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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Proces inwazji erytrocytéw ludzkich przez zarodzce malarii jest wynikiem kaskady wzajem-
nych interakcji miedzy pasozytem a krwinka czerwong. Bierze w nim udziat wiele ligandéw
merozoitéw Plasmodium falciparum, w tym biatka z rodziny EBL (erythrocyte-binding-like).

Poznanie struktury rekombinowanego regionu wiazacego (Regionu II) liganda EBA-140, nale-
zacego do tej rodziny biatek, pozwolito na wyjagnienie molekularnych podstaw jego oddzia-
tywania z receptorem erytrocytéw. Struktura krystaliczna Regionu II otrzymana w obecnosci
a(2,3)-sjalolaktozy, wykazata, ze region ten wiaze sie do receptora jako monomer. Ustalono, ze
Region 11 biatka EBA-140 zawiera dwie kieszenie wigzace glikan, przy czym kazda z nich znajdu-
je sie wewnatrz odrebnej domeny, F1 lub F2. Stwierdzone dla domen F1 i F2 Regionu II réznice
w oddziatywaniach wskazuja na ich odmienne role w wiazaniu receptora. Uwaza sie, ze chociaz
obie domeny sg konieczne do efektywnego wigzania, domena F1 pelni decydujaca role w od-
dzialywaniu z receptorem. Otrzymane wyniki wykazaly, ze struktura regionu wigzacego liganda
EBA-140 P. falciparum oraz mechanizm wigzania glikanu jest unikalny w$réd innych biatek EBL.
Ligand EBA-140 P. falciparum wiaze sie do ludzkich erytrocytéw poprzez btonowsg sjalogliko-
proteine - glikoforyne C. Sugeruje sie, ze w oddziatywaniu ligand - receptor moze uczestniczy¢
klaster usjalowanych taicuchéw N- i 0-glikozydowych, ktérych dostepnosé zalezy od regionu
taticucha polipeptydowego glikoforyny C, ktéry obejmuje reszty aminokwasowe w poz. 36-63.
SzczegStowa charakterystyka miejsca receptorowego na glikoforynie C moze mieé potencjalne
znaczenie w hamowaniu inwazji erytrocytéw ludzkich przez P. falciparum w oparciu o receptor.

ligand EBA-140 P. falciparum - glikoforyna C - oddziatywanie ligand -receptor erytrocytow

Summary

Erythrocyte invasion by the blood-stage Plasmodium falciparum parasites is a multistep process
involving specific interactions between parasites and red blood cells. Several proteins are in-
volved in this process, including EBL ligands.

The structure of the EBA-140 ligand, a member of the EBL protein family, provides a full de-
scription of its molecular interactions with the erythrocyte receptor. The crystal structure
of the EBA-140 Region 11 in a complex with sialolactose revealed that the binding region is
monomeric. Two glycan binding pockets, one in each F1 or F2 domain, were identified. Stark
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red by other EBL ligands.

differences in the receptor binding for the F1 and F2 domains suggests that each domain per-
forms a distinct function. Although both domains are required for effective glycan binding,
it seems that the interaction may be mediated solely by the F1 domain. The structure of the
binding region and the interaction with glycan are unique to the EBA-140 ligand and not sha-

The EBA-140 ligand binds specifically to human erythrocytes through the membrane sialogly-
coprotein glycophorin C. The receptor site for the EBA-140 ligand was suggested to be a cluster
of N-and O-linked sialylated glycans on the GPC molecule, whose conformation is dependent
on the polypeptide chain region composed of amino acid residues 36-63.

Precise definition of the binding site for the EBA-140 ligand on glycophorin C may be impor-
tant with respect to human erythrocyte invasion inhibition strategies based on a receptor.

Key words: | Plasmodium falciparum EBA-140 ligand - glycophorin C - ligand-receptor interactions
Full-text PDF: | nhttp://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1081865
Word count: | 2879
Tables: | -
Figures: | 5

References: | 44

Adres autorki:

Zaktad Immunochemii Glikokoniugatéw, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

im. Ludwika Hirszfelda, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw; e-mail: jaskiew@iitd.pan.wroc.pl

WPROWADZENIE

Malaria jest chorobg pasozytniczg wywolywang przez
pierwotniaki z rodzaju Plasmodium [39]. Wyréznia sie pieé
gatunkdéw zarodZcédw zdolnych do rozwoju w organizmie
ludzkim: ruchliwy (P, vivax), pasmowy (P. malariae), sierpo-
wy (P. falciparum), owalny (P. ovale) oraz P. knowlesi, ktéry
zakaza réwniez matpy.

