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1. STRESZCZENIE

Przetrwalniki bakterii Bacillus subtilis sa nieaktywnymi metabolicznie formami spoczynkowymi i
wyrdzniaja si¢ wysoka odpornoscia na szkodliwe czynniki $rodowiskowe. Gdy warunki
srodowiskowe staja si¢ bardziej korzystne inicjowany jest proces kietkowania przetrwalnika, ktory
prowadzi do powstania formy wegetatywnej. Sygnatem biochemicznym dla rozpoczecia germinacji
moze by¢ wzrost stezenia specyficznych induktoréw — germinantéw — w $§rodowisku spora.
Inicjacja procesu przebiega przy udziale receptoréw kietkowania.

Jednym ze scharakteryzowanych receptorow kietkowania jest receptor GerA, ktory byt gtéwnym
przedmiotem niniejszej pracy badawczej. Receptor GerA indukuje proces kietkowania w odpowiedzi
na L-alaning i/lub L-waling¢ i zbudowany jest trzech podjednostek: A, B i C. Dane literaturowe
pokazujg, ze wszystkie podjednostki sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania receptora.
Receptor GerA, na ktérym skupia si¢ ta praca doktorska zlokalizowany jest w wewngtrznej btonie
przetrwalnika, a dwie z jego podjednostek — GerAA i GerAB — s3 integralnymi biatkami btonowymi.
Struktura receptora oraz mechanizm przekazywania sygnatu inicjujacego proces germinacji, pomimo
licznych badan, jest nieznany.

Glownym celem pracy bylo opracowanie modelu teoretycznego receptora GerA oraz zbadanie
potencjalnych miejsc oddziatywania germinantéw inicjujacych proces kietkowania. Model ten,
biorac pod uwage silny zwigzek miedzy strukturg a funkcja biologiczng makromolekut, moze
postuzy¢ do dalszych badan, majacych na celu wyjasnienie mechanizmu inicjacji kietkowania.

W pierwszym kroku zbudowatam modele teoretyczne podjednostek receptora (biatek GerAA,
GerAB oraz GerAC). Przeprowadzitam modelowanie homologiczne czasteczek biatka. Uzyskane
modele podjednostek kompleksu postuzyty mi nastepnie do zbudowania modeli receptora oraz
okreslenia potencjalnych miejsc oddziatywania germinantow. Przygotowatam rowniez modele
mutantéw biatka GerAA, za pomocg ktorych wyjasnitam wptyw struktury na fenotyp mutantow.
Aby przewidzie¢ potencjalne miejsca oddzialywania germinantow z receptorem wykorzystatam
metody dokowania molekularnego. Poniewaz w literaturze nie ma wzmianek o tym, gdzie doktadnie
znajduje si¢ kieszen wigzaca ligandy, a jedynie mowi si¢ ogolnie o podjednostkach A i B jako
potencjalnie wigzacych germinanty, w badaniach wykorzystalam dokowanie globalne, ktore
dostarczyto informacji o lokalizacji potencjalnych miejsc oddziatywania.

Na podstawie obserwacji podobienstw procesu taczenia si¢ receptoréw chemotaksji oraz receptorow
kietkowania, a takze homologoéw uzytych do modelowania podjednostek, podczas badan przyjetam,
ze podjednostki mogg formowa¢ homodimery lub homotrimery, ktore nastepnie, przy udziale biatka
GerD taczg sig, tworzac W receptor.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zaprezentowane zostaly dwa modele receptora GerA. Pierwszy
zbudowany z wykorzystaniem monomeréw podjednostek, natomiast drugi model zbudowany jest z
dimeréw, a zatem tworzy, podobnie jak receptory chemotaksji, trimer dimeréw. Dokowanie
germinantéw do podjednostek oraz kompleksu receptora wskazuje kilka potencjalnych miejsc
interakcji, ktore odpowiadaja za inicjacj¢ procesu kietkowania.




Bacillus subtilis spores are metabolically inactive and are distinguished by their high resistance to
harmful environmental factors. When environmental conditions become more favorable, the spore
germination process is initiated, leading to the formation of a vegetative form. The biochemical
signal for the initiation of germination may be an increase in the concentration of specific inducers -
germinants - in the spore environment. The initiation of the process takes place with the participation
of germination receptors.

One of the germination receptors is the GerA receptor, which was the main focus of this research
work. The GerA receptor induces the germination process in response to L-alanine and/or L-valine
and is built of three subunits: A, B and C. Literature data show that all subunits are essential for the
receptor to function properly. The GerA receptor, which is the focus of this dissertation, is located in
the inner membrane of the spore and two of its subunits, GerAA and GerAB, are integral membrane
proteins. The structure of the receptor and the mechanism of signal transduction initiating the
germination process, despite numerous studies, remains unknown.

The main aim of this study was to develop a theoretical model of the GerA receptor and to investigate
potential binding sites for germinants initiating the germination process. This model, given the strong
relationship between structure and biological function of macromolecules, can be used for further
studies aimed at elucidating the mechanism of germination initiation.

In a first step, theoretical models of the receptor subunits (GerAA, GerAB and GerAC proteins) were
built. Modelling was performed using homology modelling methods. The obtained models were then
used to build receptor models and to determine potential binding sites of germinants. Mutant models
of GerAA protein were also investigated and then were used to explain the influence of structure on
the phenotype of the mutants.

To predict potential binding sites of germinants, molecular docking methods were used. Since the
literature does not mention where exactly the ligand-binding pocket is located and only speaks in
general terms of the A and B subunits as potentially binding germinants, global docking was used in
this study to provide information on the location of potential binding sites.

Based on the observation of similarities in the clustering process of chemotaxis and germination
receptors, as well as the homologues used to model the subunits, it was assumed during the study
that the subunits could form homodimers or homotrimers, which then, with the involvement of the
GerD protein, cluster into a receptor.

Based on the results obtained during research, two models of the GerA receptor were presented. The
first one was built on the basis of monomers of subunits, whereas the second model is built of dimers
and thus forms, similarly to chemotaxis receptors, a trimer of dimers. Docking of germinants to the
subunits and the receptor complex indicates several potential interaction sites that are responsible for

the initiation of the germination process.




2. WYKAZ SKROTOW

aa — reszta aminokwasowa

RMSD — ang. root-mean-square deviation (odchylenie sredniokwadratowe)
CASP — Critical Assessment of protein Structure Prediction

PDB — Protein Data Bank

DM — Dynamika Molekularna

PSA — ang. Pairwise Sequence Alignment

MSA — ang. Multiple Sequence Alignment

DPA — ang. Dipicolinic acid (Kwas dipikolinowy)

NMR — ang. Nuclear Magnetic Resonance (spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego)

GDT— ang. Global Distance Test (wartos¢ odlegtosci globalnych)

MQAP — ang. Model Quality Assessment Program

PPl — ang. Protein-Protein Interaction (interakcje biatko-biatko)

AGFK — mieszanina L-asparaginianu, D-glukozy, D-fruktozy i jonow potaséw
MPa — mega Paskal

PFPP — motyw: prolina, fenyloalanina, prolina, prolina

PE — fosfotydyloetanonloamina

PG — fosfatydyloglicerol

CL — kardiolipina

DAG — diacyglicerol

PDBQT— Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)

FFT — ang. Fast Fourier Transform (Szybka Transformata Fouriera)

TLC — ang. Thin Layer Chromatography

TM — ang. Transmembrane

APC — ang. amino acid/polyamine/organocation

In silico — z fac. w krzemie

Ab initio — z tac. od poczatku

In vivo — z tac. na zywym

In vitro — z tac. w szkle




3. WSTEP TEORETYCZNY

In silico (tac. w krzemie) w odniesieniu do badan biologicznych oznacza badania,
ktore zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem komputera i technik informatycznych.

Modelowanie molekularne jest dziedzing nauki, ktora poprzez budowanie modeli i
wykorzystywanie obliczen komputerowych zajmuje si¢ przewidywaniem struktur
molekularnych i ich funkcji. Kluczowym w modelowaniu molekularnym jest zatem
opracowywanie oraz stosowanie modeli odpowiednio dostosowanych do zagadnien, ktore
sg za ich pomocg badane 1 rozwijane.

Dziedzina nauki zajmujaca si¢ modelowaniem molekularnym ma swoje poczatki w
latach 60-tych XX wieku, lecz jej rozwoj nabrat rozpedu dopiero w potowie lat 80-tych XX
wieku wraz z pojawieniem si¢ pierwszych superkomputeréw. Rozwdj, napgedzany postepami
w takich obszarach jak m.in. genomika, grafika komputerowa, algorytmy i bazy struktur
biatek, w potaczeniu z rosngcg mocg obliczeniowg oraz pamigcig komputerow, sprawity, ze
modelowanie teoretyczne jest aktualnie metoda szeroko wykorzystywang w badaniach

eksperymentalnych (Schlick, 2010).

3.1. Struktura bialek

W architekturze bialek wyrdznia si¢ cztery poziomy organizacji ich struktury.

Pierwszy poziom, struktura pierwszorzedowa bialek, to sekwencja (ciag) reszt
aminokwasowych budujacych konkretne biatko. Do struktury pierwszorzgdowej czasami
zaliczane jest tez umiejscowienie mostkow disulfidowych. Struktura drugorzgdowa opisuje
wzajemne (wysoce uporzadkowane i lokalnie powtarzalne) przestrzenne ultozenie
sgsiadujacych ze sobg (w sekwencji liniowej) reszt aminokwasowych. Przyktadami
struktury drugorzedowej sg a-helisy i B-kartki.

Struktura trzeciorzgdowa opisuje relacje przestrzenne i wzajemne ulozenie reszt
aminokwasowych, ktore sg od siebie oddalone w sekwencji liniowej. Ponadto, struktura
trzeciorzedowa opisuje rowniez lokalizacje mostkow disulfidowych i innych oddziatywan
stabilizujacych strukture przestrzenng biatka. Struktura trzeciorzgdowa jest najbardziej

zachowywanym w ewolucji poziomem organizacji struktury biatek.
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Czwartym poziomem organizacji, strukturg czwartorzedowa, nazywamy kompleks
zbudowany z wielu tancuchow biatka (podjednostek). Tak wigc, struktura czwartorzgdowa
odnosi si¢ do wzajemnego utozenia podjednostek biatka w przestrzeni oraz natury ich
oddziatywan. Najprostszym przyktadem struktury czwartorzedowej moga by¢ dimery (Berg,
Tymoczko i Stryer, 2005). Warto zaznaczy¢, ze nawet wsrdd biatek homologicznych,
struktura czwartorzgdowa nie jest tak konserwowana w ewolucji jak struktura

trzeciorzedowa (Nakamura, Oda, Fukasawa i Tomii, 2017).

3.1.1. Rola struktur i ich znaczenie

Funkcja biatka jest bezposrednio zalezna od jego struktury trzeciorzedowej (Voet,
Voet i Pratt, 2016). Tak wiec, zdolno$¢ do petnienia swoich funkcji biologicznych wymaga
od biatka przyjecia specyficznej konformacji przestrzennej w spontanicznym lub
wspomaganym procesie nazywanym zwijaniem (ang. folding). Proces ten napedzany jest
poprzez szereg oddziatywan niekowalencyjnych — wigzania wodorowe, oddzialywania
hydrofobowe oraz sily Van der Waalsa. Oddzialywania hydrofobowe wraz z mostkami
disulfidowymi (powstajacymi pomigedzy dwiema resztami cysteiny) stabilizujg zwini¢tg
strukturg. Zatem, zrozumienie funkcji bialek na poziomie molekularnym czesto wymaga
wczesniejszego okreslenia ich trojwymiarowej struktury.

Mutacje, ktore skutkujg zaburzeniem struktury biatka moga prowadzi¢ do zmian w
jego funkcji. Zmiany te moga by¢ neutralne, szkodliwe lub korzystne dla funkcji bialka,
dlatego zrozumienie struktury biatek jest niezb¢dne do petnego zrozumienia ich biologii. Co
wigcej, struktury trzeciorzedowe daja wglad w istotne cechy ewolucyjne catych rodzin
biatek (Jabeen, Mohamedali i Ranganathan, 2018).

