o miejscach wigzania lekoéw do biatek osocza
w szczegolnosci albumin (Bertucci et al. 2010) (Ascoli et al. 1995), al-kwasnej glikoproteiny
(Zsila et al. 2005) czy ludzkiej albuminy osocza (HSA) (Rahman et al. 1993).

Uzyskane za pomoca CD parametry wigzania sa porownywalne z tymi, otrzymanymi innymi
metodami (Ascoli et al. 1995) (Zsila et al. 2005) (Russeva & Mihailova 1999). Podobne wnioski
wysnuto podczas analizy oddzialywania mutantow BLG z dezypraming, gdzie wyniki ICD bytly
zgodne z tymi uzyskanymi za pomoca ITC (J.I. Loch et al. 2022). Podczas eksperymentow
przeprowadzonych na potrzeby tej pracy udato si¢ wyznaczy¢ stale wigzania dla niektorych
kompleksow biatko-ligand. Wszystkie wyniki zebrano w Tabeli 8. Dla statych réwnowagi Kq4 za
istotne mozna przyja¢ réznice o rzad wielkosci, dlatego otrzymane niepewnosci wynikow sg

akceptowalne (Koenig et al. 2012)

Tabela 8. State wigzania (Ky [pM]) komplekséw nowych wariantow BLG z ligandami wyznaczone za pomocg ICD.

Mutant LAW FAW FA71W 58F/92Y
Ligand

AMT - 328+132 -

CLO - 46.9+15.7 -

DOX . x .

KET - 152.8+ 101.6 x

AMX - 149.2 + 30.6 74431

Cpz 97.0 £76.1 245+53 6.9+4.6

FLU 7.1+45 124+6.5 5.1+34

CET . x

- badania krystalograficzne nie potwierdzity obecnosci liganda w kieszeni wiazacej
* nie udato si¢ wyznaczy¢ stalej wigzania za pomocg metody ICD

Jak wynika z Tabeli 8 warianty LAW, FAW oraz FA71W wykazujg najwicksze
powinowactwo do flufenazyny, dla ktorej Ky mieszczg si¢ w przedziale od 5.1 do 12.4 uM.
Wyznaczona stata wigzania K, do ludzkiej albuminy osocza (HSA) byta rowna 2.52:10* M™ (dla
290 K) (Kq rzedu 39.7 uM) (Jing et al. 2017), co wskazuje, ze BLG ma wigksze powinowactwo
do flufenazyny niz inne biatko osocza (Tabela 9). Kolejnym preferowanym ligandem przez
warianty LAW, FAW oraz FA71W jest chloropromazyna. Wczesniejsze pomiary
kalorymetryczne ITC wykonane dla oddzialywania wariantow B-laktoglobuliny: FA, FAF, LA,

LAF z chloropromazyng oraz wyznaczone stale asocjacji K, pokazaty, ze warianty LA oraz LAF
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wykazuja powinowactwo do tego leku, rzedu 10.0 oraz 15.4-10° M (K rzedu 65-100 uM) (J. I.
Loch et al. 2018). Wyniki te sg zatem zgodne z tymi otrzymanymi dla badanego wariantu LAW.
Natomiast mutanty FA oraz FAF wykazywaty powinowactwo K, ok. 4.2 oraz 8.1-10° M™ (K4
rzedu 120-230 uM) (J. I. Loch et al. 2018). Wartosci te sa zdecydowanie wyzsze niz dla
wariantow FAW oraz FA7IW. Swiadczy to o tym, ze wprowadzenie do kieszeni wiazacej
tryptofanu w $rodkowej czesci barytki zwigksza powinowactwo pochodnych wariantu FA do
chloropromazyny. Podobne wyniki otrzymano podczas badania powinowactwa desypraminy do
FAW oraz FAF (J.1. Loch et al. 2022). Chloropromazyna wykazuje mniejsze powinowactwo do
biatek osocza w poréwnaniu do BLG. Obliczona stala wigzania na podstawie badan ITC in vivo
kompleksow chloropromazyny z wolowa albuming (BSA) byta réwna 1.40-10* M (Khatun et al.
2020). Natomiast powinowactwo (K,) ludzkiej al-kwasnej glikoproteiny okreslone na podstawie
analizy kalorymetrycznej wynosito 46 000 M w buforze HEPES pH 7.4 w temperaturze 30°C
(Huang et al. 2012) (Tabela 9).

Z poréwnania statych wigzania kompleksow nowych wariantow BLG oraz biatek osocza
z lekami (Tabela 9) wynika, ze kompleksy wariantow FAW, LAW oraz FA71W z flufenazyna
oraz chloropromazyng wykazuja powinowactwo wyzsze niz dla komplekséw z biatkami osocza:
BSA, HSA czy alaG.

Tabela 9. Zestawienie statych wigzania Ky komplekséw nowych wariantow BLG oraz biatek osocza z lekami

Stata K4 [uM] kompleksoéw biatko-ligand

FAW LAW FA71IW BSA HSA olaG
. 5.0
od 4.7do 46.3
AMT 32.8 - - (Banerjee et al. - . (Schley &
2006) Miiller-Oerlinghausen
1986)
1.3 (Abdul et al *od 16.8do 29.5 720
S 40 - - " 2014)  (Rubetal. 2017) (Nyberg &
) Martensson 1984)
"39.7
FHL 124 1 51 (Jing et al. 2017)
714 217
Gz 245 97.0 6.9 (Khatun et al. 2020) ) (Huang et al. 2012)

* przyblizone wartosci Ky zostaly przeliczone na podstawie danych literaturowych dotyczacych statych K,

Wiazanie klomipraminy zaobserwowano jedynie dla wariantu FAW (Tabela 3). Stata K, byta
rzedu 50 uM, co $wiadczy o wigkszym powinowactwie tego leku do BLG niz do alaG.
W osoczu klomipramina wiazana jest przez kwasna glikoproteing ze stata K4 7.2:10°M (Nyberg
& Mirtensson 1984). Badania wigzania tego leku do BSA wykazaty, ze wolowa albumina
wykazuje najwicksze powinowactow do klimpraminy w 45°C, przy 295 nm (K4 0.13-10° M )
(Abdul et al. 2014). Natomiast spektroskopowe badania oddzialywania klomipraminy z HSA
pozwolity na wyznaczenie statej wigzania K, w réznych temperaturach, ktore zawieraly si¢ w
zakresie od 3.39 do 5.96:10* M™ (Rub et al. 2017). Zaprezentowane wyniki pokazuja wicksze

powinowactwo tego leku do albumin osocza (Tabela 9).
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Amitryptylina wigze si¢ do BSA ze statg asocjacji w zakresie od 2.16 + 1.17 do 21.3 + 9.1
(10* M) (wyniki ITC zalezne od temperatury), natomiast do a/aG z K, na poziomie 2.0-10° M
(Schley & Miiller-Oerlinghausen 1986). Porownuja te wyniki z wynikami otrzymanymi dla
nowych wariantow BLG zauwazy¢ mozna, ze amitryptylina wigze si¢ z wigkszym
powinowactwem do BSA oraz a/aG (Tabela 9).

Wyznaczone stale wigzania kompleksow amoksapiny z FA71W oraz 58F/92Y znacznie
roéznig si¢ miedzy sobg. Mniejsze powinowactwo do tego leku wykazuje wariant FA71W.
Amoksapina zostala zwigzana z najwigkszym powinowactwem do wariantu S8F/92Y (Tabela 8).
Kq dla kompleksu 58F/92Y-AMX jest jednak znacznie nizsza niz warto$ci rzedu nM otrzymane
z badan in vitro oddziatywania amoksapiny z receptorami dopaminowymi (Nasu et al. 2000) oraz
serotoninowymi (Viggers et al. 1993). Dla wariantu FAW najmniejsze powinowactwo, czyli
najwicksza warto$¢ Ky uzyskano dla wigzania ketotifenu, co potwierdzajg dane krystalograficzne,
gdyz na mapie gestosci elektronowej widoczne byto nieuporzadkowanie, szczegdlnie w rejonie
alifatycznego, cyklicznego fragmentu tego leku (Rysunek 22).

