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Wprowadzenie

Wiele proceséw komoérkowych, od kontroli ekspresji gendéw po
aktywnos¢ enzymow w szlakach metabolicznych, jest regulowanych
przez modyfikacje potranslacyjne biatek (PTM), 2z ktdrych
najwazniejszg i nhajlepiej poznang jest fosforylacja. Ta kluczowa
modyfikacja reguluje odpowiedz na stres, podziaty komodrkowe,
metabolizm DNA oraz biosynteze polisacharydéw otoczkowych i
egzopolisacharydoéw. Fosforylacja tyrozyny to dynamiczny proces, w
ktérym uczestniczg bakteryjne kinazy tyrozynowe (BYK) i biatkowe
fosfatazy tyrozynowe (PTP). W proteobakteriach fosfatazy
tyrozynowe nalezg gtéwnie do rodziny fosfataz o niskiej masie
czgsteczkowej (LMW-PTP), o masie okoto 18 kDa. W genomie RtTA1
zidentyfikowano geny kodujace trzy hipotetyczne LMW-PTP oraz jednag
nietypowa dla proteobakterii fosfataze tyrozynowag PTP.

W celu zbadania aktywnosci fosfatazowe;j in
vitro skonstruowano pochodne wektora
ekspresyjnego pQE30 niosgce geny
hipotetycznych niskoczgsteczkowych
fosfataz. Otrzymane biatka oczyszczono
przez chromatografie powinowactwa, a
nastepnie inkubowano z fosforanem 4-
nitrofenylu (pNPP). Podobne eksperymenty
przeprowadzono z dodatkiem jonow metali
w celu identyfikacji potencjalnych
inhibitoréw/aktywatorow oraz w zakresie pH
4-8, aby okresli¢ optimum dziatania biatek.
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17 — Modelowanie struktury biatka (Phyre2) wskazuje na strukture typowa dla biatek LMW- = _-----—

-t PTP, sktadajaca sie z B-kartki zbudowanej z czterech nici, otoczonej piecioma helisami a. & ¢ <& & <& & $ &

Sekwencje aminokwasowe biatek zawierajg konserwatywny motyw CXXXXXRSP (2). Jon
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His6 - QJS28269 Analiza topologii (DeepTMHMM) wskazuje, ze wszystkie fosfatazy sa cytoplazmatycznymi,
globularnymi biatkami.
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Wszystkie rekombinowane biatka zostaty
oczyszczone na ztozu Ni-NTA (1). W

przypadku oczyszczania biatka His6- - . Badanie wptywu jonéw metali na aktywnosé
QJS29739 obserwowano na zelu SDS- - = s 7 enzymatyczng fosfataz wykazato inhibicyjny
PAGE dwa prazki o masach ok. 17 35 kDa. P P assases efekt jonéw Cu?*Zaden z badanych jonéw nie

Analiza LC-MS potwierdzita, ze obydwa _ - B T e wykazywat dziatania aktywujacego na biatko
reprezentuja to samo biatko, co wskazuje Biatko QJSZ??SQ WYkaZuJe in \{/tr.o znaczjcq aktywn’o’sc fosfatazy wobec fosforanu 4-n|troferj|ylu, QJS26037 (4).
na dimeryzacje fosfatazy. przewyzszajaca niemal szgscwkrotme aktywnos¢ biatka QJS28269 (3). W przypadku biatka

QJS26037 zaobserwowano jedynie $ladowg aktywnos$¢. Ustalono optymalng wartosé pH dla

aktywnosci enzymatycznej badanych biatek na poziomie 6,5.

Whioski

Wszystkie trzy rekombinowane biatka, QJS26037, QJS29739 i QJS28269, zostaty skutecznie oczyszczone przy uzyciu ztoza Ni-NTA. Biosynteza biatka QJS29739 w heterologicznym
uktadzie w E. coli jest znacznie mniej wydajna, co moze byé zwigzane z zaobserwowanym stabszym wzrostem po dodaniu induktora do hodowli, a jednoczes$nie negatywnym wptywem
biatka na metabolizm gospodarza. LMW-PTP QJS29739 moze wykazywac¢ nizszg specyficznos¢ w doborze substratéw, co prowadzi do losowej defosforylacji biatek. Natomiast biatka
QJS26037 i QJS28269 dziatajg bardziej wybiérczo, co zostato potwierdzone w testach in vitro z fosforanem 4-nitrofenylu lub ich nadprodukowane formy nie sg aktywne.

Badanie wptywu jonédw metali na aktywnos$¢ enzymatyczng wykazato, ze jony cu** dziatajg inhibicyjnie na badane fosfatazy. Inhibicyjny efekt jonéw Cu®* moze wynikaé z ich zdolnosci
do wigzania sie z grupami funkcyjnymi w biatkach, co prowadzi do zmian konformacyjnych i utraty aktywnosci enzymatycznej. Zaden z badanych jonéw metali, w tym Mn?*, Mg”’, Zn**i
Ca®*, nie wykazywat dziatania aktywujacego na biatko QJS26037.

Otrzymane rekombinowane biatka postuza do dalszych testéw, w tym do okreslenia, czy ich celami komérkowymi sg wybrane autokinazy tyrozynowe zaangazowane w proces biosyntezy
egzopolisacharyddw.
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