Wedtug raportu WHO okoto 219 milionédw oséb, gtéw-
nie mieszkaticéw subsaharyjskich regionéw Afryki oraz
Indochin, zachorowato w 2010 roku na malarie, a okoto
660 tysiecy zmarto [13]. Przypadki $miertelne dotycza
gtéwnie kobiet w ciazy oraz dzieci, ktére nie ukoriczy-
ty piatego roku zycia. Za najciezsza postaé malarii oraz
wiekszo$¢ zgonéw odpowiedzialny jest P. falciparum [15].
Niestety, nie wprowadzono dotad skutecznej szczepionki
przeciw malarii. Stosowane obecnie metody zapobiega-
nia rozprzestrzenianiu sie choroby to wczesna diagnoza
i leczenie uwzgledniajace lekoopornosé zarodzca oraz
profilaktyka obejmujaca kontrole wektorowa.

Mimo ze problem malarii wydaje sie dotyczy¢ jedynie
krajéw trzeciego $wiata, to przypadki zachorowan od-
notowuje sie réwniez na terenach wysoce zurbanizowa-
nych [10,11]. Wprawdzie malaria nie stanowi powaznego
zagrozenia na terenach Polski, to ze wzgledu na tatwo$¢
i czesto$é podrézowania wciaz zdarzaja sie pojedyncze
przypadki zachorowan wéréd oséb powracajacych z za-
granicy, marynarzy i zolnierzy [14,20].

Cykl rozwojowy zarodzca malarii obejmuje dwie fazy:
plciowa (sporogonie) oraz bezptciowa (schizogonie)

[13,34,35,39]. Do rozmnazania bezplciowego Plasmodium
dochodzi w organizmie czlowieka, ktéry petni role zywi-
ciela posredniego. Rozmnazanie plciowe pierwotniaka
odbywa sie natomiast w uktadzie pokarmowym samicy
komara z rodzaju Anopheles, ktéry jest zywicielem osta-
tecznym. Pasozyt dostaje sie do krwi cztowieka w wyniku
ukaszenia komara, wraz z jego $lina. Nastepnie sporozoity
przemieszczajg sie z krwig i docieraja do watroby. W he-
patocytach sporozoity po wielokrotnych podziatach ko-
mdérkowych przeksztatcaja sie w schizonta, ktéry uwalnia
do krwiobiegu zywiciela merozoity, zarazajgce nastepnie
erytrocyty. W krwince merozoit ulega przeobrazeniu po-
nownie w schizonta, ktéry daje poczatek nowym merozo-
itom, atakujacym kolejne erytrocyty. Rozpadowi erytro-
cytéw towarzyszy wystepowanie objawéw chorobowych
typowych dla malarii: gorgczki i dreszczy [16,35].

Inwazja erytrocytéw przez merozoity zarodzca malarii
jest zlozonym procesem, obejmujacym kaskade oddzia-
tywan pomiedzy biatkami pasozyta a receptorami ery-
trocytu[3,8,9,12,38]. Obejmuje ona kilka najwazniejszych
etapdw: wstepne wigzanie merozoitu do powierzchni
erytrocytu, apikalng reorientacje merozoitu, utworze-
nie ,$cistego” i nieodwracalnego wigzania miedzy mero-
zoitem a erytrocytem oraz ostatecznie wnikniecie mero-
zoitu do wnetrza czerwonej krwinki.

Wsréd adhezyn odpowiedzialnych za ,$cisty” kontakt
merozoitu z erytrocytem wyrézni¢ mozna dwie rodziny
biatek: RBL (reticulocyte-binding-like) oraz DBL (Duffy-
-binding-like) [8,9,12,34,42]. Do rodziny DBL nalezg biatka
EBL (erythrocyte-binding-like antigens) oraz Var (variant
surface antigens). Termin DBL pochodzi od antygenu Duffy
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na krwinkach czerwonych, ktérego identyfikacja data po-
czatek badaniom ligand6éw P. vivax i P. knowlesi. Wymienio-
ne biatka sg umiejscowione w organellach wydzielniczych
merozoitéw: ligandy EBL w mikronemach, natomiast biatka
RBL w roptriach. Rodzina EBL P. falciparum reprezentowa-
na jest przez cztery biatka: EBA-175 (erythrocyte binding
antigen-175), EBA-140 (erythrocyte binding antigen-140),
EBA-181 (erythrocyte binding antigen-181) oraz EBL-1 (ery-
throcyte-binding-ligand-1) [1,2].