Zmian sygnatu ICD nie zaobserwowano dla kompleksow FAW-DOX, FA71W-CET oraz
FA7IW-KET i pomimo wykonania dodatkowych pomiaréw dla wyzszych st¢zen, nie udato sig
wyznaczy¢ staltych Ky. Powstawanie sygnatu ICD jest efektem wielu sktadowych, ktére moga sig
wzmacnia¢ badz wygaszaé, dlatego nie dla wszystkich kompleks6w mozna zarejestrowaé zmiany
indukowanego sygnatu CD. Inne badania pokazuja jednak, ze state K4 wigzania doksepiny czy
cetyryzyny do ludzkiego receptora histaminowego H1 sg wielkosciami rzedu nM. Dla doksepiny
wielko$¢ ta wynosi 2.2 nM natomiast dla cetyryzyny 160 nM (Shimamura et al. 2011). Biorac
jednak pod uwage stezenia ligandow w kropli krystalizacyjnej, ktore byty rzedu mM mozna si¢

spodziewac, ze powinowactwo do doksepiny czy cetyryzyny do BLG bedzie nizsze niz rzedu nM.

5.3. Wplyw mutacji na selektywno$¢ wiazania w fazie krystalicznej wybranych
lekow do nowych wariantow BLG

Przeprowadzone badania krystalograficzne pokazuja, ze najlepsze warunki do wzrostu dobrej
jakosci krysztatow to 2.4-2.8 M siarczan amonu w 0.5 M Tris-HCI pH 8.5. Dla wszystkich
badanych kompleksow otrzymano trygonalne krysztaty o symetrii grupy przestrzennej P3,21,
ktore w jednostce asymetrycznej zawieraty pojedynczy tancuch biatkowy. Tak jak oczekiwano,
w pH powyzej 7 petla EF wystepowala w pozycji otwartej, natomiast obserwowano czgsciowe
nieuporzadkowanie petli GH. We wszystkich otrzymanych kompleksach, ligand zwigzany byt we
wnetrzu zmodyfikowanej B-barytki.

Celem mojej pracy bylo zbadanie wptywu mutacji we wnetrzu barytki p-laktoglobuliny na
zdolno$¢ oddzialywania nowych wariantow BLG z trdjcyklicznymi ligandami o niewielkiej

masie czgsteczkowej. Wydtuzony ksztalt kieszeni wigzacej natywnej formy biatka (Bonarek et al.
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2020) sprawia, ze wérod wielu prac dotyczacych wigzania ligandow w B-barytce BLG, dominuja
badania opisujace wigzanie hydrofobowych alifatycznych ligandow we wnetrzu barytki: kwasow
thuszczowych (Le Maux et al. 2014) (J. I. Loch et al. 2013) (Spector & Fletcher 1970), retinolu,
retinoidow, karotenoidow (Mensi et al. 2013) czy SDS (Gutiérrez-Magdaleno et al. 2013).
Przeprowadzone przeze mnie badania strukturalne wykazaty, ze wprowadzone modyfikacje
zmienity geometri¢ [-barylki, dzigki czemu nowe warianty f-laktoglobuliny zyskaty
powinowactwo do ligandow 2z aromatycznymi elementami. Analizujac wyniki badan
krystalizacyjnych wraz z wyznaczonymi strukturami, mozna zauwazy¢ pewng prawidlowosé
dotyczaca specyficznosci i selektywnosci wigzania tréjeyklicznych lekow przez nowe warianty
BLG (Tabela 10).

Tabela 10. Zestawienie wynikow eksperymentdéw krystalizacyjnych skorelowane z analizg wyznaczonych struktur
krystalicznych. Legenda: NIE — ligand nie zwigzat si¢, TAK — ligand zwigzany wewnatrz baryiki.

Mutant LAW FAW FA71W 58F/92Y
Ligand Grupa 1
AMT NIE TAK NIE BRAK POMIARU*
CLO NIE TAK NIE BRAK POMIARU*
DOX NIE TAK NIE KRYSTALIZUJE NIE
Grupa 2
KET NIE TAK TAK NIE
AMX NIE NIE TAK TAK
Grupa 3
CPZ TAK TAK TAK NIE
FLU TAK TAK TAK NIE
Grupa 4
CET NIE NIE TAK NIE KRYSTALIZUJE
Grupa 5
PAL NIE NIE NIE NIE
MYR NIE NIE NIE NIE

* wysyp drobnych krysztaléw nieodpowiednich do badan dyfrakcyjnych

5.3.1. Powinowactwo nowych wariantow BLG do kwaséw tluszczowych

Kwasy tluszczowe (FA, ang. Fatty Acid) sa kwasami karboksylowymi z tancuchami
weglowodorowymi zawierajgcymi od 3 do 40 atoméw wegla. Wyznaczona w 1999 roku struktura
krystaliczna jasno wykazata obecno$¢ czasteczki kwasu palmitynowego we wnetrzu B-baryiki,
stabilizowanej oddziatywaniami hydrofobowymi (Wu et al. 1999). Postuluje sie, ze kwasy
tluszczowe sa naturalnymi ligandami BLG oraz ze B-laktoglobulina jest zaangazowana w ich
transport w przewodzie pokarmowym cielat (Ragona et al. 2000). Do tej pory wiele badan
udowodnito zdolnos$¢ wigzania zaréwno dhugo- jak i krotkotancuchowych kwasow tluszczowych
(Ragona et al. 2000) (J. I. Loch et al. 2012) (J. I. Loch et al. 2013). Co wiecej zaobserwowano
réwniez spontaniczne ich wigzanie w kieszeni wigzacej rekombinowanej BLG (PDB id: 5SHTD)
(J. I. Loch et al. 2016) oraz w wariancie F105A (PDB id: 7BGA), L39Y (PDB id: 7BHO0) oraz
L39K (PDB id: 7BGZ) (Bonarek et al. 2020).
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W omawianej pracy jako modelowe czasteczki do badan krystalizacyjnych wybrano kwas
palmitynowy (PAL) oraz kwas mirystynowy (MYR). BLG ma najwyzsze powinowactwo do
kwasu palmitynowego (J. I. Loch et al. 2012), natomiast kwas mirystynowy wykazuje wigksza
rozpuszczalno$¢ w wodzie i nie tworzy silnego osadu w kropli (Bonarek et al. 2020). Wykonano
ko-krystalizacje wariantow LAW, FAW, FA71IW oraz 58F/92Y z tymi ligandami. Dla kazdej
pary bialko-ligand otrzymano dobrej jakosci krysztaly odpowiednie do pomiaréw
dyfraktometrycznych. Analiza danych strukturalnych wykazata jednak brak liganda w miejscu
wigzania (dane z pomiaré6w umieszczono w suplemencie do pracy, Tabela S1).

Przedstawione wyniki jasno pokazuja, ze mutacje wprowadzone w kieszeni wiagzacej BLG,
zmieniajg nie tylko jej geometri¢ ale roéwniez powinowactwo do ligandow. Skrocenie B-barytki
uniemozliwia wigzanie alifatycznych kwasow thuszczowych. Obecne w cytoplazmie podczas
ekspresji, badz tez pochodzace z uszkodzonych blon komoérkowych i obecne podczas
oczyszczania kwasy tluszczowe nie mogag wigc spontanicznie wigzaé si¢ w kieszeni wigzace;j
nowych wariantow BLG, a tym samym nie zaburzaja procesu wiazania docelowych ligandow,
czyli lekow z aromatycznymi, tréjcyklicznymi uktadami. Wprowadzone mutacje zapobiegaja
zatem temu zjawisku i zwickszaja prawdopodobienstwo zwigzania czasteczki lekoéw. Kazdy
z nowych wariantow miat jednak nizsze powinowactwo do lekow niz do naturalnych ligandow (J.
I. Loch et al. 2012), aspekt ten wymaga wigc poprawy w toku ewentualnych dalszych prac

zwiazanych z inzynierig BLG.

5.3.2. Selektywnos$¢ wigzania trojcyklicznych lekéw z lancuchem alifatycznym (AMT, CLO,
DOX) przez wariant FAW

Obecnos¢ trojeyklicznych lekoéw z alifatycznym tancuchem tj. amitryptyliny, klomipraminy
i doksepiny potwierdzono jedynie w kieszeni wigzgcej wariantu FAW (Tabela 10), co $wiadczy
0 selektywnos$ci (a takze specyficznosci) wigzania tych lekow przez ten wariant. Poréwnujac
potozenie ligandow w kieszeni wigzacej, zauwazyé mozna ze aromatyczne fragmenty lekow
usytuowane sg w gornej czeSci barytki, wokot reszt Ile71, Leu84 oraz Trpl07, natomiast
alifatyczny fragment skierowany jest ku wejsciu do kieszeni wigzacej oraz jest wygiety w strone
nici D (Rysunek 42). Czasteczki lekow stabilizowane sa gltownie oddziatywaniami
hydrofobowymi co jest zgodne z wczesniejszymi badaniami (Nishi et al. 2011) (Shimamura et al.
2011) (Zhao et al. 2018).