Istnieje szereg metod eksperymentalnych (np. krystalografia rentgenowska
(Kendrew i inni, 1958), NMR — jadrowy rezonans magnetyczny (Cavanagh, Fairbrother i
Palmer, 2007)) pozwalajacych na wyznaczenie struktury bialek oraz poznanie ich
wlasciwosci. Metody te sg jednak kosztowne i czasochtonne. Struktury trzeciorzedowe,
obok metod eksperymentalnych, moga by¢ przewidywanie przy uzyciu mniej kosztownego
podejscia obliczeniowego (Khor, Tye, Lim i Choong, 2015). Roznica pomigdzy iloscig
sekwencji bialek dostgpnych w bazach danych a odpowiadajacymi im strukturami biatek
drastycznie wzrasta, prowadzac do tego, ze liczba dostepnych sekwencji biatek wielokrotnie

przewyzsza ilo$¢ znanych nam struktur. Zjawisko to dziata na niekorzys¢ badaczy, gdyz
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prawdopodobnie dla znacznej wigkszos$ci biatek nie bedziemy w stanie okresli¢ struktury za
pomocg metod eksperymentalnych. Dlatego tez jednym z najwazniejszych narzedzi, ktore
pozwoli zmniejszy¢ t¢ rdéznice w ilosci sekwencji 1 struktur jest teoretyczne modelowanie

struktur biatek (Larsson, Wallner, Lindahl i Elofsson, 2008).

3.1.2. Teoretyczne metody przewidywania struktur biatek

Modelowanie struktury trzeciorzedowej biatka skupia si¢ na przewidywaniu
struktury na podstawie jego sekwencji aminokwasowej. Przewidywanie to odbywa si¢ za
pomocg algorytméw obliczeniowych. Podejscia obliczeniowe do przewidywania struktur
biatkowych mozna zasadniczo podzieli¢ na trzy kategorie (modelowanie porownawcze,
przewlekanie oraz podejscie ab initio — (tac. od poczatku), kazda z tych metod oparta jest na
prawach fizyki oraz ewolucji (Khor, Tye, Lim i Choong, 2015; Illergard, Ardell i Elofs,
2009).

Modelowanie poréwnawcze

Modelowanie homologiczne jest najbardziej skutecznym podejsciem w
przewidywaniu struktur trzeciorzedowych. Opiera si¢ 0no na obserwacji, ze struktura jest
bardziej zachowywana w toku ewolucji niz sekwencja (Bajaj i Blundell, 1984). W zwigzku
z tym, podejScie to wymaga znalezienia istniejacej struktury, ktora stuzy¢ bedzie jako
szablon (biatko o znanej strukturze) w modelowaniu biatka docelowego (biatka, ktorego
struktury poszukujemy). Najwazniejsza zasada modelowania porownawczego mowi o tym,
ze im lepiej dobrany jest szablon, tym doktadniejsze sa przewidywania (Fiser, 2010). To

podejscie zostalo szerzej opisane w punkcie 3.2.

Przewlekanie

Przewlekanie (ang. Threading) jest metoda rozpoznawania pofaldowania (Jones,
Taylor i Thornton, 1992) i opiera si¢ na obserwacji, ze w naturze istnieje okreslona liczba
pofaldowan, ktéore moze przyja¢ biatko, dzieki temu nawet odleglte ewolucyjnie biatka

homologiczne moga mie¢ podobng strukturg trzeciorzedowsa (Kelley i Sternberg, 2009).
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Modelowanie ab initio

Jest to modelowanie struktury biatka na podstawie oddziatywan migedzyatomowych.
Opiera si¢ na hipotezie termodynamicznego zwijania biatek, wedlug ktérej natywna
struktura biatka odpowiada globalnemu minimum energetycznemu (Anfinsen, 1973).
Modelowanie ab initio jest teoretycznie mozliwe, aczkolwiek wymaga intensywnych i
kosztownych obliczen, poniewaz nawet niewielkie zmiany konformacyjne wystepujace w
naturze wymagaja dlugotrwatych obliczen i symulacji. Jest najmniej doktadnym z trzech
prezentowanych podejs¢ oraz ograniczone jest rozmiarem biatka, ktérego strukturg
przewiduje. Dlatego tez metody ab initio uzywa si¢ do modelowania matych czasteczek oraz

niewielkich biatek/peptydow (Lee, Freddolino i Zhang, 2017).

3.2. Modelowanie homologiczne

Glownym celem modelowania homologicznego, nazywanego tez modelowaniem
porownawczym, jest utworzenie modelu struktury biatka na podstawie jego sekwencji. W
idealnym przypadku doktadnos¢ takiego modelu powinna by¢ zblizona do tej uzyskiwanej
za pomocg eksperymentalnych metod ustalania struktur przestrzennych bialtek.

Modelowanie poréwnawcze oparte jest na podobienstwie sekwencji biatka
docelowego, czyli bialka, ktérego strukture pragniemy poznac, do biatka homologicznego 0
znanej strukturze dostgpnej w bazie PDB (Greer, 1981; Fiser, 2010) i mozna je opisa¢ w
czterech gtownych krokach:

i.  poszukiwanie szablonu, czyli bialka homologicznego na podstawie ktorego
zbudowany zostanie model biatka docelowego. Poszukiwanie homologa wymaga
identyfikowania podobienstw w sekwencji biatka docelowego 1 sekwencji biatek o
znanych strukturach

ii.  zestawienie (ang. alignment) sekwencji  biatka  docelowego z
sekwencja/sekwencjami szablonu/szablonow oraz ewentualne korekcje zestawienia

iii.  budowanie modelu opartego na zestawieniu sekwencji biatka docelowego z
wybranymi szablonami oraz na strukturze szablonow

iv.  ocena jakosci modelu oraz poprawa btgdow modelowania.
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Budowanie modelu (krok iii) jest procesem skomplikowanym, sktadajacym si¢ z
kilku etapow. W pierwszym etapie budowany jest tancuch gldowny modelu biatka. Nastepnie
modelowane sg tancuchy boczne oraz pe¢tle (dodatkowa optymalizacje petli mozna wykonac
po uzyskaniu gotowego modelu). Proces konczy si¢ optymalizacja modelu.
Oprogramowania stuzagce do modelowania homologicznego sa dostepne w formie aplikacji
desktopowych jak rowniez w formie serwerdw on-line i maja wbudowane algorytmy
optymalizacji, np. MODELLER (Sali i Blundell, 1993).

Tak przygotowany model podlega nastepnie ocenie jakosci i weryfikacji
poprawnosci. Narzedzia stuzace do modelowania zawierajg szereg funkcji oceniajacych, na
podstawie ktorych jesteSmy w stanie wybra¢ najlepszy z uzyskanych modeli. Wybrane w
ten sposob modele nalezy poddac poglebionej ocenie jakosci (np. obliczajac wartos¢ RMSD;

rozdziat 3.2.2).

3.2.1. Modelowanie na wielu szablonach

Tradycyjnie w metodach modelowania porownawczego uzywa si¢ jednego szablonu,
ktéry wykorzystuje si¢ do modelowania struktury biatka docelowego. Taki szablon
powinien by¢ mozliwie jak najlepiej oceniany w trakcie poszukiwania homologdéw
(oceniane jest m.in. podobienstwo sekwencyjne obu biatek). Niestety nie zawsze mozliwe
jest wybranie jednoznacznie najlepszego szablonu (Venclovas i Margelevicius, 2005).
Wynika to z réznych przyczyn, m.in. biatko docelowe moze nie posiadac jednego bliskiego
homologa, na ktérego postawie mozna byloby przewidzie¢ jego strukture.

W takim przypadku mozna skorzysta¢ z metody modelowania homologicznego
opartej na wielu szablonach (ang. mutlitemplate homology modeling). Metode modelowania
wieloszablonowego po raz pierwszy zaprezentowano w eksperymencie CASP7 w 2006
roku. Podczas eksperymentu uzyto kilku serwerdéw stosowanych do automatycznego
modelowania homologicznego i przeprowadzono modelowania oparte na wielu szablonach
w celu poprawienia jakosci przewidywanych modeli. Czg§¢ z wykorzystanych w
eksperymencie serweréw (np. Zhang-server) zbudowalo w ten sposob modele o
zadowalajacych rezultatach i jakosci (Cheng, 2008).

Modelowanie homologiczne z wykorzystaniem wielu szablonéw podlega takim

samym zasadom jak modelowanie homologiczne przeprowadzone na jednym szablonie.
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3.2.2. RMSD jako wyznacznik podobienstwa strukturalnego

Jedng z najwazniejszych i1 najczesciej stosowanych miar oceny jakosci modelu jest
warto$¢ odchylenia $redniej kwadratowej pozycji atoméw — RMSD (ang. root-mean-
square deviation). Obliczenie wartosci RMSD opiera si¢ na poréwnaniu dwoch struktur,
wymaga wiec natozenia na siebie struktury modelu oraz struktury szablonu, na podstawie
ktorego przeprowadzono przewidywanie struktury modelu. Natozenie na siebie struktur
nazywane jest superpozycja (ang. superpositioning) i polega na zastosowaniu przesuni¢¢ i
rotacji jednej ze struktur tak, aby obie struktury posiadaty optymalne dla poréwnania
wspotrzedne. Nastepnie oblicza si¢ pierwiastek z sumy kwadratow réznic miedzy dwoma
zbiorami atomow natozonych na siebie struktur. Tak obliczone RMSD pokazuje, jak bardzo
dwie struktury roznia si¢ od siebie (Marti-Renom, Capriotti, Shindyalov i Bourne, 2009)

RMSD w duzym stopniu zalezy od doktadno$ci natozenia na siebie dwoch struktur i
jest silnie uwarunkowane tymi fragmentami struktur, ktére najbardziej si¢ od siebie r6znig
(Kufareva i Abagyan, 2012). Im wyzsza jest warto§¢ RMSD, tym mniejsze jest
podobienstwo porownywanych struktur. Dla modelowania homologicznego przyjmuje sie,
ze wartoéci éredniej odlegloéci pomiedzy atomami w modelu i szablonie ponizej 2A
oznaczaja model podobny do szablonu, co implikuje, iz model ma dobrg jakos$¢ 1 jest
wiarygodny.

RMSD jest najprostszg metoda oceny jakosci modelu i pozwala szybko oceni¢ jakos¢
przewidzianego modelu. Dobrg alternatywa dla RMSD jest obliczenie wartosci globalnych
odlegtosci GDT (ang. global distance test (Read i Chavali, 2007)). Ta miara jakosci modelu
sprawdzi sie, gdy przewidziana struktura zawiera wiele nieuporzadkowanych petli, ktore
moga odstawa¢ podczas naktadania struktur 1 mie¢ znaczacy wplyw na wartosci RMSD.
Poza obliczeniem wartosci RMSD i/lub GDT, nalezy réwniez podda¢ model dodatkowym
ocenom, stosujac inne metody i wykorzystujac dostepne serwery lub oprogramowanie.
Przyktadowe strategie oceny jakosci modelu oraz dedykowane im oprogramowania

opisatam w podrozdziale 3.2.3.
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3.2.3. Strategie oceny jakosci modelu

Niezaleznie od tego, czy model struktury biatka zostal opracowany za pomoca metod
modelowania homologicznego, rozpoznawania pofaldowania lub metod ab initio, modele
takie powinny zosta¢ poddane ocenie jako$ci z wykorzystaniem dedykowanych programow
(MQAP — ang. Model Quality Assesment Program). Programy stuzace do tzw. walidacji
jakosci modelu dokonujg oceny modelu odzwierciedlajacej jego wiarygodnosé
(Kryshtafovych i inni, 2016). Zazwyczaj taka ocena uwzglednia to, w jakim stopniu
oceniany model teoretyczny struktury biatka przypomina struktur¢ biatka wyznaczong
metodami eksperymentalnymi (np. za pomoca krystalografii rentgenowskiej).