Ligandy P. falciparum z rodziny EBL naleza do biatek trans-
blonowych typu I [1,2]. W obrebie zewnatrzblonowego,
N-koricowego fragmentu taticucha polipeptydowego bial-
ka EBA zawieraja domene wigzaca receptor, nazwang Re-
gionem II (RII). Region I ligandéw EBL P. falciparum zbu-
dowany jest z dwéch homologicznych domen DBL: F1
i F2. Region wiazacy ligandéw EBL wykazuje homologie
sekwencji aminokwasowej [44].

Zidentyfikowano wiele receptoréw na erytrocytach ludz-
kich, ktére sa wiazane przez biatka EBL. Dla wiekszo$ci
z nich receptorami sa glikoforyny - sjaloglikoproteiny
blon erytrocytéw [7,17,24]. Glikoforyna A (GPA) i C (GPC)
petni role receptora odpowiednio dla ligandéw EBA-175
oraz EBA-140 [25,27,32,37,40,41]. Obie z nich mozna usu-
naé z powierzchni erytrocytéw w wyniku trawienia tryp-
syna. Ligand EBL-1 wigze sie do glikoforyny B, ktdra jest
wrazliwa na dziatanie chymotrypsyny [30]. Oddziatywanie
miedzy receptorami a ligandami z rodziny EBL jest zalez-
ne od obecnosci reszt kwasu sjalowego i z tego powodu
neuraminidaza znosi wigzanie tych ligandéw.

Licano EBA-140 P, FaLcipARUM 1 JEGO RECEPTOR GLIKOFORYNA C

Wykazano, ze biatko EBA-140 pochodzace z klonéw Dd2/
Nm oraz 3D7 P. falciparum, nie wiaze si¢ do erytrocytéw
traktowanych trypsyng oraz neuraminidaza. Wynik ten
potwierdzono na podstawie spadku wigzania liganda EBA-
140 do erytrocytédw o fenotypach Yus i Gerbich, ktére
zawieraja wariantowg GPC z delecjg odpowiednio reszt
aminokwasowych 17-35 oraz 36-63 [6]. Sugeruje to, ze
biatko EBA-140 wigze sie do ludzkich erytrocytéw po-
przez btonowa sjaloglikoproteine - glikoforyne C (GPC)
[26,27,28]. Nalezy wspomnie¢, ze istniejg réwniez donie-

sienia o braku wptywu lub jedynie czesciowym spadku
wigzania liganda EBA-140 do erytrocytéw traktowanych
trypsyna, na ktérej dziatanie wrazliwa jest GPC, co wyklu-
cza jej udzial w wigzaniu biatka EBA-140 [36,43].

Obserwowane rozbieznos$ci moga by¢ zwigzane z polimor-
fizmem reszt aminokwasowych regionu wigzgcego biat-
ka EBA-140, ktéry stwierdzono wérdd réznych klonéw P
falciparum, pochodzacych z odmiennych regionéw $wiata
[26,33]. Zidentyfikowano pie¢ typéw polimorficznych Re-
gionu Il EBA-140: VSTK, VSKK, ISKK, INRE, ktére dotycza
czterech reszt aminokwasowych domeny F1 odpowiednio
w pozycjach: 185, 239, 261, 285 (ryc. 1).

Wykazano réznice w swoisto$ci wigzania rekombinowa-
nych wariantéw polimorficznych Regionu II liganda EBA-
140 poddanych ekspresji w komérkach COS7. Ustalono,
ze spoérdd pieciu wariantéw, jedynie wariant VSTK (po-
chodzacy z klonu Dd2/Nm) nie wigze sie do erytrocytéw
trawionych neuraminidaza lub trypsyna oraz do erytro-
cytéw o fenotypie Gerbich, a zatem wykazuje swoisto$¢
wobec GPC. Réznica w wiazaniu do erytrocytéw dwéch
odmiennych wariantéw polimorficznych Regionu 11 ligan-
da EBA-140: VSTK i VSKK, zostata potwierdzona réwniez
dla rekombinowanych biatek poddanych ekspresji na po-
wierzchni komdrek CHO-K1 [18]. Stwierdzono, ze warian-
towa postaé VSTK nie wigze sie do erytrocytéw traktowa-
nych neuraminidaza oraz erytrocytéw o fenotypie Gerbich,
podczas gdy wariant VSKK zachowuje zdolno$¢ wigzania
wobu przypadkach. Poniewaz warianty te réznig sie jedy-
nie jedng resztg aminokwasowg domeny F1 (lizyna zamiast
treoniny w poz. 121), zaproponowano, ze to wlasnie T121
jest reszta aminokwasowa kluczowa dla wigzania kwasu
sjalowego GPC [18]. Modelowanie struktury przestrzennej
RII liganda EBA-140 na podstawie znanej struktury krysta-
licznej RIT homologicznego liganda EBA-175 [44] pozwolito
na ujawnienie w sasiedztwie T121 czterech reszt amino-
kwasowych zawierajacych tadunek, a wiec potencjalnie
zaangazowanych w oddziatywanie z kwasem sjalowym:
dwdch reszt argininy w poz. 52 i 114 oraz reszty kwasu
glutaminowego w poz. 54 i kwasu asparaginowego w poz.
125. Analiza wigzania mutantéw Regionu Il do erytrocytéw,
wykazata, ze zamiana reszt argininy (R52 i R114) na resz-
ty alaniny lub lizyny spowodowata wigzanie sie wariantu