Trojeykliczna czgs¢ amitryptyliny oraz doksepiny zajmuje praktycznie to samo miejsce
w przestrzeni B-baryiki, natomiast trojpierscieniowa czgs¢ klomipraminy, wraz z przytaczonym
chlorem skierowana jest w kierunku reszty 11e84 (Rysunek 41A). Takie potozenie klomipraminy
wymusza obrot 11e84 o ok. 180° (Rysunek 41B). We wczesniejszych badaniach wykazano, ze

preferowanym enenacjomerem w kompleksie ludzkiego receptora histaminowego H1 z dokseping
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byt enancjomer E (Shimamura et al. 2011). W kompleksie FAW-DOX zwigzany zostat
E-izomer, jednak do krystalizacji uzyto odczynnika ze znaczna przewaga E-izomeru (85%),
dlatego na podstawie otrzymanych wynikéw nie mozna okresli¢ stereoselektywnosci wigzania
tego leku przez FAW.

Porownujgc forme apo wariantu FAW ze strukturami komplekséw nie zauwazono zadnych
innych znaczacych zmian w kieszeni wigzacej. Wczesniejsze badania dotyczace kompleksow
FAW z dezypraming (DES), zwigzkiem strukturalnie podobnym do amitryptyliny, klomipraminy
oraz doksepiny wykazaty, ze moze on zosta¢ zwigzany nie tylko w kieszeni wigzacej FAW, ale
réwniez u wejscia do pB-barytki oraz na styku dimeréow (J. I. Loch et al. 2022). W uzyskanych
przeze mnie strukturach nie zaobserwowatam wigzania testowanych lekéw poza B-baryika.
Poréwnujac wigzanie dezypraminy oraz doksepiny do FAW zauwazy¢é mozna, ze trojcykliczny
fragment dezypraminy utozony jest prawie prostopadle wzglgdem aromatycznego uktadu
doksepiny (Rysunek 41 C), dzieki temu czasteczka DES znajduje si¢ pomi¢dzy parg oddziatywan
C-H 1 utworzona przez reszty Val4l oraz Trpl07, znajdujace si¢ po przeciwnych stronach
pierscienia (J. I. Loch et al. 2022). Co ciekawe, forme trygonalng kompleksu FAW-DES,
z pojedynczym ligandem w barylce udato si¢ uzyskaé tylko raz, natomiast preferowana byla
forma rombowa (J. I. Loch et al. 2022) z kilkoma czasteczkami leku zwigzanymi do biatka. Dla
kompleksow wariantu FAW z amitryptyling, klomipraming oraz dokseping za kazdym razem
otrzymano krysztaly o symetrii grupy przestrzennej P3,21, z ligandem zwigzanym wewnatrz
barytki. Otrzymane dane wskazujg, ze kieszen wiazaca FAW ma geometri¢ dopasowang
rozmiarem i ksztalttem do rozmiardéw tych lekdéw, co nie wywotuje zmian konformacyjnych (poza
niewielkim ruchem 11e84) w czasteczce biatka pod wptywem wigzania tych ligandow oraz
decyduje o braku selektywnosci wariantu FAW wzgledem tych zwigzkéw oraz powoduje
podobng specyficzno$¢ wigzania (Tabela 10).

Trpl07

Rysunek 41. (A) Poréwnanie potozenia amitryptyliny (kolor zotty), klomipraminy (kolor jasnorézowy) i doksepiny
(kolor fioletowy). (B) Zmiana potozenia 1le84 w kompleksach FAW-AMT (kolor zotty), FAW-CLO (kolor
jasnorozowy), FAW-DOX (Kkolor fioletowy) oraz formy apo FAW (kolor zielony). (C) Poréwnanie potozenia
czasteczki dezypraminy (PDB id: 7Q19, kolor pomaranczowy) (J. |. Loch et al. 2022) oraz doksepiny (kolor fioletowy)
w FAW.
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Analizujac formy apo wariantéw LAW, FAW oraz FA71W zauwazy¢ mozna, Zze w wariancie
FAW ugrupowanie indolowe Trp107, jest skierowane wzdtuz nici G w kierunku petli GH, czyli
wejscia do barytki, dodatkowo konformacja Ile71, ktéra jest obrocona w kierunku nici D
sprawiaja, ze w gornej czesci kieszeni wigzacej jest odpowiednia przestrzen dla trojcyklicznych
elementow lekow (Rysunek 42 A, B). Jest to znaczgca roznica W stosunku do wariantow LAW
oraz FA71IW wplywajaca na powinowactwo FAW do lekow z grupy 1 (amitryptylina,
klomipramina, doksepina). W formie apo wariantu FA71W duze, aromatyczne ugrupowanie
Trp71 oraz tancuch boczny Met107 skierowane sg do wnetrza barylki, przez co tworza zawade
steryczna, zwezajac wejScie do kieszeni wigzacej 1 tym samym uniemozliwiajac zwigzanie
ligandow grupy 1 (Tabela 10) (Rysunek 42 C, D). W wariancie LAW, tryptofan w pozycji 107
oraz izoleucyna 71 w odroznieniu od wariantu FAW skierowane sg do wngtrza barylki, przez co

blokuja dostep do B-baryiki i uniemozliwiaja wigzanie tych lekow (Rysunek 42 E, F).

Rysunek 42. Widok z gbry na potozenie reszt w kieszeni wiazacej formy apo wariantow (A) FAW, (C) FA?lW oraz
(E) LAW. Dolny panel (widok z boku) przedstawia porownawcze potozenie amitryptyliny (kolor zotty) w kieszeni
wiazacej formy apo wariantow (B) FAW, (D) FA71W oraz (F) LAW.

Natozenie struktury kompleksu FAW-AMT z formami apo LAW oraz FA71W (Rysunek 42
B, D, F) pokazuje, ze kluczowymi resztami, odpowiadajacymi za selektywno$¢ wigzania lekow
z grupy 1 przez wariant FAW sg Ile71 oraz Trp107. Wazna jest ich odpowiednia konformacja,
w ktorej tancuchy boczne skierowane sg wzdtuz arkuszy B, utatwiajgc tym samym dostep do
B-barytki. Takie same obserwacje dotyczgce wymuszania przez pozycje lancucha bocznego
Trp107 okreslonych oddziatywan liganda z FAW przedstawiono w badaniach strukturalnych
kompleksu FAW-DES (J. I. Loch et al. 2022).
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5.3.3. Selektywnos$¢ wigzania trojcyklicznych lekow z cyklicznym, alifatycznym lancuchem
(KET, AMX)

Analiza struktur kompleksow FA71W z ketotifenem oraz amoksaping potwierdzita, ze
FA71W moze wigza¢ oba te ligandy. Porownujac potozenie tych ligandow w B-barylce mozna
zauwazy¢, ze aromatyczne ugrupowanie ketotifenu przesuniete jest w kierunku nici G, natomiast
obecnos¢ atomu chloru w strukturze amoksapiny, usytuowanego réwniez w poblizu nici G
wymusza przesunigcie catej czasteczki leku w kierunku srodka barytki (Rysunek 43 A).

Natozone struktury kompleksow FA71W-KET oraz FA7IW-AMX z forma apo wariantu
FA71W ujawnity zmiany konformacyjne tancucha bocznego Trp71 oraz Met107 (Rysunek 43 B).
W formie apo pierscien indolowy Trp107 skierowany jest w glab barytki, natomiast zwigzanie
czasteczki amoksapiny lub ketotifenu powoduje przesunigcie go w kierunku wejscia do barytki
wzdhuz tej samej plaszczyzny (Rysunek 43 B). Dodatkowo zauwazy¢ mozna zmiany w potozeniu
fancucha bocznego Met107. Jak wspomniano w Rozdziale 5.3.2 Met107 w formie apo wariantu
FA71W skierowana jest do wngtrza barylki i przyjmuje niemal prostopadte ulozenie wzgledem
osi kieszeni wigzacej, natomiast struktury kompleksow wykazaty, ze zwigzanie liganda wymusza
zmiang¢ konformacyjna tancucha bocznego tego aminokwasu. W kompleksie z amoksaping jest on
skierowany ku wejsciu do B-barytki, co jest uzasadnione przesuni¢ciem aromatycznego uktadu
tego leku w glab barytki. Natomiast w kompleksie z ketotifenem, Met107 skierowana jest w gtab
barytki, tworzac przestrzen dla przesunigtej w kierunku nici G czasteczki leku (Rysunek 43 B).
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Rysunek 43. (A) Porownanie potozenia czasteczki amoksapiny (kolor rézowy) oraz ketotifenu (kolor z6tty) w kieszeni
wiazacej FA71W oraz (B) natozenie struktur kompleksow FA71W-KET (kolor zotty), FA71IW-AMX (kolor rézowy) z
forma apo wariantu FA71W (kolor niebieski).