Ocena taka moze opierac si¢ na podobnych zalozeniach jak metody walidacji struktur
eksperymentalnych lub moze by¢ specyficzna dla metod opartych na teoretycznym
przewidywaniu struktur. Przyktadowo moze sprawdzac, czy liczba poszczegolnych struktur
drugorzgdowych w modelu zachowuje relacje ilosciowe obecne w znanych strukturach
biatek. Inne sposoby moga opiera¢ si¢ np. na sprawdzaniu liczby grup hydrofobowych
(Feenstra, Abeln i Heringa, 2018).

Przyktadami programoéw shuzacych do oceny struktur biatek, dedykowanych dla
oceny modeli teoretycznych sa QMBRANE (Studer, Biasini i Schwede, 2014) oraz
QMEAND:isCo (Studer G. i inni, 2020) dostepne na serwerach SWISS-MODEL (QMEAN)
lub serwer PSVS zawierajacy w sobie program PROCHECK (PSVS; Yuanpeng, Powers i
Montelione, 2005).

3.3. Oddziatywania biatek i dokowanie

Biatka posiadaja zdolno$¢ do oddziatywania z innymi makromolekutami (w tym
rowniez z innymi biatkami) i szacuje si¢, ze wigcej niz 80% znanych biatek wymaga
interakcji z innymi czasteczkami, by moc petni¢ swoje funkcje (Berggéard, Linse i James,
2007). Ponadto, wiele funkcji fizjologicznych wymaga formowania si¢ kompleksow
receptor-ligand (doktadniej moga to by¢ kompleksy: biatko-ligand i/lub biatko-biatko).
Badanie wzajemnych oddziatywan biatek pokazuje nam takze, jak biatka oddziatuja ze soba
w szlakach metabolicznych i sygnalizacyjnych (Keskin, Tuncbag i Gursoy, 2016).
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Dokowanie jest metodg obliczeniowg pozwalajaca opisa¢ te oddziatywania i skupia
si¢ na odnalezieniu orientacji, w jakiej wiaza si¢ do siebie dwie molekuly o znanych
strukturach. Dokowanie zazwyczaj obejmuje dwa powigzane ze sobg aspekty: (1)
probkowanie stanéw konformacyjnych uktadu receptor-ligand, gdzie jedng czasteczke
traktuje si¢ jako ligand, a drugg jako receptor; (2) obliczenie oceny punktowej jako energii
wigzania kompleksu lub innej oceny, ktora opisuje biologiczng aktywno$¢ uzyskanego
kompleksu. Probkowanie jako wynik zwraca konformacje kompleksu receptor-ligand.
Oceny punktowe natomiast okreslaja powinowactwo receptora do wigzania liganda
(Novikov i Chilov, 2009).

Dokowanie, w przeciwienstwie do czasochtonnych 1 drogich metod
eksperymentalnych, pozwala na sprawdzenie i oceng tysigcy potencjalnych konformacji i
tysiecy roznych ligandow stosunkowo niskim kosztem. Podobnie, w przypadku badania
oddziatywan biatko-biatko, wykorzystanie dokowania molekularnego moze dostarczy¢
wielu cennych informacji, np. o resztach aminokwasowych bioragcych udzial we wigzaniu
lub pozwala wyznaczy¢ potencjalne miejsca interakcji, co na ogot utatwia przeprowadzenie
dalszych eksperymentéw. Od czasu pionierskiej pracy Kuntza i jego wspotpracownikoéw
(Kuntz, Blaney, Oatley, Langridge i Ferrin, 1982), w ktdrej po raz pierwszy opisano metodg
badania geometrycznie mozliwych dopasowani ligandow i receptorow, nastgpit znaczny
postep technologiczny, ktory pozwolit na poprawe szybkosci i precyzji obliczen (Huang i
Zou, 2010).

3.3.1. Dokowanie biatko-ligand

Dokowanie w uktadzie biatko-ligand jest narz¢dziem pomagajacym w prawidtowym
zrozumieniu interakcji zachodzacych miedzy biatkami i ich ligandami. Ten typ dokowania
jest miedzy innymi czesto uzywany na réznych etapach badan nad projektowaniem lekdw.
W dokowaniu tego typu wymagane sa dwie struktury: czasteczka liganda oraz receptor
biatkowy, bedace przedmiotem zainteresowania badania. Warto zaznaczy¢, ze ligandy s3a na
0got czasteczkami o matej masie molekularnej (Elokely i Doerksen, 2013).

Dokowanie liganda do biatkowego receptora pozwala przewidywaé sposoby
wigzania liganda do receptora w warunkach rownowagi w roztworze wodnym. Dodatkowo,
dzigki dalszym badaniom nad kompleksem biatko-ligand, mozna wytypowaé fragmenty

receptora odpowiedzialne za oddzialywanie z ligandem, niezaleznie czy s3 to cate regiony
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biatka, czy pojedyncze reszty aminokwasowe, co cz¢sto moze stuzy¢ zidentyfikowaniu reszt
potencjalnie istotnych dla funkcjonowania badanego biatka. Trzema gtéwnymi aspektami
algorytmow opisujgcych dokowanie liganda do receptora biatkowego sa: probkowanie
konformacji liganda, elastyczno$¢ biatka oraz odpowiednio dobrana funkcja oceniajaca.

Wiazanie liganda do biatka zazwyczaj skutkuje zmianami konformacyjnymi biatka
(tzw. dopasowanie indukowane, z ang. induced fit). Zmiany te moga by¢ niewielkie i
dotyczy¢ jedynie rearanzacji przestrzennej tancuchdéw bocznych biatka w jego kieszeni
wigzgcej. Zwigzanie liganda moze wigzaé si¢ jednak takze z ruchami catych domen
receptora. Ze wzglgdu na rozmiary i skomplikowanie struktur biatek (wynikajace z wielu
stopni swobody), elastycznos¢ receptora jest najtrudniejszym z wyzwan, z jakimi mierzg si¢
programy dokujace (Huang i Zou, 2010). W zwigzku z tym dostgpne metody dokowania
ro6znig si¢ od siebie w zakresie tego, w jakim stopniu zezwalajg na elastyczno$¢ biatka.

Kolejnym istotnym problemem zwigzanym z dokowaniem liganda do receptora jest
znalezienie miejsca wigzacego receptora oraz okreslenie konkretnej orientacji liganda w tym
miejscu. Zdarza si¢, ze lokalizacja kieszeni wigzacej biatka jest nieznana. W takiej sytuacji
pierwszym krokiem do przeprowadzenia poprawnych obliczen jest wytypowanie
potencjalnych miejsc wigzacych receptora. Dokowanie globalne (ang. global docking)
pozwala na przeprowadzenie probkowania liganda na calej powierzchni biatka, dzieki
czemu umozliwia identyfikacj¢ miejsca wigzania dla wybranej czasteczki wraz ze
wskazaniem korzystnych konformacji liganda. Innym sposobem identyfikacji miejsc
wigzacych moze by¢ skorzystanie z metod takich jak np. wykrywanie zaglebien w
powierzchni biatka. W obu przypadkach, po zidentyfikowaniu kieszeni wigzacych warto
dodatkowo lokalnie zadokowa¢ do niej ligand.

Dokowanie lokalne (ang. local docking) polega na probkowaniu konformacji liganda
1 wigzaniu go do receptora w okreslonym obszarze, ktory identyfikowany jest jako
powierzchnia wigzaca bialtka. Jest to podejScie wymagajace wiedzy na temat miejsc
wigzacych receptora. Informacje tego typu mogg wynika¢é z przeprowadzonych
eksperymentdéw biochemicznych lub z informacji o kieszeniach wigzacych struktur biatek
homologicznych do biatka badanego. Dokowanie lokalne jest mniej kosztowne

obliczeniowo niz dokowanie globalne, a jego wyniki sg doktadniejsze.
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3.3.2. Dokowanie biatko-biatko

Interakcje biatko-biatko (PPI ang. protein-protein interactions) mogg powodowac
utworzenie stabilnych lub przejsciowych komplekséw. Biatka oddziatuja ze sobg w sposob
przejsciowy, gdy celem okres§lonej interakcji jest uzyskanie efektu w krotkim czasie — ten
typ interakcji dominuje w przekazywaniu sygnatow. W interakcjach przejsciowych biatka
oddziatujg tymczasowo i dysocjujg in vivo (fac. na zywym). State interakcje natomiast sg
bardzo stabilne, tworzac cz¢sto permanentne kompleksy. Biatka oddziatujgce ze sobg w ,,nie
przejsciowy” sposob prawdopodobnie beda wspolnie ulegaé ekspresji i/lub beda
zlokalizowane w tym samym miejscu komorki (Nooren i Thornton, 2003).

Oddziatywania biatko-biatko mozna podzieli¢ ze wzgledu na efekt tych
oddziatywan. Biatka mogg budowac¢ homokompleksy lub heterokomleksy. Homokompleksy
zbudowane sg z takich samych podjednostek i najprostszym przyktadem jest homodimer,
czyli dimer ztozony z dwoch identycznych podjednostek. Heterokompleksy zbudowane sg
przez rozne podjednostki biatkowe (Jones i Thornton, 1996). Homooligomery najczgsciej sa
symetryczne i bardziej stabilne niz heterokompleksy (Keskin, Tuncbag i Gursoy, 2016).

Metody dokowania biatko-biatko maja wiele wspdlnego z dokowaniem matych
ligandow — wykorzystuja t¢ Ssama kombinacje algorytmow probkujacych i funkcji
oceniajgcych. Glowna roznica (a zarazem najwicksze wyzwanie) polega na tym, ze
przeszukiwana przestrzen konformacyjna w przypadku wigzania do siebie dwoch (lub
wigcej) biatek jest znacznie wigksza w poréwnaniu z tg, ktorg przeszukujemy w dokowaniu
ligand-biatko.

W przypadku dokowania biatko-biatko, podobnie jak dla dokowania ligand-biatko,
mozemy wyrdozni¢ metody dokowania globalne oraz lokalne.

W dokowaniu globalnym zazwyczaj jedna czasteczka biatka jest nieruchoma i
nazywana jest ona receptorem, podczas gdy drugie biatko, nazywane ligandem, jest
obracane wokot receptora w celu znalezienia odpowiedniej Wwzajemnej orientacji.
Dokowanie globalne konczy si¢ w momencie, w ktorym uwzglednione zostaly wszystkie
mozliwe orientacje biatek w przestrzeni probkowania. Takie podej$cie jest bardzo
kosztowne pod wzgledem obliczeniowym. Przyktadem sposobu na redukcje kosztownosci
dokowania globalnego jest wykorzystanie dyskretniej transformacji Fouriera, powszechnie

uzywanej do kompresji danych.
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Dokowanie lokalne wykorzystuje informacje o strukturze powierzchni bialek takie
jak np. ptasko$¢ powierzchni czy regiony hydrofobowe. Takie cechy obu bialek sg nastepnie
do siebie dopasowywane w trakcie dokowania w celu uzyskania odpowiedniej
komplementarnosci pomigdzy nimi. W tym podej$ciu wykorzystuje si¢ jedynie informacje
o zasiggu lokalnym wzgledem catej powierzchni biatek (Keskin, Tuncbag i Gursoy, 2016).

W obu podejsciach mozna wykorzysta¢ informacje biochemiczne, biofizyczne lub
chemiczne na temat miejsc i rodzaju interakcji zachodzacych pomigdzy badanymi biatkami,
jezeli takowe sg znane. Dostepne dane pozwalaja na zawezenie obszaru poszukiwan i
zwigkszenie doktadnosci obliczen. W  przypadku braku dostepnych danych
doswiadczalnych mozna skorzysta¢ z komputerowych metod przewidywania interakcji

biatko-biatko. Niektore z tych metod opisuje Szerzej w punkcie 3.3.3.