421 CRYTATIIKSFLNGPAKNDVDIASQINVNDLRG
491
561
631
701

Reszty polimorficzne [l

141 QYTFIQKRTHLFACGIKRKSIKWICRENSEKITVCVPDRKIQLCVANFLNSRLETMEKFKEIFLISVNTE 210
211 AKLLYNKNEGKDPSIFCNELRNSFSDFRESFIGDDMDFGGNTDRVKGYINEKFSDYYKEKNVEKLNNIKK 280
281 EWWE!NKANLWNHM IVNHKGNISKECAIIPAEEPQINLWIKEWNENFLMEKKRLELNIKDKCVENKKYEA 350
351 CFGGCRLPCSSYTSFMKKSKTOMEVLTNLYKKKNSGVDKNNFLNDLFKKNNKNDLDDEFKNEKEYDDLCD 420

linker

F2IR

Ryc. 1. Sekwencja aminokwasowa Regionu Il EBA-140 klonu Dd2 wraz z rozmieszczeniem polimorficznych reszt aminokwasowych (wg [33], zmodyfikowano)
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F152 F282

F2 §3

F2 S1

Ryc. 2. Struktura Regionu Il liganda EBA-140; A — przestrzenne rozmieszczenie subdomen; B — struktury pojedynczych subdomen; w obrebie domeny F1:
subdomena 1- kolor brazowy, subdomena 2 - kolor pomarariczowy, subdomena 3 - kolor ciemnopomarariczowy; w obrebie domeny F2: subdomena 1— kolor
ciemnoniebieski, subdomena 2 - kolor niebieski, subdomena 3 - kolor jasnoniebieski; region faczacy (linker) — kolor szary (wg [23], zmodyfikowano)

VSTK do erytrocytéw traktowanych neuraminidaza oraz
erytrocytéw typu Gerbich. Na tej podstawie wysunieto
przypuszczenie, ze reszty R52, R114 oraz T121 Regionu II
liganda EBA-140 uczestniczg w wigzaniu kwasu sjalowego
i decyduja o swoisto$ci wiazania wobec GPC.

Wyniki dowodzace, ze jedynie polimorficzny wariant
VSTK liganda EBA-140 wigze sie do glikoforyny C, zostaty
jednak podwazone [26]. Stosujgc immunoblotting z uzy-
ciem bton erytrocytéw wykazano wigzanie wszystkich
pieciu polimorficznych wariantéw liganda EBA-140 do
GPC. Wykazano réwniez, ze zaden z wariantéw nie wigze
sie do erytrocytéw traktowanych neuraminidazg i trypsy-
na oraz do krwinek o fenotypach Gerbich, Yus, Yus/Ger-
bich, ktére majg wariantowe postaci GPC. Stwierdzono, ze
polimorfizm Regionu I nie wptywa na swoisto$¢ liganda
EBA-140 wobec receptora, ktérym jest GPC, a jedynie na
powinowactwo. Sprzeczne wyniki mozna wyttumaczy¢
tym, ze w pierwszym przypadku uzyto rekombinowanych
form Regionu I1 biatka EBA-140 poddanych ekspresji w ko-
mérkach COS7 [30] lub CHO-K1 [34], natomiast w drugim
przypadku natywnym biatkiem EBA-140 pochodzacym
z nadsacza hodowlanego réznych klonéw P. falciparum.

Obserwowany spadek wigzania liganda EBA-140 do krwi-
nek o fenotypie Gerbich [26,27,33] sugerowat istotny
udzial fragmentu taficucha polipeptydowego GPC ko-
dowanego przez ekson 3 (r. a. 36-63). Wynik ten nie po-
twierdzit sie dla liganda EBA-140 pochodzacego z nad-
saczu hodowlanego klonu 3D7 (wariant INKK), ktéry
wigzat sie nawet silniej do erytrocytéw typu Gerbich,
niz do prawidtowych erytrocytéw [25]. Spadek wigzania
tego liganda zaobserwowano natomiast w przypadku
wariantowych erytrocytéw o fenotypie Yus. Otrzyma-
ne wyniki wskazywaly zatem, ze reszty aminokwaso-
we w poz. 17-35, nieobecne w GPC typu Yus, sa istotne
w wigzaniu liganda EBA-140, a nie reszty w poz. 36-63,
nieobecne w GPC typu Gerbich, jak wskazano poprzed-
nio. Jednakze za teza, ze region glikoforyny C obejmu-
jacy reszty aminokwasowe 36-63 ma znaczenie w wig-
zaniu liganda EBA-140, przemawia to, Ze na obszarach
endemicznych malarii, takich jak Papua-Nowa Gwinea,
prawie 50% populacji posiada erytrocyty typu Gerbich,