Jak pokazuja analizowane struktury kompleksow FA71W z ketotifenem oraz amoksapina,
kieszen wigzaca tego wariantu jest w stanie dopasowac si¢ do ligandow grupy 2 (Tabela 10)
poprzez zmiany konformacyjne tancuchow bocznych mig¢dzy innymi Trp71 oraz Met107.

Obecnos¢ ketotifenu potwierdzono réwniez w strukturze kompleksu z mutantem FAW.

Potozenie tego leku jest bardzo podobne do potozenia ligandow grupy 1 (AMT, CLO, DOX).
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Poréwnujac forme apo FAW ze strukturag kompleksu FAW-KET (Rysunek 44 A), jedyna réznica
w kieszeni wiazacej jest potozenie reszty Ile71, ktéra zmienia swojg konformacje, aby zwickszy¢
przestrzen dla liganda. Analiza struktur FAW-KET oraz FA71W-KET, pokazala ze ze wzgledu
obecnos¢ duzej reszty tryptofanowej po przeciwnych stronach baryiki tj. w pozycji 71 lub 107
ligand przesunigty jest w przestrzeni miejsca wigzania (Rysunek 44 B), co potwierdza
wczesniejsze obserwacje dotyczace wymuszania przez pozycje tancucha bocznego Trpl07
okreslonych oddziatywan liganda z FAW (J. I. Loch et al. 2022) (Rozdzial 5.3.2.), ale takze
pozwala wnioskowaé, ze nie tylko Trpl07 ale roéwniez Trp71 wymusza okreslong pozycje
i oddziatywanie liganda w kieszeni wigzacej wariantow FAW oraz FA71W.

Co ciekawe, pomimo odpowiedniej przestrzeni w kieszeni wigzacej FAW, wariant ten nie
zwigzal amoksapiny. Porownujac forme¢ apo FAW z FA7IW-AMX (Rysunek 44 D), zauwazy¢
mozna, ze W kompleksie FA71W z amoksaping, przytaczony do trojcyklicznego uktadu atom
chloru zajmuje miejsce, w ktorym w formie apo FAW znajduje si¢ Trpl107. Jak pokazano na
Rysunku 44 E, w kompleksie FAW-KET, struktura biatka wymusita okreslone potozenie liganda
i jego przesunigcie w przestrzeni barytki. Roznice w strukturze obu ligandéw (Rysunek 44 C, F)
w tym wiekszg sztywno$¢ ugrupowania aromatycznego amoksapiny oraz obecno$¢ atomu chloru,

sprawiaja, ze amoksapina nie mogta dopasowac si¢ do kieszeni wiazacej FAW.

Lﬂos =/ Phe105 A VL3

Rysunek 44. Poréwnanie struktury kompleku FAW-KET (kolor niebieski) z (A) formg apo FAW (kolor zielony) oraz
(B) FAT1IW-KET (kolor z6tty). Porownanie struktury kompleksu FA71W-AMX (kolor r6zowy) z (D) forma apo FAW
(kolor zielony) oraz (E) struktura FAW-KET (kolor niebieski). Struktury (C) ketotifenu oraz (F) amoksapiny.

Analiza danych dyfraktometrycznych nie potwierdzita obecnos$ci ketotifenu oraz amoksapiny

w kieszeni wigzacej wariantu LAW. Jak wspomniano w Rozdziale 5.3.2. grupa indolowa Trp107
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blokuje wejscie do barytki, uniemozliwiajgc zwigzanie tych ligandéw (Rysunek 42 E). Co wiecej,
brak aromatycznych reszt w dolnej czgsci barylki tj. Phe56 czy PhelOS, ktore stabilizuja
czasteczki ligandow w strukturach z FAW i FA71W (Rozdzialy 4.7.5, 4.8.3, 4.8.4.) poprzez
oddziatywania -t mogg decydowac o braku powinowactwa LAW do tych lekow.

5.3.4. Wiazanie pochodnych fenotiazyny

Testowane pochodne fenotiazyny tj. chloropromazyna (CPZ) oraz flufenazyna (FLU) zostaty
zwigzane w B-barylce LAW, FAW oraz FA71W co pokazuje, ze te leki majag odpowiednig
geometri¢ aby dopasowac si¢ do roznych ksztattow kieszeni wigzacych. Dane zebrane w Tabeli 1
rowniez pokazuja, ze najwicksza liczba struktur krystalicznych komplekséw biatkowych
zdeponowanych w PDB odnosi si¢ do kompleksow z chloropromazyng. Jednak do tej pory nie ma
zadnych struktur kompleksow biatkowych z flufenazyna, co pokazuje ze wyznaczone przez mnie
struktury po raz pierwszy okreslaja konformacje¢ tego liganda w kompleksie z czasteczka biatka
oraz sg dobrym uzupetnieniem dla wynikoéw wigzania zwigzkow fenotiazynowych do biatek
otrzymywanych dla badan roztworze (Nishi et al. 2011) (J. I. Loch et al. 2018).

Chloropromazyna jako jedyny z testowanych w tej pracy lekow, byt wykorzystywany
w badaniach oddziatywania wariantow BLG z ligandami (J. I. Loch et al. 2018). Badania te
wskazywaty na stereoselektywne wigzanie tego leku przez warianty LA, LAF, FA oraz FAF. Oba
chiralne konformery zostaly juz wczesniej rozpoznane W Strukturze krystalicznej
chloropromazyny (McDowell 1969). Analiza struktur komplekséw LAW-CPZ oraz LAW-FLU
pokazata, ze ligandy te ze wzgledu na sztywny uklad fenotiazynowy wymuszaja zmiany
konformacyjne w biatku. W kompleksie LAW-CPZ Trp107 zostal przesunicty w glab barytki
i przyjat konformacje¢, aby aromatyczny pierscien benzenowy z przylaczonym atomem chloru
znajdowat si¢ bezposrednio nad pierscieniem indolowym (Rysunek 45 A). Dzigki temu ligand
stabilizowany byt przez oddziatywania n-n. Analiza struktur kompleksu LAW-CPZ potwierdzita
wczeéniejsze badania (J. 1. Loch et al. 2018), w ktorych wykazano, ze warianty zawierajace
mutacje F105L preferujg wigzanie konformera (aS)CPZ. Ten sam konformer zostal zwigzany
w wariancie A ludzkiej al-kwasnej glikoproteiny (Nishi et al. 2011). Struktury krystaliczne
pochodnych fenotiazyny, pokazujg ze sztywny, hydrofobowy fragment trojcykliczny odpowiada
za niezwykle wlasciwosci tych zwigzkoéw, w tym za Sciste upakowanie czasteczek w komorce
elementarnej krysztatu (Petrus et al. 2015).

Flufenazyna jeszcze silniej niz chloropromazyna wymusita zmiany konformacyjne w LAW.
Lancuch boczny Trp107, ktory w formie apo skierowany byt do wnetrza baryltki zostat obrocony
w kierunku wejscia do baryltki, wzdtuz nici G. Dzigki temu powstala odpowiednia przestrzen dla

trojeyklicznego fragmentu leku, ktory zwiazat si¢ rownolegle do osi barytki (Rysunek 45 B).
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Dodatkowo, zwigzany lek wymusit zmiane konformacyjng Ile71 aby zwickszy¢ przestrzen dla

leku. Preferowanym konformerem flufenazyny byt aR-konformer (Rysunek 45 B).

A B Leu105

Rysunek 45. Poréwnanie struktury formy apo wariantu LAW (kolor r6zowy) z (A) kompleksem LAW-CPZ (kolor
zielony) oraz (B) LAW-FLU (kolor niebieski).

W kompleksach FA71W-CPZ oraz FA71IW-FLU fragmenty fenotiazynowe potozone sa
praktycznie w tym samym miejscu we wnetrzu B-barytki. Porownujac te struktury z forma
FA71W bez liganda zauwazy¢ mozna, ze zwigzanie czasteczki leku wigze si¢ ze zmiang
konformacyjna Metl107 oraz Trp71 (Rysunek 46 A). W kompleksach z FAW nie zauwazono
zadnych znaczacych zmian, co $§wiadczy o tym, ze kieszen wigzgca tego wariantu generuje
przestrzen wystarczajaca dla zwigzania tych zwigzkow (Rysunek 46 B). Porownujac potozenie
chloropromazyny w strukturze komplekséw z FAW oraz FA71W (Rysunek 46 C) zauwazy¢
mozna, ze podstawienie duzego aromatycznego aminokwasu (tryptofanu) po przeciwleglych
stronach barytki tj. w pozycji 107 oraz 71 skutkuje przesunieciem liganda w kierunku
przeciwlegtym do duzego tancucha bocznego tryptofanu tj. w kompleksie FAW-CPZ ligand
przesunigty jest w kierunku nici B, C, D, natomiast w kompleksie FA71W-CPZ w kierunku
przeciwlegtych nici E, F, G. Podobna sytuacja ma miejsce dla kompleksow z flufenazyng
(Rysunek 46 D). Preferowanym konformerem chloropromazyny jest (aS)CPZ. Natomiast
warianty FAW oraz FA71W zwigzaly w B-barytce (aS)-konformer flufenazyny, co sugeruje, ze
flufenazyna przyjmuje konformacj¢ komplementarng do ksztattu kieszeni wigzace;j.