3.3.3. Obliczeniowe metody przewidywania regiondw wigzania

Obok dokowania istniejg tez inne metody przewidywania miejsc wigzacych ligandy
czy miejsc wigzania w interakcjach biatko-biatko. Moga one by¢ stosowane jako dopetnienie
lub wstegpne zatozenia metod dokowania molekularnego.

Metody przewidywania regiondw wigzania bazujacych na  strukturze
trojwymiarowej biatek opieraja si¢ na tym, ze wigkszos¢ matych ligandéw dokuje si¢ do
zaglebien i wglebien wystepujacych na powierzchni biatek (Sotriffer i Klebe, 2002). Jedna
z popularnych metod jest metoda skupiona na poszukiwaniu specyficznych cech
geometrycznych na powierzchni biatka. Podstawowg ideg metod opartych na pomiarach
geometrii przestrzennej jest zlokalizowanie duzych zaglebien w strukturze biatka, ktore
moglyby by¢ kieszeniami wigzacymi ligandy.

Inne metody przewidywania miejsc wigzania bialek oparte sa, podobnie jak
modelowanie homologiczne, na szablonach strukturalnych. Metody te polegaja na
wyszukaniu w coraz bogatszych bazach danych biatek homologicznych, ktore majg znane
kieszenie wigzace. Na postawie zestawien sekwencji identyfikuje si¢ regiony
odpowiedzialne za wigzanie liganda w biatku docelowym.

Rozw¢j technologii komputerowych umozliwil powstanie metod przewidujacych
miejsca wigzania opartych na rozwigzaniach sztucznej inteligencji, takich jak algorytmy
uczenia maszynowego (ang. machine-learning) czy gl¢bokiego uczenia (ang. deep-learning)
(Zhao, Cao i Zhang, 2020).
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3.4. Symbioza metod obliczeniowych i eksperymentalnych

W przypadku, gdy nie znamy struktury badanego biatka modelowanie molekularne,
dokowanie ligandow oraz inne techniki bioinformatyczne, pozwalaja nam nie tylko uzyskac
kontekst do interpretacji danych biochemicznych i biologicznych, ale takze ulatwiaja
projektowanie oraz kierowanie eksperymentami. Z kolei informacje znalezione Ilub
potwierdzone podczas badan laboratoryjnych pozwalaja na poprawienie jakos$ci oraz
doktadnosci modeli komputerowych oraz ich kontekstow. Ze wzgledu na silny zwigzek
migdzy struktura a funkcja molekul modele teoretyczne w polaczeniu z danymi
doswiadczalnymi mogg zbudowac spdjny obraz procesow, zjawisk czy interakcji.

Przyktadem takiego hybrydowego dziatania, ktore taczy w sobie zarowno metody
obliczeniowe jak i laboratoryjne jest opublikowany w 2015 roku protokét opisujgcy
doswiadczalne modelowanie molekularne kompleksow biatko-biatko z udzialem biatek
GPCR (Kufareva, Handel i Abagyan, 2015).

Symulacje przeprowadzane za pomocg metod in silico wspomagaja rowniez
eksperymenty o wysokim stopniu skomplikowania poprzez mniej kosztowne sprawdzanie
wstepnych hipotez lub modelowanie zmian zachodzacych w uktadach czasteczek, ktore sa
trudne do zaobserwowania w trakcie przeprowadzania eksperymentu in vitro (fac. w szkle).
W ten sposéb w 2020 Andoh 1 inni sprawdzili roznice we wlasciwosciach
fizykochemicznych pomiedzy dwoma listkami dwuwarstwy lipidowej (Andoh, Hayakawa i
Okazaki, 2020).

3.5. Bacillus subtilis

Laseczka sienna (Bacillus subtilis) jest bakteriag Gram-dodatnia, odkrytg i opisang w
1835 roku przez niemieckiego uczonego Christiana Gottfrieda Ehrenberga. B. subtilis
powszechnie wystepuje w glebie, spotyka si¢ ja rowniez w przewodzie pokarmowym ludzi
i zwierzat. Nalezy do rodziny Bacillaceae (Cohn, 1872) i jest jedna z najlepiej poznanych
bakterii, dzieki czemu jest uzywana jako modelowy organizm w badaniach nad bakteriami
Gram-dodatnimi, a takze m.in. do badan nad sporulacjg (Errington, 2003), morfogeneza
(Errington, 1993) czy organizacja dwuwarstwy lipidowej (Nickles i inni, 2017). B. subtilis

byt pierwszg Gram-dodatnig bakteria, ktorej genom zsekwencjonowano (Kunst i inni, 1997).
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Bakterie z rodzaju Bacillus posiadajag zdolno$¢ do tworzenia metabolicznie
nieaktywnych form, zwanych przetrwalnikami lub sporami — tworzone sg one, gdy
srodowisko zewnetrze staje si¢ niekorzystne dla wzrostu bakterii. Mechanizm ten pozwala
bakterii przetrwaé w niesprzyjajacych warunkach nawet przez wiele lat.

Przetrwalniki  niektérych  gatunkéw  Bacillus sg gléwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za psucie si¢ zywnos$ci (B. cereus), stanowig rowniez zrodto chordb
zwierzat i ludzi (B. anthracis), a takze stanowig zrodlo zagrozenia bioterrorystycznego,
przez co sg przedmiotem niestabngcego zainteresowania naukowcow (Setlow i Johnson,

2012).

3.5.1. Budowa i wlasciwosci przetrwalnikow

Przetrwalniki sg nieaktywnymi metabolicznie formami komorki, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka odpornoscig na szkodliwe czynniki srodowiskowe. Za takie
czynniki uznaje si¢ miedzy innymi: brak wody, substancji odzywczych, wysoka i niskg
temperature, promieniowanie UV, a takze niekorzystne pH. Przetrwalniki bakteryjne
powstaja w procesie zwanym sporulacja i charakteryzuja si¢ znacznym stopniem
odwodnienia, co w potaczeniu z ich specyficzna, wielowarstwowa budowa zapewniajaca
wysoka odporno$¢ na wyzej wymienione czynniki, pozwala bakterii przetrwa¢ w takiej
formie przez wiele lat bez utraty zdolnosci do kietkowania, czyli powrotu komoérki do formy
wegetatywnej (Setlow P. , 2006; Setlow P. , 2014).

Rysunek 1 przedstawia uproszczony schemat budowy przetrwalnika B. subtilis.
Najbardziej zewnetrzng warstwa spory jest skorupa (ang. crust). Pod skorupa znajduje si¢
ptaszcz, ktory otacza btong zewngtrzng. Blona zewngtrzna umiejscowiona jest nad korg
przetrwalnika zbudowang ze zmodyfikowanego peptydoglikanu. Kolejng warstwa
rozciagajacg si¢ pod Sciang komorkowa jest wewnetrzna btona przetrwalnika. W tej blonie
zlokalizowana jest wigkszo$¢ bialek i receptorow biorgcych udzial w procesie kietkowania
przetrwalnika. Pod wewnetrzng btong znajduje si¢ rdzen, ktdry zawiera materiat genetyczny,
rybosomy oraz wigkszo$¢ enzymow. Rdzen ma bardzo niskg zawartos¢ wody, zawiera za to
duze ilosci kwasu dipikolinowego (kwas pirydyno-2,6-dikarboksylowy, DPA, ang.

dipicolinic acid), ktory uwalniany jest w procesie kietkowania (Setlow P. , 2006).
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Rysunek 1: Schematyczna budowa przetrwalnika B. subtilis. Zaadaptowano z (Setlow P. , 2014).

3.6. Kielkowanie przetrwalnikow

Kietkowanie przetrwalnikow (germinacja, ang. germination) jest nieodwracalnym
procesem powrotu spor do formy wegetatywnej. Kietkowanie mozna podzieli¢ na dwie fazy,
po ktorych nastgpuje etap zwany z ang. outgrowth. Rozpoczyna si¢ ono niemal natychmiast
po wykryciu w srodowisku induktoréw tego procesu (germinantéw). Raz rozpoczety, proces
kietkowania begdzie postgpowal nawet po usunigciu germinantow ze Srodowiska
(Paidhungat i Setlow, 2002).

Bakteryjne endospory musza nieustannie monitorowa¢ srodowisko zewnetrzne, by
w odpowiednim momencie, gdy warunki srodowiskowe stang si¢ bardziej korzystne,
zainicjowaé proces kietkowania (germinacji). Sygnatem biochemicznym do rozpoczgcia
germinacji moze by¢ wzrost st¢zenia specyficznych induktoréw — germinantow — w
srodowisku spory oraz czynnik fizyczny jakim jest wysokie ciSnienie hydrostatyczne.

Inicjacja procesu kietkowania indukowanego przez germinanty zachodzi poprzez
receptory kietkowania (RK) (Setlow P. , 2006; Setlow P. , 2014). Do tej pory
scharakteryzowano trzy receptory kietkowania bakterii B. subtilis: GerA, GerB oraz GerK,
zlokalizowane w wewnetrznej blonie przetrwalnika. Wszystkie wymienione receptory

zwigzane sg z odpowiedzig na ro6zne induktory kietkowania (Hudson i inni, 2001; Moir,
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Kemp, Robinson i Corfe, 1994). Kietkowanie Ger-A zalezne indukowane jest przez
interakcje z L-alaning i/lub L-waling, natomiast receptory GerB i GerK wspdlnie inicjuja
kietkowanie w obecnosci mieszaniny AGFK (L-asparaginian, D-glukoza, D-fruktoza oraz
jony potasu) (Paidhungat i Setlow, 2000).

Jak wspomniano wyzej, inicjacja kietkowania przetrwalnikow Bacillus subtilis moze
réwniez zachodzi¢ pod wplywem wysokiego cisnienia (Gould i Sale, 1970). W zaleznosci
od warto$ci przylozonego cisnienia hydrostatycznego kietkowanie rozpoczyna si¢ poprzez
aktywacj¢ receptorow kietkowania (100-350 MPa) lub poprzez bezposrednie uwalnianie
jonow Ca?*DPA (350-600 MPa) z pominieciem receptoréw kietkowania (Paidhungat M. i
inni, 2002; Wuytack, Soons, Poschet i Michiels, 2000).

Proces kietkowania przetrwalnikow Bacillus subtilis to proces, na ktory sktada sig
kilka etapéw. Pierwsze etapy skupione sa wokot zmian zachodzacych w samym
przetrwalniku — pierwsze zmiany powoduja uwodnienie rdzenia oraz utrat¢ odpornosci
przetrwalnika. Pojawienie si¢ wody w strukturze przetrwalnika skutkuje degradacja kory
oraz zmianami w obrgbie dalszych warstw spory. Proces uwodnienia spory prowadzi
ostatecznie do powrotu do formy wegetatywnej (etap outgrowth) oraz wznowienia
metabolizmu (Powell i Strange, 1953; Moir, 2006; Setlow, Wahome i Setlow, 2008).

3.7. Receptory kietkowania

Receptory kietkowania (RK) odpowiedzialne sg za specyficzne inicjowanie procesu
kietkowania przetrwalnikow. RK zbudowane sg z trzech podjednostek: A, B oraz C.
Wszystkie podjednostki sa niezbgdne do ich prawidlowego funkcjonowania, a utrata
ktorejkolwiek z nich skutkuje unieczynnieniem receptora.