z delecja tego fragmentu [27]. Prawdopodobnie muta-
cja tajest wynikiem ewolucyjnej ochrony przed inwazja
P. falciparum. Sprzecznosci dotyczace udziatu taricucha
polipeptydowego GPC w wigzaniu liganda EBA-140, wy-
magaja dalszych badan, ktére sg prowadzone réwniez
w naszym laboratorium.

Gtéwnym problemem jest jednak udziat tancuchéw cu-
krowych GPC w wigzaniu biatka EBA-140. Przyjmuje sie,
ze zewnatrzblonowy fragment GPC ma 12 usjalowanych
taticuchéw O-glikozydowych zwiazanych z resztami sery-
ny i treoniny oraz jeden ztozony taricuch N-glikozydowy
zwiazany z resztg asparaginy w poz. 8 [24]. Wykazano, ze
taficuch ten jest niezbedny do wigzania biatka EBA-140 do
GPC [31]. Sugeruje sie, ze w oddziatywaniu ligand-recep-
tor moze uczestniczy¢ klaster usjalowanych tancuchéw
N- i O-glikozydowych, przytaczonych do odpowiedniej
czesci faricucha polipeptydowego glikoforyny C [23,31].

Niedawno, wykorzystujac biblioteke fagowa, zawierajaca
pule peptydéw pochodzacych z klonu FCR3 P. falciparum
[22], zidentyfikowano syntetyczny peptyd, ztozony z 7 reszt
aminokwasowych: ETTLKSF, ktéry wigze sie do glikoforyny
C. Ponadto wykazano, ze peptyd ten hamuje inwazje ery-
trocytéw ludzkich przez P. falciparum tylko wtedy, gdy gen
eba-140 podlega ekspresji. Wynik ten sugerowat, ze ziden-
tyfikowany peptyd powinien odpowiadaé sekwencji ami-
nokwasowej w obrebie taricucha polipeptydowego liganda
EBA-140, ktdra jest zaangazowana w wiazanie GPC. Okazato
sie jednak, ze znaleziona sekwencja aminokwasowa nie od-
powiada zadnemu fragmentowi taticucha polipeptydowe-
go biatka EBA-140. Wynik ten jest trudny do wyjasnienia.

Poznanie struktury krystalicznej rekombinowanego Re-
gionu Il liganda EBA-140, otrzymanego w bakteriach, po-
zwolito na wyja$nienie molekularnych podstaw jego od-
dziatywania z receptorem [23,28]. Wykazano, ze Region
1T wystepuje w roztworze w postaci monomeru (ryc. 2).
Dwie domeny: F1 (r. a. 143-422) oraz F2 (r. a. 447-740) s
potaczone krétkim helikalnym odcinkiem. Kazda z do-
men zbudowana jest z trzech subdomen i zawiera 12 reszt
cysteiny, ktére tworzg mostki disiarczkowe stabilizujace
ich strukture.
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Ryc. 3. Miejsca wigzace kwas sjalowy w domenie F1i F2 Regionu Il EBA-140; A — czasteczki kwasu sjalowego w ramkach zaznaczono kolorem zielonym; B —
przestrzenne rozmieszczenie wiazanego glikanu w obrebie kieszeni wiazacych; reszta kwasu sjalowego (kolor czerwony) wnika w gtab kieszeni, a pierscien
galaktozy wystaje na zewnatrz; domena F1 — kolor pomarariczowy; domena F2 — kolor niebieski; region faczacy (linker) — kolor szary (wedtug [28],

zmodyfikowano)