Porownujac kompleksy nowych wariantéw BLG z flufenazyna oraz chloropromazyng
z kompleksami dla ligandow takich jak amitryptylina, klomipramina czy doksepina, mozna
zauwazyC, ze wigzanie sztywnego ukladu fenotiazynowego wywoluje wigksze re-aranzacje
lancuchdéw bocznych wewnatrz B-barytki, niz akomodacja bardziej elastycznych ligandow
z grupy 1 i 2. Mozna wiec stwierdzi¢, ze w wypadku kompleksow z flufenazyng oraz
chloropromazyna to ligand wymusza polozenie tancuchow bocznych i powoduje dostosowanie
ksztaltu kieszeni do swojej geometrii, a nie odwrotnie: to nie wyjsciowy ksztatt kieszeni decyduje
0 powinowactwie do FLU czy CPZ, tak jak w przypadku komplekséw z AMT, CLO czy DOX
(Rozdzial 5.3.2).
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Rysunek 46. (A) Porownanie struktury formy apo wariantu FA71W (kolor niebieski) z kompleksami FA71W-CPZ

(kolor pomaranczowy) i FA71W-FLU (kolor zielony). (B) Pordéwnanie struktury formy apo wariantu FAW (kolor

zielony) z kompleksami FAW-CPZ (kolor r6zowy) i FAW-FLU (kolor bragzowy). NatoZenie struktur kompleksow
FAW oraz FA71W z (C) chloropromazyng oraz (D) flufenazyna

5.3.5. Selektywne wiazanie cetyryzyny w Kieszeni wigzacej FA7T1W

W kompleksie FA71W-CET na mapie gestoSci elektronowej bardzo dobrze widoczna byta
gesto$¢ wskazujaca na pozycje atomu chloru, a tym samym pokazujaca, ze w kieszeni zwigzana
zostata (L)-cetyryzyna. W kompleksie cetyryzyny z konska albuming osocza (ESA) w obu
miejscach wigzania pozycja atomu Cl nie byta jednoznaczna (Handing et al. 2016).

Porownanie formy apo FA71W ze strukturg kompleksu FA71W-CET wykazaly, ze tak jak
w innych kompleksach FA71W, fragment aromatyczny leku zlokalizowany jest nad Met107,
ktora zmienia swoja konformacje. Dodatkowo reszta Trp71 ulega przesunigciu wzdtuz nici D, tak
aby zwigkszy¢ przestrzen w barylce dla liganda. Dlugi tancuch alifatyczny cetyryzyny
skierowany jest ku wejsciu do barytki w poblizu petli EF (Rysunek 47 A). Porownujac strukture
kompleksu FA71W-CET z formami bez liganda wariantow LAW oraz FAW, zauwazy¢ mozna ze
ligand idealnie dopasowuje si¢ do ksztattu kieszeni wiagzacej FA71W. Jeden z pierScieni
benzenowych zlokalizowany jest glebiej w kieszeni wiazacej, we wngce utworzonej przez Trp71,
Met107, Phel05 oraz Phe56, natomiast drugi pierscien z przylaczonym atomem chloru zajmuje
obszar nad Met107 w poblizu petli GH (Rysunek 47 B). W formie apo wariantu FAW, duzy
fancuch boczny Trpl07 skierowany jest ku wejéciu do barytki i tym samym tworzy zawade
steryczng dla pierScienia benzenowego z atomem chloru cetyryzyny (Rysunek 47 C), natomiast
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w wariancie LAW, ta sama reszta, skierowana ku dolnej czesci kieszeni wigzgcej ogranicza
przestrzen dla drugiego pierScienia benzenowego leku (Rysunek 47 D). Analiza tych struktur
wykazata, ze duzy tancuch boczny (np. tryptofan) w pozycji 107 uniemozliwia zwigzanie
cetyryzyny. FA71W-CET jest pierwszg strukturg lipokaliny z tym ligandem. Wyniki te wskazuja,
ze wariant FA71W jest wysoce selektywny wzgledem tego leku
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Rysunek 47. (A) Poréwnanie struktury formy apo wariantu FA71W (kolor niebieski) z kompleksem FA71W-CET
(kolor bezowy). (B) Ksztalt kieszeni wigzacej FA71W w kompleksie z cetyryzyna. Pordwnanie polozenia cetyryzyny
(kolor bezowy) w kieszeni wiazacej wariantu (C) FAW oraz (D) LAW.

5.3.6. Wiazanie amoksapiny do wariantu 58F/92Y

Analizujac otrzymang strukture kompleksu 58F/92Y-AMX nie zauwazono znaczacych zmian
pomig¢dzy forma 58F/92Y bez liganda, a strukturg kompleksu z amoksaping. Zmianie ulegla
jedynie konformacja Ile71, ktora w formie apo skierowana byta do wnetrza barytki, natomiast
w kompleksie z ligandem zostala odwrocona w strong nici D (Rysunek 48) Niewielki rozmiar
amoksapiny w poréwnaniu do pozostatych testowanych ligandow (Rysunek 10) moze by¢
kluczowy w procesie wigzania ligandow do wariantu 58F/92Y. Obecno$¢ tego leku potwierdzono
tez w kompleksie z mutantem FA71W. Jak przedstawiono w Rozdziale 5.3.3. zwiazanie liganda
spowodowalo zmiany konformacyjne Trp71 oraz Metl107, gdyz w tym wariancie w miejscu
wigzacym bylo na tyle miejsca, aby zmiany te zaszly. Wczesniejsze badania pokazaty, ze
konformacja tancucha bocznego Met107 zalezy od obecnosci liganda w barytce (J. Loch et al.

2011) (Sawyer & Kontopidis 2000), co potwierdzity inne badania struktury pojedynczego
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mutanta L58F z tetrakaing (PDP id: 7BF7) (J. I. Loch et al. 2021). W kompleksie 58F/92Y-AMX
ligand dopasowat si¢ do kieszeni wigzacej nie wywotujac zmian w konformacji Met107. Moze to
sugerowaé, ze w odroznieniu do pozostatych badanych wariantow BLG, kieszen wigzaca
wariantu 58F/92Y jest mniej elastyczna, przez co nie moze dopasowac si¢ do geometrii liganda.
Brak struktur z innymi ligandami wariantu 58F/92Y potwierdza, ze mutacje w S58F/92Y
zlokalizowane sg w sposob, uniemozliwiajacy zmiany konformacyjne, pozwalajace na
»elastyczna” adaptacje kieszeni wigzacej do ksztattu liganda. Mutant 58F/92Y akceptuje wiec

jedynie czasteczki, ktore pasuja ksztaltem i rozmiarem do architektury kieszeni wigzace;.

]
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Rysunek 48. Poréwnanie struktury formy apo wariantu 58F/92Y (kolor zielony) z kompleksem 58F/92Y-AMX (kolor
701ty).

5.3.7. Zalezno$¢ pomiedzy typem mutacji, a selektywnoscia wiazania

Modyfikacje w rejonie kieszeni wigzacej moga znaczaco wplywac nie tylko na stabilno$§¢
biatka, ale przede wszystkim na powinowactwo biatka do ligandow (Bonarek et al. 2020).
Analiza struktur ujawnita, ze najbardziej obiecujacymi wariantami wigzacymi matoczasteczkowe
ligandy z uktadami aromatycznymi sg warianty oparte na podwdjnym mutancie I56F/L39A ftj.
FAW oraz FA71IW. Szczegdlnie interesujaca jest budowa kieszeni wigzacej FAW, w ktorej
Trp107 przyjmuje konformacje przylegajaca do nici G, a Ile71 ma tancuch skierowany ku nici D.
Dzi¢ki temu tworzy si¢ odpowiednia przestrzen dla aromatycznych uktadéw lekow. Taka budowa
pozwala sugerowac, ze FAW jest idealnym kandydatem do dalszych badan nad selektywno$cia
i specyficzno$cig wigzania lekow trojeyklicznych, zwlaszeza lekow z grupy 1 (Tabela 10).