Dodatkowo, poza receptorami kietkowania, w procesie odpowiedzi na germinanty
udziat bierze biatko GerD (Pelczar, lgarashi, Setlow i Setlow, 2007). GerD jest
prawdopodobnie zakotwiczone w wewngtrznej blonie przetrwalnika 1 jest odpowiedzialne
za poprawng klasteryzacje receptoréw. Receptory kietkowania, wraz z lipoproteing GerD
skupione sg w jednym miejscu w wewngtrznej blonie przetrwalnika i miejsce to nazywane
jest germinosomem. Germinosom z kolei swoja organizacja przypomina kompleks
chemoreceptoréw E. coli (Griffiths, Zhang, Cowan, Yu i Setlow, 2011; Korza i Setlow,
2013; Hudson i inni, 2001).
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3.7.1. Receptor kietkowania GerA

Receptor GerA cieszy si¢ szerokim zainteresowaniem badaczy i pojawia si¢ w wielu
publikacjach zwigzanych z procesem kietkowania przetrwalnikow B. subtilis. Jednakze,
pomimo obszernych badan, mechanizm dziatania, struktura oraz stechiometria podjednostek
pozostajg niewyjasnione. Receptor GerA, podobnie jak inne receptory kietkowania sktada
si¢ z trzech podjednostek. Tworzg go biatka GerAA, GerAB oraz GerAC. Sekwencja
aminokwasowa biatkka GerAB wykazuje stabg homologie do podrodziny
jednosktadnikowych blonowych transporterow bakterii, natomiast podjednostki A i C nie
wykazuja homologii sekwencyjnej z innymi opisanymi biatkami (Moir, 2006; Jack, Paulsen
i Saier, 2000). Wszystkie podjednostki sg natomiast homologami odpowiednich
podjednostek receptorow GerB 1 GerK, a takze biatek budujacych receptory kietkowania
innych gatunkow bakterii tworzacych spory.

Jak juz wspomniano w poprzednich akapitach, receptor GerA zlokalizowany jest w
wewnetrznej btonie przetrwalnika, a dwie z jego podjednostek sg integralnymi biatkami
blonowymi. Przewiduje si¢, ze podjednostka GerAA, zbudowana z 482 reszt
aminokwasowych, sktada si¢ z dwoch domen hydrofilowych: wigkszej N-terminalnej i
mniejszej C-terminalnej, oraz z domeny transmembranowej zbudowanej z 4-6 o-helis
perforujacych btong (Wilson, Carlson, Janes i Hanna, 2012; Korza i Setlow, 2013). W
ostatnim czasie okres$lono strukture rozpuszczalnej domeny biatka homologicznego do
GerAA (Liiinni, 2019). Podjednostka GerAB (365 aa) jest integralnym biatkiem btonowym
z przewidzianymi 10 helisami transmembranowymi oraz koncami (zarowno N-, jak i C-
koncem) zlokalizowanymi w cytoplazmie (Cooper i Moir, 2011). Trzecia z podjednostek,
lipoproteina GerAC (373 aa), nie jest integralnym biatkiem blonowym, natomiast
najprawdopodobniej jest przymocowana do btony za pomocg kotwicy diacyloglicerolowe;j
potaczonej z reszta cysteiny w pozycji 18. Badania pokazuja, ze taka kotwica jest czgsto
kluczowa dla poprawnego funkcjonowania receptorow kietkowania (Vreeland, Rosenzweig
I Powers, 2000).
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Rysunek 2: Schemat budowy i rozmieszczenia podjednostek receptora GerA w wewnetrznej blonie
przetrwalnika.

3.7.2. Interakcje receptora z germinantami

Receptor GerA indukuje kietkowanie przetrwalnikéw B. subtilis w obecnosci L-
alaniny i/lub L-waliny. Wedlug badan D-alanina jest silnym inhibitorem procesu
kietkowania rozpoczgtego przez ten receptor. Wszystkie podjednostki receptora GerA sa
niezbedne do jego prawidlowego funkcjonowania, aczkolwiek funkcje poszczegolnych
podjednostek nie sg poznane (Griffiths, Zhang, Cowan, Yu i Setlow, 2011).

Dowody na to, ze biatka receptora bezposrednio oddzialuja z germinantami
pochodza jedynie z badan dotyczacych analizy wptywu roznych mutacji na funkcjonowanie
tego receptora. Zbadany zostal wptyw substytucji aminokwasow w sekwencji biatek GerAB
(Cooper i Moir, 2011; Sammons, Moir i Smith, 1981) oraz GerAA (Mongkolthanaruk,
Cooper, Mawer, Allan i Moir, 2011) na zdolno$¢ przetrwalnikow do kielkowania w
obecnosci L-alaniny, a takze na obecno$¢ podjednostek receptora GerA w germinosomie.
Receptory, w ktorych sklad wchodzily mutanty biatka GerAB z substytucjami L24F oraz
T1921 wymagaty wyzszego stezenia L-alaniny do rozpoczecia procesu kietkowania. Zmiany
aminokwasow w bogatym w proliny motywie PFPP biatka GerAA wykazaly wigksza
odpowiedz receptora na niskie stezenia L-alaniny i jej analogéw, co wigzato si¢ z szybszym
inicjowaniem procesu kietkowania w obecnosci niskiego st¢zenia germinantow, aczkolwiek
w efekcie powrot do stanu wegetatywnego trwat dluzej niz w sporach typu dzikiego.
Substytucje E330A oraz E335A podjednostki A skutkujg brakiem kietkowania w obecnos$ci
L-alaniny, co zwigzane jest ze zmniejszeniem ilo$¢ biatka GerAC obecnego w receptorze o

95% (Moir, Lafferty i Smith, 1979).
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Aktualny model procesu kietkowania zaktada, ze germinant przedostaje si¢ do
wewnetrznej btony spory, gdzie inicjuje nieznany jeszcze mechanizm przesytania sygnatu,
ktory rozpoczyna proces kietkowania (Hudson i inni, 2001). Germinant wchodzi w
interakcje z podjednostka A 1 B. Ewolucyjne pokrewienstwo biatka GerAB z nadrodzing
btonowych bialek transportowych sugeruje, ze moze ono (GerAB) bra¢ udzial w wigzaniu

liganda (Tharckay, Behravan, Southworth i Moir, 2001).

3.8. Germinosom

Receptory kietkowania oraz biatka GerD 1 SpoVA odgrywaja istotng role we
wcezesnych etapach kietkowania indukowanego germinantami i wszystkie te komponenty
znajduja si¢ w wewnetrznej blonie przetrwalnika. Badania pokazuja, ze poszczegodlne
receptory kietkowania wspotpracuja ze sobg w trakcie indukowania procesu kietkowania
(lgarashi i Setlow, 2005). Biorgc pod uwage ograniczong mobilno$¢ podjednostek
receptorOw w wewnetrznej blonie przetrwalnika (Cowan, Koppel, Setlow i Setlow, 2003),
uwaza si¢, ze biatka receptorow moga by¢ zlokalizowane w jednym miejscu lub by¢ zebrane
w formie klastra jeszcze przed zainicjowaniem kietkowania — przypominatoby to sposob
organizacji receptoroéw chemotaksji wielu bakterii (Kentner i Sourjik, 2006). Biatko GerD
prawdopodobnie oddzialuje z RK, utatwiajgc im skupienie si¢ w jednym miejscu zwanym

germinosomem.

3.8.1. Rola biatka GerD w procesie kietkowania

Mechanizm przekazywania sygnatu inicjujgcego proces kietkowania pomigdzy
podjednostkami receptorow oraz pozostatymi sktadnikami procesu nie jest jeszcze poznany.
Wyniki badan pokazuja, ze utrata biatka GerD znaczaco spowalnia proces kietkowania
przetrwalnikow bazujacy na receptorach kietkowania (Pelczar, lgarashi, Setlow i Setlow,
2007). Z badan nad strukturg i rolg biatka GerD w procesie kietkowania wyltania si¢ model,
wedtug ktérego GerD jest biatkowym rusztowaniem utatwiajacym skupianie si¢ RK w
germinosom. Ponadto GerD moze rowniez odgrywac role mediatora w procesie

przekazywania sygnalu inicjujacego kietkowanie.
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Badania struktury biatka GerD bakterii Geobacillus stearothermophilus pokazuja, ze
formuje ono dimery, trimery i/lub kompleksy oligomeryczne wyzszego rzedu. GerD jest
prawdopodobnie biatkiem peryferycznym, zakotwiczonym w wewnetrznej blonie
przetrwalnika za pomoca kotwicy diacyloglicerolowej. Trimer GerD z kolei moze
samodzielnie tworzy¢ struktury wyzszego rzedu i prawdopodobnie skupia si¢ w jednym

miejscu wewnetrznej btony (Li i inni, 2014; Pelczar i Setlow, 2008).

3.8.2. Organizacja receptorOw w procesie chemotaksji

Chemotaksja jest systemem identyfikowanym u wielu gatunkoéw bakterii m.in. u
bakterii z rodzaju Bacillus. Chemotaksja okreslana jest jako ruch bakterii w kierunku
zgodnym z rosngcym gradientem korzystnych czynnikow i/lub ucieczka od substancji
szkodliwych. Tworzenie lub kietkowanie spor sa procesami indukowanymi poprzez
wykrywanie braku lub obecnosci odpowiednich substancji w zewnetrznym $rodowisku
bakterii. Oba systemy behawioralne opieraja si¢ zatem na monitorowaniu Srodowiska
bakterii 1 reagowaniu na zachodzace w nim zmiany.

W procesie skupiania receptorow kielkowania w geminosom znajdujacy si¢ w
wewnetrznej blonie przetrwalnika dopatruje si¢ szeregu podobienstw do przestrzennej
organizacji chemoreceptorow, bioracych udziat w procesie chemotaksji (Griffiths, Zhang,
Cowan, Yu i Setlow, 2011). Doktadne przyjrzenie si¢ receptorom chemotaksji moze
dostarczy¢ odpowiedzi na pytania dotyczace organizacji receptora GerA w wewnetrzne]
btonie przetrwalnika oraz interakcji zachodzacych migdzy podjednostkami receptora, a
takze migdzy receptorem a innymi biatkami zaangazowanymi w inicjowanie procesu
kietkowania.

Badania pokazuja, ze receptory chemotaksji E. coli znajdujag si¢ w blonie
komorkowej, a bliskie zalezno$ci pomigedzy receptorami odpowiadajacymi na rozne ligandy
sa istotne w szlaku sygnalizacyjnym (Shrout, Montefusco i Weis, 2003). Receptory
chemotaksji bakteryjnej sa niezwykle czule na zmiany w chemicznym $rodowisku bakterii.
Gromadzenie receptoréw w jednym miejscu moze by¢ zwigzane z ich wysoka wrazliwos$cia
na wspomniane wyzej zmiany w otoczeniu (Kim, Wang i Kim, 2002).

Wyniki badan sugeruja, ze wigzanie liganda do receptora chemotaksji nie wplywa na
zmian¢ stanu oligomerycznego receptora w obrebie kompleksu sygnalizacyjnego. Tym

samym podejrzewa si¢, ze interakcje receptora z ligandem zachodzg w juz stabilnym
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kompleksie chemoreceptora. Taka obserwacja kontrastuje z mechanizmem dziatania innych
systemow receptorowych, w ktorych wlasnie wigzanie liganda powoduje zmiany w
strukturze czwartorzedowej oligomerdw.

Minimalng jednostkg strukturalng receptora chemotaksji jest symetryczny
homodimer. Najcze$ciej taki dimer wigze pojedyncza molekute liganda. Wnioski ptynace z
kilku niezaleznych badan pokazuja, ze tworzony przez dimery receptoréw oligomer

przyjmuje forme trimera, co stanowi rdzen aktywnego kompleksu sygnalizacyjnego (Falke,
2002).

3.9. Btlony lipidowe

Lipidy sa zroznicowang grupa zwigzkow chemicznych spokrewnionych z kwasami
thuszczowymi. Lipidy petnia trzy gtowne funkcje w organizmach zywych. Uzywane sa jako
magazyny energii — funkcjonuja one jako magazyny rezerw kalorycznych, ale takze
dostarczaja kwasow tluszczowych oraz sktadnikow sterylowych do biogenezy blony. Z tego
wynika druga funkcja lipidéw — polarne lipidy formuja macierz blony komodrkowej, ktora
sklada si¢ z czgéci hydrofobowej i hydrofilowej. Dodatkowo lipidy moga zachowywac si¢
jak nosniki informacji w przekazywaniu sygnatow oraz w molekularnych procesach
rozpoznawania innych czasteczek (np. domeny btonowe wychwytujace biatka z cytozolu)
(van Meer, Voelker i Feigenson, 2008).