Chociaz Region 11 liganda EBA-140 jest strukturalnie po-
dobny do domen wigzacych innych biatek DBL, w tym na-
lezacych do P. vivax i P. knowlesi, to mozna wskazaé pewne
réznice. W obrebie Regionu II biatka EBA-140 dwa mostki
disiarczkowe utworzone zostaty wedtug odmiennego wzo-
ru. Potaczenia tworza reszty cysteiny w poz. 7 i 8 oraz 9
i12, zamiast reszt C7iC9 oraz C8iC12. W odréznieniu od
RIT homologicznego liganda EBA-175, ktéry zawiera dwa
odpowiedzialne za dimeryzacje przeciwréwnolegte skrety
B o strukturze ,,spinki do wloséw” [44], ligand EBA-140 ma
taka strukture jedynie w obrebie domeny F1. W domenie
F2 zastepuje ja natomiast nowy a-helikakalny segment.
Ligand EBA-140 nie ma réwniez charakterystycznego dla
domeny DBL ,,supta” w subdomenie 3 domeny F1, co jest
spowodowane brakiem jednej reszty glicyny. Brak tego
,supta” znacznie zmienia kat nachylenia miedzy dome-
nami F1 i F2, co ogranicza mozliwo$¢ ruchu, uniemozli-
wiajac dimeryzacje liganda EBA-140.

Struktura krystaliczna Regionu II biatka EBA-140 otrzy-
mana w obecno$ci a(2,3)-sjalolaktozy potwierdzita, ze
ligand ten wiaze sie do receptora réwniez jako monomer
[28]. Ustalono, ze Region II zawiera dwie kieszenie wia-
zace kwas sjalowy, przy czym kazda z nich znajduje sie

wewnatrz odrebnej domeny, F1 lub F2. Kieszenie obejmu-
ja rejon o duzym zageszczeniu dodatnio natadowanych
reszt aminokwasowych, przypuszczalnie utatwiajacych
oddziatywanie z kwasem sjalowym, ktéry wnika do wne-
trza kieszeni (ryc. 3).

Czasteczka kwasu sjalowego zawiera piersciers pirano-
zowy, grupe karboksylowg, reszte glicerolu oraz grupe
acetyloamidowg. Ustalono, ze reszty aminokwasowe za-
angazowane w wigzanie kwasu sjalowego sa odmienne
w kazdej z domen (ryc. 4). W kieszeni domeny F1 reszta
Q182 tworzy wiazania van der Waalsa z grupa karboksy-
lowa kwasu sjalowego. Reszta R158 oddziatuje z taricu-
chem glicerolu poprzez wiazania wodorowe oraz z grupa
hydroksylowa poprzez wigzania van der Waalsa. Po prze-
ciwnej stronie kieszeni, potozona w obrebie helisy, reszta
N251 tworzy wigzanie wodorowe z grupa hydroksylowa
C-4 pierscienia piranozowego i jest zwrdcona w strone
grupy acetyloamidowej. Polozone na spodzie kieszeni
reszty 1181 oraz 1185 oddziatujg z hydrofobowg czescia
cukru.

Mimo ze kieszeti domeny F2 ma podobna strukture,
w wigzaniu kwasu sjalowego uczestnicza inne reszty ami-
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Ryc. 4. Reszty aminokwasowe zaangazowane w wiazanie kwasu sjalowego przez RIl EBA-140; A — kieszeri wigzaca domeny F1 (kolor pomaraiiczowy); B - kieszen
wigzaca domeny F2 (kolor niebieski); czasteczki kwasu sjalowego (kolor zielony) (wedtug [28], zmodyfikowano)

nokwasowe (ryc. 4). Reszta N457, potozona w obrebie petli
umiejscowionej w gérnej czesci kieszeni domeny F2, two-
rzy wigzania van der Waalsa z grupa karboksylowa kwasu.
Reszta K464 oddziatuje z taricuchem glicerolu, tworzac
wigzania wodorowe oraz wigzania van der Waalsa z grupa
hydroksylowa. Za oddzialywania hydrofobowe odpowiada
reszta T487 zlokalizowana na spodzie kieszeni domeny F2.
Potozona po przeciwnej stronie w obrebie helisy reszta
Y556 wchodzi w hydrofobowe oddziatywania z grupa ace-
tyloamidowa kwasu sjalowego.

W celu potwierdzenia roli w wigzaniu kwasu sjalowego
wymienione reszty aminokwasowe obu domen F1iF2 zo-
staly zastapione w wyniku mutagenezy resztami alaniny.
Mutacje pojedynczych reszt kieszeni wiazacej domeny F1
spowodowaly obnizenie lub brak wigzania RII EBA-140 do
erytrocytéw wskazujac, ze domena F1 jest niezbedna do
wigzania receptora. Wykazano, Ze reszta 1181 jest odpo-
wiedzialna za utrzymanie poprawnej konformacji miejsca
wigzgcego oraz oddziatywania hydrofobowe z glikanem,
za$ helisa zawierajaca reszte N251 wspomaga wigzanie
glikanu oraz stabilizuje strukture kieszeni. Zamiana reszt
R158, Q182 i 1181 znosita wigzanie Regionu II do erytro-
cytdw, wskazujac, Ze reszty te sa kluczowe dla wigzania.