Wprowadzenie duzego, aromatycznego tancucha bocznego fenyloalaniny w pozycji 56 skraca
kieszen wigzaca FAW oraz FA71W, dzicki czemu nowe biatko traci zdolno$¢ wigzania kwasow
thuszczowych. Dodatkowo, wprowadzenie tryptofanu po przeciwleglych stronach barytki
w pozycji 71 (ni¢ D) badz 107 (ni¢ G) sprzyja stabilizacji wigzania liganda poprzez
oddziatywania m-m. W natywnej formie BLG wigzanie alifatycznych ligandow, np. kwasu
palmitynowego skutkowato zmianami konformacyjnymi Met107 oraz PhelO5 (Sawyer &

Kontopidis 2000). Podobne zmiany zauwazono w kompleksach BLG z retinolem (G. Kontopidis
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et al. 2002). Wyznaczone struktury krystaliczne nowych wariantow BLG z ligandami (Tabela 4,
5, 6) wykazaly, ze wigkszo$¢ z mutantow posiada swoisty mechanizm dostosowania miejsca
wigzania do geometrii czasteczki liganda. Glownie zaangazowane w to byly reszty w gornej
czesci barytki w pozycji 71 (Ile, Trp) oraz 107 (Met, Trp). Skrocenie kieszeni wigzacej sprawito,
ze tancuchy boczne aminokwaséw znajdujacych si¢ w Srodkowej czgsci barylki, tj. Phe56 oraz
Phel05 nie odgrywaly tak istotnej roli w wigzaniu ligandéw, jak w kompleksach natywnej formy

biatka z alifatycznymi ligandami (G. Kontopidis et al. 2002) (Sawyer & Kontopidis 2000).

5.4. Nowe warianty BLG jako selektywne i specyficzne transportery lekow

Weczesniejsze badania pokazuja, ze natywna BLG moze wigza¢ i transportowac rozne
hydrofobowe ligandy (Berino et al. 2019) (Ragona et al. 2000) (Dufour & Haertlé 1991). Wynika
to ze struktury tej lipokaliny, w ktorej gtownym miejscem wigzania jest hydrofobowa
B-barytka o wydluzonym ksztalcie (Sakurai & Goto 2006). Jednak wiele badan wskazuje na inne
alternatywne miejsca wigzania liganda (J. I. Loch et al. 2022) (Dominguez-Ramirez et al. 2013)
(Xu et al. 2019) (M. C. Yang et al. 2008). Pomimo hipotetycznej transportowej funkcji
B-laktoglobuliny, pelni ona tez wazng role odzywcza, poniewaz zawiera znaczne ilosci
egzogennych aminokwaséw niezbednych do prawidtowego rozwoju cztowicka (Shafaei et al.
2017). Ostatnie publikacje wskazuja na potencjalng role¢ BLG jako nos$nika réznych ligandow,
w tym lekéw. BLG moze by¢ nos$nikiem kurkuminy, ktéra wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i antyoksydacyjne (Sneharani et al. 2010), kwasu
foliowego (Liang & Subirade 2010) czy tez moze peié¢ rolg transportera zwigzkow
przeciwcukrzycowych (Mehraban et al. 2013).

Rekombinowane biatka sg rosngcg grupa innowacyjnych srodkow terapeutycznych (Sauna et
al. 2017). Zastosowanie ukierunkowanej mutagenezy pozwala na modyfikacje kieszeni wigzacej,
tak aby dostosowac¢ ja do wigzania okreslonej grupy zwigzkow. Przedstawione w tej pracy nowe
warianty BLG, szczeg6lnie FAW oraz FA71W wydaja si¢ obiecujagcymi nosnikami lekow. Moga
one tez zosta¢ potencjalnie wykorzystane w systemach dializy pozaustrojowej, jako czasteczki
wspomagajace odtruwanie organizmu. Jednak, aby nowe warianty mogly by¢ zastosowane w ten
sposob, muszg posiada¢ powinowactwo do lekow takie samo lub wigksze niz bialka osocza,
z ktorymi leki trojeykliczny sie wiazg. Ten warunek spetniaja kompleksy wariantow FAW, LAW,
a takze FA71W z flufenazyng oraz chloropromazyna (Tabela 9).

Zmodyfikowanie kieszeni wigzacej pozwolito na otrzymanie nowych wariantow BLG
wykazujacych selektywnos¢ i specyficznosé do okreslonej grupy trojeyklicznych lekéw. Wariant
FAW charakteryzowal si¢ najmniejsza selektywno$cia wigzgc prawie wszystkie testowane
ligandy, natomiast wariant LAW byl selektywny wzgledem ligandow 2z ukladem
fenotiazynowym. Oba warianty FAW oraz FA71W posiadaja unikalng kombinacje wiasciwosci,
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ktoére moga stanowi¢ $§wietng baz¢ do dalszych badan nad selektywno$cig wigzania ligandow.
Wadg tych mutantow jest jednak obnizona termostabilno§¢ w porownaniu do dzikiej formy biatka
(WT) (Tabela 2). Zwigkszenie stabilno$ci tych wariantow wymaga dalszej pracy, co pozwoli
zwigkszy¢ prawdopodobienstwo ich potencjalnego zastosowania w medycynie.
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6. Whnioski

1. Selektywno$¢ wigzania ligandow przez nowe warianty BLG zawierajace resztg Trp
w zmodyfikowanej kieszeni wigzgcej jest determinowana przede wszystkim wyjsciowym
ksztaltem kieszeni w formie apo. Na ten ksztalt wplywa glownie pozycja i konformacja
tryptofanu, ktory byt obecny w pozycji 107 (FAW, LAW) oraz w pozycji 71 (FA71W). Obecno$é¢
pozostatych mutacji w analizowanych wariantach FAW oraz FA71W, tj. L39A oraz I56F,
w mniejszym stopniu wpltywa na selektywno$¢, gdyz z dwoch mutantow, FAW oraz FA71W,
bardziej selektywny jest FA71W, w ktorym to wyjsciowa pozycja Trp71 decyduje
o preferencjach wigzania liganda. Oba mutanty LAW i FAW maja taka sama mutacje L39A,
reszte Trp w pozycji 107 oraz rézne podstawienia w pozycjach 56 (IS6F, FAW) oraz 105 (F105L,
LAW). Dla tych dwoch wariantow o specyficznosci bardziej decyduje mutacja w pozycji 105,
gdyz obecnos¢ Leul05 w LAW wymusza inng konformacj¢ Trpl107 w formie apo, co przektada
si¢ na pézniejszg zdolnos¢ akomodacji trojpierscieniowych ligandow. Na podstawie analizy

otrzymanych wynikéw mozna stwierdzic, ze:

a) Najmniej selektywny, a wiec posiadajacy zdolno$¢ akomodacji niemal catej gamy lekow
testowanych w ramach tej pracy jest wariant FAW (Rysunek 49); podczas wigzania lekow do
FAW nie obserwuje si¢ zmiany konformacji tancucha bocznego Trpl07; kieszen wiazaca
W swojej pierwotnej geometrii jest wigc zdolna do akomodacji pojedynczej czasteczki leku
wlasciwie niezaleznie od jego geometrii (rozmiaru i ksztattu); wyjatkiem od tych obserwacji,
byly zmiany konformacyjne zmiany Trp107, ktére opisano wcze$niej w kompleksach FAW
z dezypraming (J. I. Loch et al. 2022); zmiany te zmienialy tez ilo§¢ czasteczek liganda
zwigzanych do dimeru FAW, jednak dla ligandow testowanych w ramach tej pracy,

podobnych zmian nie zaobserwowano.

b) Najbardziej selektywnym wariantem okazat sie¢ wariant LAW (Rysunek 49), ktory wigzat
jedynie fenotiazyny: flufenazyne oraz chloropromazyne; wysoka selektywno$¢ zwigzana byta
rowniez z ksztaltem kieszeni wiazacej] w formie apo LAW, w ktorej wyjSciowa pozycja
Trpl07 znacznie splaszczala miejsce wigzace i blokowata dostgp do hydrofobowej czesci
B-barytki; do kieszeni wiazacej w tej postaci dopasowana ksztaltem byla jedynie
chloropromazyna ze wzgledu na obecno$¢ chloru oraz sztywnego uktadu trzech pierscient,
zwigzanie znacznie wickszego ukladu trojpierScieniowego FLU, z przylaczong grupg -CF;
wymagato zmiany konformacyjnej Trp107; pozostate ligandy mialy zbyt elastyczny uktad
trojpierscieniowy (grupa 1, CET) lub ksztalt, ktory nie odpowiadal rozmiarom miejsca

wigzacego.
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c) Wariant FA71W, wykazywal selektywno$¢ posrednig pomiedzy LAW and FAW (Rysunek
49); wigzanie ligandéw do tego wariantu wymagato nieznacznej zmiany pozycji, ale bez
zmiany konformacji tancucha bocznego Trp71; taka zmiana generowana byla obecnoscia
relatywnie sztywnego uktadu trojpierscieniowego liganda (kryterium to speiniaty ligandy
z grupy 2, 3 oraz CET); ligandy z grupy pierwszej (AMT, CLO, DOX), ktore sa elastyczne
1 tatwo zmieniajg konformacjg, nie sg na tyle sztywne, aby by¢ stabilnie zwigzane we wnetrzu

barylki i sg eliminowane przez wariant FA71W.