Lipidy oraz biatka s3 dwoma podstawowymi sktadnikami bton. Struktura btony jest
wzmacniania przez szereg oddzialywan chemicznych. Obszary polarne blony zdominowane
sa przez oddziatywania elektrostatyczne, natomiast w obszarach niepolarnych dominuja
oddziatywania van der Waalsa oraz oddziatywania hydrofobowe.

W blonach lipidowych wyrdézni¢ mozemy trzy gtowne cechy charakterystyczne:

I.  plynnos¢ — sktadniki blony moga znajdowac si¢ w ruchu,
ii.  asymetryczno$¢ — sktad chemiczny btony moze si¢ r6zni¢ pomigdzy listkami,
iii.  heterogenicznos¢ — rdézne rodzaje substancji w plaszczyznie blony majg

niejednorodny rozktad (Slésarek, 2011).
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3.9.1. Modelowanie bton fosfolipidowych

Techniki eksperymentalne majace na celu ustalenie organizacji blon stajg si¢ coraz
bardziej zaawansowane. Jednakze, szczegotowa organizacja bton fosfolipidowych okazuje
si¢ trudna do zbadania na poziomie molekularnym przy uzyciu, nawet zaawansowanych,
technik eksperymentalnych poniewaz sg to struktury bardzo dynamiczne, zbudowane z
wielu zmiennych w czasie komponentéw. Szczegotowa informacje o budowie bton moga
dostarczy¢ wyniki badan opartych na symulacjach komputerowych. Mozna tego dokonaé
przy uzyciu technik takich jak dynamika molekularna (DM), ktéra umozliwia opisanie
interakcji pomiedzy wszystkimi komponentami symulowanego systemu na poziomie
atomowym, jezeli zapewni si¢ im odpowiednig moc obliczeniowa (Marrink i inni, 2019).

Pierwsze doniesienia o symulacji DM substancji powierzchniowo czynnych i
lipidow ukazaty si¢ w latach 80-tych, krotko po pierwszej publikacji dotyczacej symulacji
biatek (Mccammon, Gelin i Karplus, 1977).

Zasadnicza trudno$¢ w zbudowaniu modelu kompleksu biatko-blona wynika z
problemu, jakim jest zanurzenie biatka w modelu btony. Istniejg dwie metody powszechnie
uzywane do budowania realistycznych komplekséw biatko-btona.

W pierwszej metodzie, podobne do lipidow pseudoatomy sg rozprowadzone wokot
biatka, a nastepnie sa pojedynczo zamieniane molekutami lipidow. Pojedyncze lipidy sa
wybierane z biblioteki lipidow dostgpnej w wybranym oprogramowaniu, ktdra zawiera
roézne konformacje czasteczek lipidow. Ta metoda, nazywana replacement method, pozwala
na tatwe kontrolowanie rozmiaru systemu i liczby lipidow.

Druga metoda, insertion method, polega na tym, ze we wstgpnie zrownowazonym
modelu blony lipidowej tworzy si¢ otwdr, w ktdrym nastgpnie zanurza si¢ biatko blonowe.
Ta metoda zapewnia dobrze zrobwnowazony model blony. Metoda ta wymaga mniej czasu
oraz mocy obliczeniowej, jest jednak ograniczona rozmiarem budowanego systemu oraz
ksztattem biatka — nadaje si¢ dla biatek o regularnych lub cylindrycznych ksztaltach (Jo,
Kim i Im, 2007).

30



3.9.2. Model bton biologicznych B. subtilis

Ekstrakty lipidowe mogg dostarczy¢ informacji na temat kompozycji naturalnych
dwuwarstw lipidowych, jednakze nie uwzgledniaja w pelni ztozono$ci systemow, poniewaz
nie zawieraja informacji dotyczacych istotnych kwestii jak organizacja czy asymetria
warstw blony. Sa one jednak dobrym punktem wyjSciowym do badania sktadu btony i
modeli. Modelowy ekstrakt lipidowy B. subtilis zawiera fosfatydyloetanoloamine (PE),
fosfatydyloglicerol (PG), kardiolipiny (CL), lipidy lys-PG (lizylo-fosfatydyloglicerol) oraz
okoto 30% neutralnych lipidow (gléwnie diacyloglicerol DAG) (Bishop, Rutberg i
Samuelsson, 1967; Clejan, Krulwich, Mondrus i Seto-Toung, 1986; Den Kamp, Redai i Van
Deenen, 1696; Kawai i inni, 2004).

Na podstawie tego ekstraktu zbudowany zostat model blony fosfolipidowej imitujacy
naturalne btony B. subtilis. Skonstruowano model zawierajacy 420 lipidow w kazdej z
warstw, o skladzie bazujacym na wspomnianym wyzej ekstrakcie lipidowym. Nastepnie,
model poddano symulacjom dynamiki molekularnej przy uzyciu oprogramowania
GROMACS (Pronk i inni, 2013). Symulacje zostaly przeprowadzone w czasie 1us, w
siedmiu stanach temperaturowych od 2 do 37°C w interwatach 5°C (Nickels i inni, 2017).
Model ten jednak nie uwzglednia podziatu na btony wewngtrzne i zewnetrzne. Niemniej,
stanowi dobry punt startowy w tworzeniu modelu blony wewnetrznej przetrwalnika B.
subtilis. Doktadna kompozycja ekstraktu lipidowego opisana jest na wykresach
zaprezentowanych na rysunku 3 oraz rysunku 4. Najczes$ciej] w ekstrakcie wystepuja
fostatydyloetanoloaminy oraz diaglicerol. Obecne w ekstrakcie kwasy tluszczowe
zbudowane s3 z 14 do 17 atomow wegla, przy czym najwigkszy odsetek stanowia tancuchy

boczne o 15 atomach wegla zawierajace rozgatgzienia typu iSo- oraz anteiso-.
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Rysunek 3. Po prawej stronie znajduje si¢ wykres przedstawiajacy sktad ekstraktu lipidowego B. subtilis:
grupy gtéwne. Po lewej — struktura grup glownych czterech lipidow najczesciej wystepujacych w
ekstrakcie. Na podstawie (Pronk i inni, 2013).
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Rysunek 4. Po prawej stronie znajduje si¢ wykres przedstawiajacy sktad ekstraktu lipidowego B. sublitis:
kwasy tluszczowe. Wszystkie kwasy tluszczowe sa nasycone, glownie maja rozgat¢zione tancuchy i
zawieraja 14-17 atomow wegla. Po lewej — struktury siedmiu gtownych kwasoéw thuszczowych
wystepujacych w ekstrakcie. Na podstawie (Pronk i inni, 2013).
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3.10. Znaczenie badan nad strukturg receptora GerA

Brak okreslonych struktur trzeciorzgdowych biatek GerAA, GerAB, GerAC
budujacych receptor kietkowania GerA oraz biatka GerD, ktére odpowiada za poprawne
formowanie si¢ germinosomu, prowadzi do istotnych brakéw w zrozumieniu mechanizmu
dziatania oraz relacji funkcji 1 struktury tego receptora. Nieznane sg tak istotne informacje
jak przestrzenna budowa catego receptora oraz to, w jaki sposob podjednostki oddziatujg ze
soba. Badania, w ktorych podjeto probe okreslenia liczby poszczegdlnych podjednostek
biatkowych receptora kietkowania w przetrwalnikach pokazujg, Ze stosunek
stechiometryczny podjednostki A i C wynosi 1:1 (Steward i Setlow, 2013). Badania
wskazuja na zachodzenie interakcji pomiedzy podjednostkami A i B receptora (Moir, Kemp,
Robinson i Corfe, 1994; Paidhungat i Setlow, 1999), inne badania sugeruja rowniez, ze
biatko GerAC oddziatuje z biatkami GerAA i GerAB (lgarashi i Setlow, 2005).

Zbudowanie modeli teoretycznych struktur biatek receptora kietkowania pozwoli na
zrozumienie zalezno$ci migdzy strukturg oraz funkcjg receptora, a takze na wyznaczenie
potencjalnych miejsc wigzania ligandow. Modele struktury receptora i jego orientacji w
modelu wewngtrznej blony przetrwalnika beda stanowity kolejny element niezbedny w
badaniach majacych na celu wyjasnienie mechanizmu dziatania receptora. Znajomos$¢
mechanizmu inicjacji procesu kietkowania jest istotna w opracowaniu nowych metod
umozliwiajagcych  eliminacje¢ przetrwalnikow z  produktdéw  spozywczych oraz
minimalizujacych zagrozenie zwigzane z rozwojem chorob wywotlanych przez przetrwalniki

innych bakterii.

4. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy badawczej bylo zbudowanie modeli teoretycznych biatek
wchodzacych w sklad receptora GerA oraz na ich podstawie, zbudowanie modelu receptora.

Drugim celem bylo zbadanie potencjalnych miejsc wigzacych germinanty w receptorze
GerA.
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5. MATERIALY I METODY

5.1. Przewidywanie struktur drugorzedowych

Przewidywanie struktur drugorzedowych kazdego z badanych biatek wykonatam z
uzyciem algorytmu JPred (Drozdetskiy, Cole, Procter i Barton, 2015). Wyniki
przewidywania struktur drugorzedowych w dalszych cz¢sciach pracy szczegdtowo

poréwnatam z wynikami modelowania homologicznego struktur trzeciorzedowych.

5.2. Przewidywanie regionéw transblonowych

Przewidywanie regionéw transbtonowych biatek GerAA i GerAB przeprowadzitam
z uzyciem trzech niezaleznych narzedzi: TMAP (Persson i Argos, 1994; Persson i Argos,
1996), TPred (Hofmann i Stoffel, 1993) oraz TMHMM (Sonnhammer, von Heijne i Krogh,
1998).

5.3. Wyszukiwanie homologéw i zestawiania sekwencji

Szablony wykorzystane w modelowaniu homologicznym zostaly przeze mnie
znalezione przy pomocy serwera I-Tasser (Yang i inni, 2015; Roi, Kucukural i Zhang, 2010;
Zhang, 2008). I-Tasser jest powszechnie wykorzystywanym narzedziem do przewidywania
struktur oraz funkcji biatek. W pierwszym etapie swoich przewidywan definiuje strukturalne
szablony na podstawie zasobow bazy danych PBD oraz wielokrotnego nawlekania (ang.
multi threading). Najlepiej oceniane struktury homologiczne, wykorzystane przez I-Tasser
do przewidywania struktur podjednostek GerA, zostaly wybrane jako szablony do
modelowania molekularnego przeprowadzanego w ramach niniejszych badan.

Zestawienia sekwencji (PSA, ang. pairwise sequence alignment) wykonatam z
uzyciem algorytmu EMBOSS Matcher, ktéry identyfikuje lokalne podobienstwa pomigdzy
dwoma sekwencjami i jest oparty na aplikacji Laling Billa Pearsona wersji 2.0u4 z roku
1996. PSA dla globalnych podobienstw sekwencyjnych zostaly wykonane z uzyciem
narz¢gdzia EMBOSS Needle, ktore wykorzystuje algorytm Needleman-Wunsh (PSA).

Wszystkie zestawiania zostaly wykonane na postawie macierzy BLOSUMG62. Zestawienia
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wielosekwencyjne (MSA, ang. multiple sequence alignment) dla modelowania na wielu
szablonach dla podjednostki GerAB przeprowadzitam z uzyciem algorytmu MUSCLE i/lub
MAFFT (MSA).