Mutacje reszt wiazacych kieszeni domeny F2 tylko w nie-
wielkim stopniu wptynety na wigzanie liganda do erytro-
cytéw. Wczesniej zauwazono natomiast, ze zamiana reszt
R485 oraz D554 domeny F2, ktdre sg potozone w bliskim
sagsiedztwie miejsca wigzacego, na alanine znaczaco ob-
nizyta wiagzanie Regionu IT do erytrocytéw [23]. Zaburze-
nie rozktadu tadunkéw wewnatrz kieszeni wigzacej miato
réwniez negatywny wplyw na wigzanie. Zaobserwowano,
ze zamiana reszt K464 lub Y556 na reszte kwasu glutami-
nowego obnizyto wigzanie o okoto 30%. Zmiana tadunku
na ujemny przypuszczalnie powoduje odpychanie kwasu
sjalowego i w ten sposéb obniza wigzanie.

Stwierdzone réznice w oddziatywaniach domen F1 i F2
Regionu I EBA-140 wskazuja na ich odmienne role w wia-
zaniu receptora. Uwaza sie, ze chociaz obie domeny sa

konieczne do wigzania, tylko domena F1 uczestniczy
bezpo$rednio w oddziatywaniu z receptorem. Na uwage
zastuguje to, ze jedna z czterech reszt polimorficznych
(1185) domeny F1 liganda EBA-140, znajduje sie w obre-
bie kieszeni wigzacej kwas sjalowy. Wcze$niej wykazano,
7e zamiana tej reszty na reszte waliny skutkuje obnize-
niem wigzania do erytrocytéw i glikoforyny C [23]. Wynik
ten mozna wyttumaczy¢ tym, ze reszta 1185 uczestniczy
w tworzeniu kontaktu z kwasem sjalowym oraz utrzyma-
niu odpowiedniego ksztattu kieszeni wigzacej domeny
F1. Wykazano, Ze zastapienie in silico tej reszty izoleucy-
ny waling zmienia wewnetrzng powierzchnie kieszeni
i ostabia jej przestrzenne dopasowanie do czasteczki kwa-
su sjalowego. Potwierdza to, ze polimorfizm 185 reszty
aminokwasowej domeny F1 rzeczywiscie ma wpltyw na
powinowactwo liganda do receptora, a by¢ moze decy-
duje réwniez o jego swoisto$ci.

Oméwione szczegétowo wyniki dotyczace struktury re-
gionu wigzacego liganda EBA-140 P. falciparum wskazaty,
ze dwie kieszenie wiazace kwas sjalowy oraz mechanizm
wigzania glikanu sg unikalne wsréd innych biatek z rodzi-
ny DBL, w tym homologicznego liganda EBA-175 P. falci-
parum i DBP P. vivax [4,44]. Wigzanie glikanu przez biatka
PvDBP oraz EBA-175 wymaga bowiem ich dimeryzacji.
Ligand PvDBP wystepuje w postaci monomeru i dopiero
w obecnodci receptora DARC tworzy dimer. Réwniez di-
meryzacja liganda EBA-175 zachodzi w obecno$ci recepto-
ra - glikoforyny A ijest niezbedna do wigzania. Natomiast
Region II liganda EBA-140 wystepuje jedynie w formie
monomeru i dlatego moze wigza¢ tylko dwie czgsteczki
glikanu, podczas gdy dimer EBA-175 wigze az sze$é O-gli-
kandéw GPA. Przypuszczalnie ma to bezposredni wptyw na
powinowactwo obu ligandéw odpowiednio do GPC i GPA.

OTRZYMYWANIE REKOMBINOWANEGO REGIONU WIAZACEGO LIGANDA
EBA-140

Gtéwnym ograniczeniem w badaniach nad ligandami
P. falciparum z rodziny EBL sg problemy z otrzymaniem
rozpuszczalnych, poprawnie sfatdowanych i funkcjonal-
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nych rekombinowanych biatek w wiekszych ilosciach
[5]. Spowodowane jest to ich znacznym rozmiarem oraz
zawarto$cia licznych mostkéw disiarczkowych. Doswiad-
czenia, majgce na celu wyjasnienie molekularnych pod-
staw oddzialywania ligandéw EBL z receptorami na
erytrocytach byly prowadzone gtéwnie z uzyciem bia-
tek uzyskanym bezpo$rednio z nadsacza hodowlanego
merozoitéw. Niestety tylko niektdre z biatek moga by¢
otrzymywane z wystarczajaca wydajnoscia bezposred-
nio z hodowli komérek naturalnego gospodarza. Ko-
nieczne jest wiec stosowanie heterologicznych syste-
méw ekspres;ji.