Brak zmiany Zmiana konformacyjna®
konformacyjnej Trp 107 Zmiana pozycji Trp71 Trpl07 podczas
podczas wigzania liganda podczas wigzania liganda wigzania liganda

FAW FA71W LAW

selektywnos¢ wariantu BLG

niska wysoka

IS6F I56F F105L
L39A L39A L39A
M107W 171W M107W

*zmiana konformacyjna w kompleksie LAW-FLU

Rysunek 49. Schemat przedstawiajacy wnioski dotyczace selektywno$ci wigzania nowych wariantow BLG. Kierunek
strzatki oraz kolor czerwony okre$laja warianty o najwigkszej selektywno$ci, natomiast kolor niebieski o najmniejszej
selektywnosci. Ponizej strzatki przedstawiono mutacje, kotre obecne sg w danym wariancie, tj. mutacja L39A (kolor
zielony) wystepuje we wszystkich wariantach, mutacja 156F w mutantach FAW, FA71W (kolor pomaraficzony),
mutacja M107W (kolor fioletowy) w wariantach FAW, LAW, mutacja 171W tylko w FA71W oraz mutacja F105L
tylko w LAW.

2. Elastyczno$é¢, a wigc zdolno$¢ do swobodnej zmiany konformacji uktadu trdjpierScieniowego
liganda, decyduje o zdolnosci akomodacji i stabilizacji w B-barylce wariantow o ptytkim miejscu
wigzacym w formie apo (FA71W, LAW) (Rysunek 50). Wniosek ten potwierdzajg obserwacje
oddziatywania fenotiazyn (CPZ, FLU) z wariantami LAW, FAW oraz FA71W. Sztywne ukfady
fenotiazynowe zdecydowanie trudniej zmieniaja konformacje ukltadu trojpier§cieniowego
(Dutkiewicz et al. 2010), niz elastyczne uktady amitryptyliny (AMT), klomipraminy (CLO)
i doksepiny (DOX), ktore fluktuuja w sposob ciggly pomiedzy konformacja wygieta, todkowa
i krzesetkowa (Bindya et al. 2007). Sztywne ligandy fenotiazynowe lokuja si¢ wigc fatwo w duzej
kieszeni wigzacej wariantu FAW, a takze maja zdolno$¢ do stabilizacji zmian pozycyjnych lub
konformacyjnych Trp w wariantach FA71W oraz LAW, tworzac kompleksy z tymi wariantami
w fazie krystalicznej. Ligandy, ktore w centrum uktadu trojpier§cieniowego posiadaja pierscien
dibenzocykloheptadienowy (tj. AMT, CLO) lub sa pochodnymi dibenzoksepin (DOX), tworza
kompleksy w fazie krystalicznej tylko z tym wariantem (FAW), w ktorym wigzaniu liganda nie
towarzyszg znaczne zmiany pozycyjne i konformacyjne reszt aminokwasowych, a sztywno$¢

liganda nie jest wymagana do stabilizacji kompleksu biatko-ligand.
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Zwykle niskie wartosci Kd

Relatywnie wysokie wartosci Kd Posrednie wartosci Kd
sztywne uklady Relatywnie elastyczny uklad
Bardzo sztywne uktady tréjpierscieniowe i bardziej imitujacy system trzech pierscieni Elastyczny ukfad
tréjpierscieniowe i cykliczne elastyczne fragmenty oraz elastyczny fragmenty cykliczno-  tréjeykliczny oraz kratki
fragmenty alifatyczne cykliczno-alifatyczne alifatyczne fragment alifatyczny
KET AMX FLU CPZ CET AMT CLO DOX
elastycznoscliganda
niska wysoka
—bilizacji kompleksu biatko-ligand
wysoka niska

Rysunek 50. Schemat przedstawiajacy wnioski dotyczgce elastyczno$ci konformacyjnej ligandéw, a tym samym ich
zdolnosci do stabilizacji kompleksow biatko-ligand. Kierunek strzatki oraz kolor czerwony okre$lajg ligandy o
najwigkszej elastycznosci oraz najwickszej zdolnosci do stabilizacji struktury kompleksow.

Dla ligandow z grupy 2, czyli ketotifenu (KET) oraz amoksapiny (AMX), zdolno$¢
akomodacji w miejscu wigzacym jest determinowana przez dwa czynniki, tj. sztywno$¢ uktadu
trojeyklicznego, ktéra stabilizuje zmiany pozycyjne w czasteczce biatka (kompleksy FA71W-
AMX, FA71IW-KET) oraz geometri¢ kieszeni wigzacej liganda, ktéra musi by¢ dopasowana
zarowno do ksztaltu uktadu trojcyklicznego jak i do polozenia cyklicznego fragmentu liganda,
ktory jest sztywno zwigzany z uktadem trdjcyklicznym i nie ma mozliwosci swobodnej zmiany

konformacji (kompleksy FAW-KET, FA71W-AMX, FA71W-KET a takze 58F/92Y-AMX).

3. Powinowactwo wigzania liganda przez bialtko mierzona wartoscia Ky nie zalezy
systematycznie od typu mutanta, czy rodzaju liganda, jest natomiast indywidualna wtasciwoscia
wybranej pary biatko-ligand, zalezna od typu i ilosci oddziatywan
specyficznych/niespecyficznych pomiedzy ligandem a biatkiem, a takze komplementarnosci

ksztaltu kieszeni wigzacej i liganda (Rysunek 51).
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Rysunek 51. Schemat przedstawiajacy wnioski dotyczace powinowactwa wiazania ligandow dla kompleksow biatko-
ligand. Kierunek strzatki oraz kolor czerwony okreslaja pary biatko-ligand o najwyzszej statej Kg.
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Najwyzsze powinowactwo odnotowano jednak dla tych kompleksow biatko-ligand (pary
FA71W-FLU, FA71W-CPZ), w ktérych potwierdzono obecno$¢ relatywnie specyficznych
oddziatywan R-Cl---m oraz R-CFz---m (Imai et al. 2008) przy jednoczesnej obecnosci
oddziatywan m-- -7 (edge-to-face) pomigdzy czasteczkg liganda a resztami biatka.

4. Na stabilno$¢ termiczng nowych wariantow BLG silny wplyw majg mutacje wprowadzone
w $rodkowej czg$ci P-barytki; mutacje IS6F oraz V92Y silnie obnizaja stabilno$¢ biatka.
Zastapienie Phel07 leucyna wplywa stabilizujaco na biatko i zwicksza jego temperature
denaturacji (Rysunek 52).

Mutacja V92Y silnie

Dodatkowa mutacja wptywa na obnizenie

[71W jeszcze mocniej  Mutacja I56F obniza  stabilnoéci wariantu Mutacja F105L

destabilizuje biatko stabilnoé¢ biatka 58F/92Y zwieksza stabilnosc
FA71W FAW 58F/92Y WT LAW

Stabilno$étermiczna warial

niska wysoka

Rysunek 52. Schemat przedstawiajacy wnioski dotyczace stabilno$ci termicznej nowych wariantow BLG. Kierunek
strzatki oraz kolor czerwony okreslaja warianty o najwyzszej stabilnosci.