5.4. Przewidywanie struktur trzeciorzedowych

Modelowanie homologiczne podjednostek receptora kietkowania GerA oraz biatka
GerD wykonalam przy uzyciu oprogramowania MODELLER w wersji 9.14. Modele
teoretyczne obliczytam z uwzglednieniem ograniczen przestrzennych, na ktorych opiera si¢
modelowanie porOwnawcze wykonywane przez zaimplementowane w oprogramowaniu
MODELLER algorytmy. Optymalizacja struktur oraz minimalizacja energii wykonatam
przy uzyciu domyS$lnych parametrow uzywanych w protokotach MODELLERa.
Wygenerowane modele sklasyfikowatam na podstawie punktacji funkcji oceniajacych
GA341 oraz DOPE, a nast¢pnie poddane dodatkowej ocenie jakosci (Webb i Sali, 2016;
Marti-Renom, Stuart, Fiser, Melo i Sali, 2000; Sali i Blundell, 1993).

Model biatka GerAA budowatam dwukrotnie. Pierwszy model wykonatam przed
publikacjg struktury bliskiego homologa tego biatka i uzytam modelowania
wieloszablonowego. Szablony wybratam przy pomocy serwera I-Tasser, do modelowania
wykorzystano fragmenty szablonow, ktore wskazane zostaty podczas globalnych i lokalnych
zestawien sekwencji jako najbardziej podobne do sekwencji biatka docelowego.
Modelowanie przeprowadzitam na nastgpujacych szablonach: 3K07 ( (Long i inni, 2010)
fragment 61-569), 4MT1 ( (Lei i inni, 2014) fragment 54-501) oraz 4ADNT ( (Su i inni, 2012)
fragment 59-555) z wymuszeniem utworzenia si¢ helisy w regionie 272-302. Utworzenie
helisy wymusitam poprzez ustawienie wigzow na ten fragment struktury podczas
modelowania w programie MODELLER. Wszystkie biatka uzyte jako szablony sg biatkami
btonowymi biorgcymi udzial w transporcie w poprzek bton biologicznych.

Drugi model biatka GerA A, ktdry wykorzystano do dalszych badan, zbudowatam po
opublikowaniu struktury homologa tego biatka. W tym przypadku do modelowania GerAA
wykorzystatam dwa szablony: biatko 6059 (Li i inni, 2019) — podjednostka A receptora
kietkowania GerK B. megaterium — jako wzorzec dla domeny rozpuszczalnej oraz 3WDO
(Jiang i inni, 2013) — E. coli YajR transporter — jako wzorzec integralnej domeny
btonowej. Modelowanie przeprowadzitam w czterech etapach. W pierwszym kroku

zbudowatam model czeSci niebtonowej biatka, nastepnie przewidziatam model domeny
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btonowej na podstawie fragmentu biatka 3WDO odpowiadajagcemu fragmentowi
btonowemu GerAA. Oba modele nastepnie potaczytam za pomoca nalozenia na siebie
wspolnego fragmentu struktury w programie PyMOL (Schrédinger, 2015). Tak ,,potaczona”
struktura biatka postuzyta nastepnie jako szablon do przeprowadzenia modelowania dla catej
sekwencji biatka GerAA.

Model podjednostki B zbudowatam przy uzyciu podejscia wieloszablonowego z
czterema transporterami bakteryjnymi z rodziny APC jako szablonami: biatka 3GIA, 3GI8
oraz 3GI9 (Shaffer, Goehring, Shankaranarayanan i Gouaux, 2009), ktore sg niezaleznymi
od Na* transporterami aminokwaséw oraz bialko 3L1L — antyporter argininy/agmatyny
(Gao i inni, 2010).

Struktur¢ biatka GerAC przewidziatam na podstawie bliskiego homologa
strukturalnego — podjednostki B receptora kietkowania GerB B. subtilis (Li, Setlow, Setlow
i Hao, 2010).

Struktura biatka GerD Bacillus subtilis przewidziatam na podstawie znanej struktury
jego homologa — biatka GerD organizmu Geobacterium kaustophilus (Li i inni, 2014).
Homolog zostal skrystalizowany w formie trimeru, dlatego modelowanie homologiczne
przeprowadzitam zaréwno dla trimeru GerD jak i monomeru. Struktura homologa zostata

zdeponowana w bazie PDB pod kodem 408W.

5.5. Ocena jako$ci modeli teoretycznych

Wartos¢ RMSD dla modeli w porownaniu do ich szablonéw obliczatam na dwa
sposoby: (1) przy wykorzystaniu kalkulatora wbudowanego w program Chimera (Pettersen
i inni, 2004) oraz (2) przy pomocy serwera DALI (Holm i Sander, 1995; Holm, 2020).
Dodatkowo, wszystkie modele ocenitam za pomoca wykresu Ramachandrana
(Ramachandran, Ramakrishnan i Sasisekharan, 1963). Jako$¢ modeli integralnych biatek
btonowych (GerAA i GerAB) ponadto potwierdzitam przy pomocy narzedzia QMBRANE,
ktore jest oparte na wypadkowej potencjalow statystycznych ukierunkowanych na lokalne
oszacowanie jakosci modeli biatek btonowych w ich naturalnym stanie (Studer, Biasini i
Schwede, 2014). Biatka GerAC oraz GerD dodatkowo ocenionitam przy uzyciu funkcji
oceniajacej QMEANDIisCo (Studer G. i inni, 2020).
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5.6. Wizualizacja modeli

Wszystkie wizualizacje struktur biatek przedstawitam za pomoca oprogramowania
Chimera oraz zaimplementowanych w nim funkcji pozwalajacych na zaznaczanie
wybranych reszt aminokwasowych, fragmentow biatka, obliczanie RMSD, ustawianie
kolorow i o$wietlenia modeli (Pettersen i inni, 2004). Modele kompleksow GerA w blonie

przedstawitam za pomocg oprogramowania PyMol (Schrédinger, 2015).

5.7. Dokowania molekularne

5.7.1. Wstepne analizy

Wstepna analiza potencjalnych miejsc wiazacych ligandy dla biatka GerAB oraz
pierwszego modelu GerAA wykonalam za pomocg serwera MetaPocket. Serwer
MetaPocket nie jest juz wspieranym narzedziem. Twoércy tego serwera stworzyli nowe
oprogramowanie dostepne online do przewidywan miejsc interakcji biatko-ligand, jest to
serwer Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP (Salentin, Schreiber, Haupt, Adasme i
Schroeder, 2015)) i oba biatka (podjednostka A oraz B) poddatam analizie w tym narze¢dziu.
Analiza ta miata postuzy¢ weryfikacji oraz wsparciu wynikéw dokowania globalnego.
Dodatkowo, w tym samym celu wykorzystalam serwer BiteNet powstaly w 2020 roku
(Kozlovskii i Popov, 2020).

Przewidywania oddzialywan biatko-biatko byly pierwszym krokiem w kierunku
utworzenia dimerow podjednostek. Do przewidywan wykorzystatam serwery meta-PPISP
(Qin i Zhou, 2007) oraz cons-PPISP (Zhou i Shan, 2001). Serwer Cons PPISP bazuje na
sieciach neuronowych, natomiast meta-PPISP jest serwerem zbudowanym na trzech r6znych

narzedziach (w tym cons-PPISP).

5.7.2. Dokowanie ligand-receptor

Dokowania globalne germinantow wykonalam przy uzyciu oprogramowania
AutoDock Vina. Jest to oprogramowanie dostepne na zasadach licencji open source i
zostalo, w swojej pierwotnej wersji, zaprojektowane i zaimplementowane przez doktora
Olega Trott (Trott i Olson, 2010).

37



AutoDock Vina jest szeroko stosowanym oprogramowaniem do przeprowadzania
eksperymentéw dokowania molekularnego i jest znane ze swojej szybkosci oraz
doktadnosci. Oprogramowanie to wykorzystuje zaawansowane metody optymalizacji
gradientowej w celu optymalizacji lokalnej kompleksu. Dodatkowo w oprogramowaniu
zaimplementowano wielowatkowos$¢, co pozwala na przyspieszenie jego dziatania i prace
na wielu rdzeniach procesora jednoczesnie. W wyniku dokowania otrzymujemy nie tylko
kompleksy, ale rowniez warto$¢ energii potrzebnej do wigzania i warto§ci RMSD ligandow
(poréwnujace konformacje liganda przed i po zadokowaniu), ktére pokazujg nam, jak bardzo
zmienita si¢ konformacja liganda.

AutoDock Vina pracuje na plikach PDBQT, ktére wygenerowalam za pomoca
narzedzia graficznego ADT MGLTools (Sanner, 1999) — rozszerzenie dodajace interfejs
GUI (ang. grapfhical user interace) dla program6éw AutoDock. To samo narzedzie postuzyto
mi do ustalenia rozmiaréw pudelka, czyli przestrzeni poszukiwan, w ktorej ligand moze si¢
porusza¢ podczas dokowania. Do kazdego biatka przed rozpoczeciem dokowania dodatam
polarne atomy wodoru, rowniez za pomocg narzedzia ADT MGLTools.

Pierwszym krokiem w przeprowadzeniu eksperymentow dokowan dla biatek
podjednostek receptora GerA byto dokowanie globalne. Ze wzglgdu na brak informacji o
potencjalnych kieszeniach wigzacych bialek GerAA i GerAB (podjednostka C nie jest
uznawana za oddziatujacg z germinantami) dokowanie globalne mialo za zadanie wskazac
potencjalne miejsca, do ktorych mogtyby si¢ wiaza¢ ligandy. Na podstawie wynikow
dokowania oraz liczebnosci klastrow wybralam potencjalne kieszenie wigzace tego
receptora (rozdzialt Dokowanie germinantow). AutoDock Vina pozwala na zadokowanie 20
kompleksow jednoczesnie, w zwigzku z tym dokowania zostaty powtoérzone wielokrotnie za
pomoca krotkiego skryptu (zatacznik 1), dzieki temu uzyskatam 20 - 2250 dla jednego
powtdrzenia, tych powtdrzen byto od 1 do 5 w zaleznosci od potrzeb. Uzyskane wyniki
nastgpnie przeanalizowalam w celu wybrania potencjalnych regionéw wiazacych
germinanty.

Rozmiary przestrzeni poszukiwan (zwanej tez pudetkiem) oraz jego koordynaty
zostaty spisatam w tabeli 1 dla kazdego z dokowan globalnych. Do wszystkich biatek przed
dokowaniem dodane zostaty atomy wodoru (rowniez za pomocg narzgdzia MGLTools).

W wyniku dokowan globalnych otrzymatam ogromne ilosci danych 1 kompleksow,
ktore nalezato uporzadkowac przed analizami. W celu uporzagdkowania wynikow
skorzystatam z zaimplementowanej w Gromacsie funkcji gmx cluster opartej na algorytmie

opisanym przez Daura w 1999 roku (Daura i inni, 2004). Gmx cluster moze grupowac¢ w
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klastry struktury na podstawie odleglosci przy uzyciu réznych metod. Odleglosci migdzy
strukturami mogg by¢ obliczone na podstawie trajektorii, odczytane z pliku lub obliczone za
pomocag RMSD. W swojej pracy korzystalam z metody opartej na obliczeniach RMSD z
odcigciem dla dwoch sasiadujacych ze sobg struktur rownym 0,1A. Do dalszej analizy

wybratam klastry, w ktorych liczebno$¢ kompleksow przekraczata 500.

Tabela 1: Rozmiary oraz koordynaty przestrzeni poszukiwan dla dokowan globalnych L-alaniny oraz L-
waliny

Dokowanie globalne do monomeru Dokowanie globalne do monomeru

GerAA GerAB
center_x -19,164 center_x 35,631
center_y 82,007 center_y 11,959
center_z 71,95 center_z 4,145
size X 66 size_x 70
size y 108 size y 52
size z 48 size z 60

Dokowanie globalne do dimeru GerAA

Dokowanie globalne do dimeru GerAB

center_x -6,083 center_x 0,0
center_y 79,472 center_y 0,0
center_z 53,556 center_z 3,39
size_x 112 size_x 126
size_y 110 size_y 126
size z 86 size z 100

Dokowanie globalne do kompleksu

Dokowanie do kompleksu dimeréw

monomerow GerAA+GerAB GerAA+GerAB
center_x -22,651 center_x -2,711
center_y 47,062 center_y 70,191
center_z 62,287 center_z 56,266
size X 70 size_X 108
size y 126 size y 126
size z 78 size z 86
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5.7.3. Dokowania biatko-biatko

Dokowania biatko-biatko przeprowadzitam w celu utworzenia modeli dimerdow,
trimerow oraz modelu catego receptora. Dokowania przeprowadzilam przy uzyciu
nastepujacych serwerdw i programow dokujacych: GRAMM-X, ClusPro i Sam.