Biatka merozoitéw z rodziny EBL sg zbyt duze, by mo-
gly by¢ poddane ekspresji w cato$ci. Otrzymano jedynie
regiony wiazace biatlek EBA-175 oraz EBA-140. Rekombi-
nowany, petny Region 11, a takze pojedyncze domeny F1
i F2, liganda EBA-140, zostaly poddane ekspresji w ko-
mérkach CHO-K1 [18], COS7 [29,33] oraz HEK - 293T [23].
Zaletg tych eukariotycznych systeméw ekspresji byto
uzyskanie rekombinowanych biatek majacych natywna
konformacje, jednak powaznym ograniczeniem byta ich
nierozpuszczalna, zwigzana z powierzchnia btony komér-
kowej forma.

Rekombinowany Region Il antygenu EBA-140 otrzymano
w komdrkach E. coli w postaci ciatek inkluzyjnych [23].
Otrzymanie rozpuszczalnego RII wymagato wstepnego
rozpuszczenia ciatek inkluzyjnych w warunkach dena-
turujacych, a nastepnie renaturacji rekombinowanego
biatka poprzez gwattowne rozcieficzenie w obecnosci zre-
dukowanego i utlenionego glutationu. Tak otrzymane
biatko zostato poddane krystalizacji.

Poprawne faldowanie rekombinowanego Regionu Il ligan-
da EBA-140 oraz prostote oczyszczania zapewnito nato-
miast uzycie systemu bakulowirusowego [19]. Wydzielane
do pozywki hodowlanej komérek owadzich rekombino-
wane biatko zostato bezposrednio oczyszczone z medium
metodg chromatografii powinowactwa [21]. System eks-
presji w komdrkach owadzich zwieksza szanse na otrzy-
manie poprawnie sfaldowanych i rozpuszczalnych, re-
kombinowanych biatek z duza wydajno$cia, nawet takich,
ktérych otrzymanie w innych systemach jest niemozliwe.
Umozliwia réwniez potranslacyjng modyfikacje biatek,
w tym glikozylacje, fosforylacje oraz tworzenie mostkéw
disiarczkowych.

Rexompinowany Recion Il Licanoa EBA-140 wiaze SIE bo
GLIKOFORYNY C

W celu sprawdzenia, czy rekombinowany Region I EBA-
140 otrzymany w systemie bakulowirusowym (Gene-
script) jest funkcjonalny postuzyliémy sie metodg im-
munoblottingu.

Region 11 wigzano do membran ludzkich erytrocytéw
oraz do oczyszczonej glikoforyny C, immobilizowanych
na blonie nitrocelulozowej (ryc. 5). W przypadku mem-
bran erytrocytéw zaobserwowano dwa prazki, z ktérych

RII

GPC

Mem GPC

Ryc. 5. Wigzanie rekombinowanego Regionu Il EBA-140 (Genescript) do
membran erytrocytéw ludzkich oraz oczyszczonej glikoforyny C metoda
immunoblottingu; Mem, — membrany erytrocytow; GPC — oczyszczona
glikoforyna C

dolny odpowiadal monomerowi glikoforyny C, a gérny
tworzonym przez nig agregatom. Wigzanie Regionu Il do
oczyszczonej GPC byto widoczne w postaci dwéch, nie-
znacznie oddalonych od siebie prazkéw, ktére migrowa-
ly nizej niz prazek odpowiadajacy GPC w membranach.
Wynika to przypuszczalnie z cze$ciowej degradacji GPC
podczas oczyszczania.

Wykazano zatem, ze rekombinowany Region II liganda
EBA-140 P. falciparum, otrzymany w systemie bakulowi-
rusowym, jest funkcjonalny i wiaze sie swoiscie do gli-
koforyny C.

PobsumowaNiE

Ligand EBA-140 P. falciparum nalezacy do rodziny biatek
EBL merozoitéw wiaze sie do glikoforyny C erytrocytéw
ludzkich. Dalszych badahi wymaga jednak szczegétowe
poznanie struktury i lokalizacji miejsca receptorowego
dla liganda EBA-140 na glikoforynie C, ze szczegdlnym
uwzglednieniem udziatu taricuchéw cukrowych oraz reszt
aminokwasowych taficucha polipeptydowego GPC.

Badania te moga mie¢ potencjalne znaczenie dla hamowa-
nia drogi inwazji erytrocytéw ludzkich przez P. falciparum
z udziatem liganda EBA-140 i glikoforyny C.
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