Wprowadzenie reszt alifatycznych takich jak leucyna w miejsce duzych aromatycznych
aminokwasow w $rodkowej czeéci barytki znacznie zwigksza stabilno$¢ biatka; zamiana
alifatycznych reszt aminokwasowych na duze, sztywne, aromatyczne aminokwasy obniza

temperatur¢ denaturacji biatka.
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7. Podsumowanie

W czasie badan prowadzonych na potrzeby tej pracy:

e  wykonatam ok. 112 hodowli bakteryjnych na duza skale (1L) w celu ekspresji nowych
wariantow BLG;

e wykonatam ok. 52 cykli oczyszczania biatek (chromatografia jonowymienna oraz
saczenie molekularne);

e  wykonatam ok. 136 elektroforez SDS-PAGE;

e nastawitam ok. 948 kropli krystalizacyjnych w celu ko-krystalizacji nowych wariantow
BLG z testowanymi lekami;

e wykonalam 55 niskotemperaturowych pomiaréw dyfraktometrycznych, w tym
wyznaczytam 17 struktur komplekséw nowych wariantow BLG z lekami oraz 22
struktury bez liganda;

e  wykonatam 37 pomiarow ICD w celu wyznaczenia przyblizonych wartosci Kg.
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9. Suplement do pracy

Rysunki S1-S4 w suplemencie przedstawiaja widma CD dla komplekséw biatko-ligand, dla
ktorych we wstepnych badaniach (dodatek liganda do biatka w stosunku 1:1 oraz 1:2) zauwazono
zmiany sygnatu CD. Natomiast Tabele S1-S3 zawierajg Statystyki przetwarzania danych z
pomiaréw dla struktur, dla ktérych mapy gestosci nie wykazaty, ze ligand nie zwigzat si¢ do

biatka, dlatego tez nie podejmowano dalszych prob ich udoktadniania.
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Rysunek S2. Zmiany w widmach CD wywotane dodatkiem (A) flufenazyny, (B) chloropromazyny oraz (C)
klomipraminy do roztworu wariantu FAW w stosunku 1:1 oraz 1:2.
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Rysunek S3. Wyniki zmian sygnatu CD po dodatku (A) flufenazyny, (B) chloropromazyny oraz (C) amoksapiny w
stosunku 1:1 oraz 1:2 do roztworu wariantu FA71W.
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Rysunek S4. Wyniki zmian sygnalu CD po dodatku amoksapiny w stosunku 1:1 oraz 1:2 do roztworu wariantu
58F/92Y.
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Tabela S1. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych dla komplekséw nowych wariantow BLG ko-krystalizowanych z lekami.

Wariant LAW
Ligand AMT CLO DOX KET AMX CET PAL MYR
Obecnos¢ liganda brak brak brak brak brak brak brak brak
Statystyka przetwarzania danych
Zrédlo Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S
promieniowania ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21
Parametry komorki a=b=52.05, a=b=53.01, a=b=52.62, a=b=53.41, a=b=52.85, a=b=53.35, a=b=52.90, a=b=52.78,
elementarnej [A] c=112.05 c=110.70 c=111.26 c=109.43 c=111.70 €=109.48 c=112.14 c=111.72
Zakres 21.26-2.00 19.94-2.00 19.99- 1.94 19.78- 1.37 20.08-2.00 21.28-1.54 20.14-2.00 20.07-1.60
rozdzielczosci (2.05-2.00) (2.05-2.00) (1.99-1.94) (1.39- 1.37) (2.05-2.00) (1.57-1.54) (2.05-2.00) (1.63-1.60)
(St ti M 119985 52400 65961 331898 12715 112227 128970 94208
refleksow
Kompletnosé [%)] 99.9 (100.0) 98.7 (98.9) 99.6 (99.9) 99.9 (100.0) 99.3 (98.1) 99.6 (98.8) 99.7 (99.9) 99.0 (97.2)
I/o(I) 20.6 (3.3) 13.8 (4.0) 11.9 (2.1) 21.1(2.4) 7.9 (2.6) 18.8 (2.3) 7.7 (3.8) 15.7 (2.2)
CC(1/2) 1.000 (0.897) 0.998 (0.898) 0.998 (0.799) 1.000 (0.792) 0.942 (0.860) 0.999 (0.772) 0.990 (0.835) 0.999 (0.817)
Redundancja 9.3(9.7) 4.2 (4.4) 4.8 (3.7) 8.6 (6.4) 7.4 (7.3) 4.1 (2.8) 10.1 (9.9) 3.9(2.8)
Rmerge 0.082 (0.701) 0.061 (0.352) 0.077 (0.556) 0.047 (0.787) 0.052 (0.546) 0.037 (0.474) 0.059 (0.410) 0.038 (0.454)
Rmeas 0.87 (0.741) 0.070 (0.401) 0.087 (0.645) 0.049 (0.856) 0.062 (0.657) 0.042 (0.579) 0.065 (0.527) 0.043 (0.557)
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Tabela S2. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych dla komplekséw nowych wariantow BLG ko-krystalizowanych z lekami.

Wariant FAW FA71W
Ligand AMX CET PAL MYR AMT CLO PAL MYR
Obecnos¢ liganda brak brak brak brak brak brak brak brak
Statystyka przetwarzania danych
Zrodto Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S
promieniowania ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy ynergy
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21
Parametry komorki a=b=53.38, a=b=52.54, a=b=53.11, a=b=52.81, a=b=52.69, a=b=52.93, a=b=52.30, a=b=53.49,
elementarnej [A] c=111.25 c=111.02 c=110.80 c=111.27 c=111.21 c=110.34 c=111.69 c=110.32
Zakres 21.34-1.90 19.86-2.20 19.94-2.00 21.15-2.00 19.99-1.70 27.58-2.00 17.59-2.20 26.85-2.00
rozdzielczo$ci (1.94-1.90) (2.27-2.20) (2.05-2.00) (2.05-2.00) (1.73-1.70) (2.05-2.00) (2.27-2.20) (2.05-2.00)
Carlaomit Merdon 131138 40386 58634 62844 79444 98581 76519 87369
refleksow
Kompletno$¢ [%] 99.9 (99.8) 99.6 (100.0) 99.7 (99.9) 99.8 (100.0) 99.2 (97.8) 99.8 (100.0) 99.0 (96.1) 100.0 (100.0)
I/o(I) 18.4 (2.5) 145 (3.1) 12.8 (2.8) 23.6 (2.7) 19.3(2.2) 20.4 (4.1) 12.7 (2.9) 16.4 (1.9)
CC(1/2) 0.999 (0.669) 0.999 (0.723) 0.988 (0.768) 0.999 (0.769) 0.999 (0.727) 0.999 (0.865) 0.996 (0.848) 0.998 (0.625)
Redundancja 8.7 (6.6) 4.5 (4.2) 3.8(3.4) 5.1(5.0) 3.9(2.7) 4.1(2.8) 75(7.1) 3.7 (2.5)
Riize 0.072(0.817) 0.062 (0.411) 0.053 (0.728) 0.042 (0.592) 0.035 (0.475) 0.049 (0.451) 0.104 (0.658) 0.029 (0.806)
Rmeas 0.077 (0.892) 0.072 (0.453) 0.068 (0.769) 0.047 (0.613) 0.040 (0.591) 0.052 (0.478) 0.119 (0.746) 0.041 (1.095)
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Tabela S3. Statystyka przetwarzania danych dyfrakcyjnych dla komplekséw nowych wariantow BLG ko-krystalizowanych z lekami.

Wariant 58F/92Y
Ligand DOX KET FLU CPz PAL MYR
Obecnos¢ liganda brak brak brak brak brak brak
Statystyka przetwarzania danych
Zrédlo Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S Synergy-S
promieniowania
Grupa przestrzenna P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21 P3,21

Parametry komorki
elementarnej [A]

Zakres rozdzielczo$ci

Catkowita liczba
refleksow

Kompletnosé [%]

Vo(I)

CC(1/2)

Redundancja

Rmerge

Rmeas

a=b=52.54, c=110.99

21.05-1.80
(1.84-1.80)

167480

99.9 (100.0)

17.1 (1.7)

0.999 (0.608)

9.8 (6.1)

0.080 (1.000)

0.085 (1.094)

a=h=53.03, c=112.00

20.13- 1.80
(1.84-1.80)

67912

99.9 (99.8)

14.6 (2.5)

0.999 (0.788)

3.9 (3.0)

0.047 (0.456)

0.054 (0.554)

a=b=52.42, c=109.43

21.28-2.20
(2.27-2.20)

58597

99.7 (100.0)

14.5 (2.8)

0.951 (0.846)

6.3 (6.0)

0.068 (0.410)

0.075 (0.444)

a=b=53.09, c=110.95

19.94-2.20
(2.27-2.20)

56728

99.3 (98.4)

4.5 (1.5)

0.984 (0.496)

6.0 (5.4)

0.082 (0.976)

0.088 (0.987)

a=b=53.11, c=113.36

18.78-2.20
(2.27-2.20) "

78563
99.0 (99.1)
10.7 (2.2)

0.998 (0.846)
7.4(1.1)

0.068 (0.658)

0.074 (0.692)

a=b=53.14, c=111.79

20.11-2.30
(2.38-2.30)

73309

99.8 (100.0)

5.8 (1.5)

0.989 (0.662)

8.5 (8.0)

0.064 (0.597)

0.082 (0.764)
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