Sam (ang. Protein Structure Symmetry Assembler) jest programem shuzagcym do
dokowania biatek i bazuje na FFT. Sam zostal zaprojektowany do budowania
symetrycznych komplekséw o dowolnej symetrii 1 dzigki wykorzystaniu FFT jest szybkim
I skutecznym programem. Wartym zaznaczenia jest to, ze Sam dziata bardzo dobrze dla
monomerow o wielkosci do 150 reszt aminokwasowych — przy wigkszych monomerach
dokowanie moze by¢ mniej doktadne (Ritchie i Grudinin, 2006). Sam zostal wykorzystany
przeze mnie podczas budowania dimeréw oraz trimeréw wszystkich podjednostek.
Najlepsze wyniki dawatl dla podjednostki B. Wszystkie obliczenia wykonywanie byty na
podstawie domys$lnych ustawien programu z zaznaczeniem odpowiedniej symetrii — W
przypadku dimerdéw byta to symetria C2, a w przypadku trimerow symetria C3.

ClusPro jest serwerem, ktory od swojego powstania bardzo dobrze sobie radzi w
eksperymentach CAPRI. Publikacje porownujgce ten serwer z innymi znanymi metodami
dokowan bialko-biatko uznajg, ze dysponuje on jednym z najlepszych algorytmow
dokowania sztywnego oraz elastycznego (Desta, Porter, Xia, Kozakov i Vajda, 2020).
Serwer ten wykonuje obliczenia w trzech etapach: 1) dokuje biatka, uzywajac metody
korelacji FFT, 2) grupuje struktury w oparci o RMSD w klastry oraz 3) udoskonala wybrane
struktury (Vajda i inni, 2017; Kozakov i inni, 2017; Kozakov i inni, 2013). Serwer ten zostat
wykorzystany do dokowan wszystkich podjednostek oraz, ze wzgledu na to, ze ClusPro
korzysta z superkomputera do swoich obliczen, do dokowania blonowej czesci kompleksu
receptora GerA (zarowno zbudowanej na podstawie monomerow jak i dimerow). Podczas
korzystania z serwera wykorzystywalam jego domysle ustawienia z dodatkowym
oznaczeniem ilosci monomerow bioragcych udziat w dokowaniu, podczas budowania
dimerdow 1 trimerow.

GRAMM-X jest interfejsem sieciowym dostgpnym dla oprogramowania GRAMM
stuzacego do dokowania biatek. Oba programy wykorzystuja FFT do globalnego
wyszukiwania najlepszych konformacji (Tovchigrechko i Vakser, 2006). Podobnie jak w
przypadku ClusPro oraz Sam, serwer byl wykorzystywany przeze mnie do budowania

dimerow i trimeréw. Na podstawie wynikow z tego serwera wybratam dimer GerAC.
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GRAMM-X byl przeze mnie wykorzystywany na domys$lnych ustawieniach z wyjatkiem
dimeru GerAC — na podstawie oddziatywan w dimerze homologa (GerBC) podatam
potencjalnie reszty, ktore moga bra¢ udzial w oddziatywaniach mi¢dzy monomerami
GerAC.

Modele kompleksow poddatam takim samym ocenom jak modele monomerow
podjednostek — skorzystatam z narzedzi QMbrane oraz QMEANDIisCo, dodatkowo
wybrane kompleksy oceniatam pod katem energii dokowania oraz wedlug funkcji
oceniajacych wbudowanych w programy i algorytmy stosowane do zbudowania

kompleksow.

5.7.4. Wizualizacja oddziatywan

Wizualizacja oddzialywan pomigdzy biatkami w kompleksach oraz pomigdzy
biatkami 1 ligandami w niniejszej pracy przedstawilam za pomoca narze¢dzia LigPlot+. Jest
to program graficzny obstugujacy programy LIGPLOT oraz DIMPLOT i generuje on
interaktywne wykresy 2D pokazujace, jak ligand oddzialuje z receptorem — w bardzo
przystepny sposob wyrysowane sg wszystkie typy oddziatywan, dtugosci wigzan i inne
istotne informacje. LIGPLOT oblicza schematyczne wykresy oddziatywan pomigdzy
biatkiem 1 ligandem, a DIMPLOT z kolej, rozrysowuje oddziatywania biatko-biatko lub
domena-domena (Laskowski i Swindells, 2011). LigPlot+ wykorzystatam w dalszych
rozdziatach rozprawy zar6wno do zobrazowania rozkltadu oddzialywan migdzy

monomerami w kompleksach biatek, jak i opisu oddziatywan podjednostek z germinantami.
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5.8. Budowanie modelu btony fosfolipidowe;

5.8.1. Badania eksperymentalne

Prof. dr hab. Antoni Bana$ z Zakladu Biochemii Ro$lin Miedzyuczelnianego
wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego przeprowadzit jakosciowa analize skladu bton przetrwalnika B. subtilis.
Analize sktadu blony przeprowadzono z zastosowaniem metody TLC (ang. thin layer
chromatography) ekstraktow z bton. Identyfikacja poszczegoélnych sktadnikow bton odbyta
si¢ wg. wzorcow wykorzystanych przy TLC. Byla to analiza glownie jako$ciowa,
pozwalajaca stwierdzi¢, jak rozkladaja si¢ poszczegodlne sktadowe btony — ktérych
elementow jest mniej, a ktorych wiecej bez wyrazenia tego w postaci liczbowe;.

Na podstawie tych wynikéw oraz wynikéw opisanych w punkcie Model blon
biologicznych B. subtilis zbudowatam model btony fosfolipidowe;j, ktory zostal w dalszych

etapach wykorzystany jako model wewng¢trznej btony przetrwalnika.

5.8.2. Orientacja bialek receptora w blonie

Orientacje podjednostek — zaré6wno monomerow jak i dimerow — a takze
kompleksow czesci btonowych receptora GerA, obliczylam za pomocg wspomnianego juz
narz¢dzia QMbrane (Studer, Biasini i Schwede, 2014) oraz serwera PPM 2.0 (ang.
Positioning of proteins in membranes). Serwer ten oblicza, na podstawie struktury biatka,
jego rotacyjne i translacyjne pozycje w blonie (Lomize, Pogozheva, Joo, Mosberg i Lomize,
2012).

QMbrane, oprocz oceny jakosci modelu, oblicza takze szeroko$¢ segmentu
btonowego oraz pseudoenergi¢ potrzebng do transferu biatka do blony. Na podstawie
wartosci pseudoenergii badane biatko jest klasyfikowane jako biatko btonowe, peryferyjne
lub niebtonowe. Wyniki obliczen serwera PPM obejmuja szerokos¢ btony, kat pod jakim
bialko jest zorientowanie w blonie, energi¢ zanurzenia biatka w blonie oraz segmenty
transblonowe i reszty aminokwasowe zanurzone w btonie dla obliczonej orientacji. Podczas
obliczen orientacji w serwerze PPM nalezy zaznaczy¢, czy konce biatek znajduja sig

wewnatrz cytoplazmy, czy na zewnatrz. Opcja ta dotyczy obu (N- oraz C-konca) koncow i
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nie mozna rozdzieli¢ wyboru, jezeli istnieje podejrzenie, ze jeden koniec znajduje si¢

wewnatrz, a drugi na zewnatrz.

5.8.3. Charmm-GUI

Charmm-GUI (Wu i inni, 2014) zostat przeze mnie wykorzystany do zbudowania
modelu blony i zanurzenia w niej bialtka GerAB. Jest to serwer, ktory w swojej ofercie
zawiera opcje budowania dwuwarstwy lipidowej oraz wygenerowania plikow wsadowych
do GROMACSa i innych programow obliczeniowych.

Model btony imitujacej wewnetrzng btone przetrwalnika zbudowatam na podstawie
polaczenia wynikow otrzymanych w laboratorium prof. Banasia oraz informacji zawartych
w opisanych w punkcie 3.9.2 wynikow pracy badawczej, na podstawie ktorych autorzy
wykonali model bton biologicznych B. subtilis. Wyniki badan prof. Banasia zostaty opisane
w rozdziale 6.6.4.

W bibliotece lipidow Charmm-GUI brakowato niektérych diugosci tancuchow
kwasow tluszczowych wymienionych w wynikach badan nad skladem bton
niecoptaszczonych przetrwalnikow, dlatego w przygotowaniu modelu btony lipidowej
staralam si¢ wybra¢ najbardziej podobne kwasy tluszczowe, biorac pod uwage ich
procentowy rozktad (tabela 14) wynikajacy z badan metoda TLC oraz proponowany przez
(Nickels i inni, 2017) rozktad grup gtownych. Ostateczny lipidowy modelu btony obliczony
zostal przez algorytmy Charmm-GUI, na podstawie danych z wyzej wspomnianych
eksperymentow i jest opisany w tabeli 2.

Kompleks receptora GerA zbudowany dimeréw oraz kompleks zbudowany z
monomeréw zanurzylam w modelu blony. Oba kompleksy GerA, ze wzglgdu na swoje
nieregularne ksztalty zostaly zanurzone metodg replacement method. Optymalizacja obu
systemow odbyta sie¢ w temperaturze 303,15°K. Kompleks receptora GerA sktadajacy sie z
dimerow zorientowatam w btonie za pomocg wektora zbudowanego z dwoch reszt
aminokwasowych: Leul16 fancucha B oraz Gly260 tancucha D. Nastepnie kompleks zostat
przesuniety wzdtuz osi Z 0 0.1272388995A oraz obrocony wzgledem osi X o 35°. Wartosci
translacji wynikaja z obliczen orientacji blony wykonanych w QMbrane oraz kilku préb
»recznego” dopasowania orientacji btony do kompleksow. Dla kompleksu zbudowanego z
monomerow punktami budujacymi wektor byly reszty aminokwasowe Pro266 tancucha A i

Ile159 tancucha B. Przesuniecia i rotacje wzgledem osi uktadu wspotrzednych byly takie
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same jak w przypadku kompleksu dimerow. Rozmiar btony dla kompleksu w obu

przypadkach wynosit 250x250 A.

Tabela 2: Sktad lipidowy modelu wewnetrznej btony, przeliczone przez Charmm-GUI dla btony o
rozmiarach 250x250 A.

Typ lipidu Tlo$¢ w zewnetrznej warstwie blony Ilo$¢ w wewnetrznej warstwie
blony
DMPE 117 87
SOPE 39 29
YOPE 39 29
DOPE 78 58
TYCL1 78 116
TYCL2 78 116
TOCL1 78 58
TOCL2 78 58

DIGL 39 29




6. WYNIKI

6.1. Modele podjednostek receptora GerA

6.1.1. Podjednostka A

Biatko GerAA, czyli podjednostka A receptora GerA, jest najwickszym z biatek tego
receptora. Biatko to zbudowane jest jednocze$nie z integralnej domeny btonowej oraz
domeny pozabtonowej. Praca nad teoretycznym modelem tego biatka byla niezwykle
utrudniona, nie tylko ze wzglgdu na btonowy charakter podjednostki, ale tez z powodu braku
homologii tego biatka do innych biatek o znanej strukturze. GerAA wykazuje wysoka
homologi¢ do podjednostek A innych receptoréw kietkowania — przy czym, zaden z tych
receptoréw nie mial (az do 2019 roku) opisanej struktury przestrzennej. Taki stan rzeczy
znaczaco utrudnial modelowanie homologiczne. Dodatkowo, wielko$¢ biatka (482 reszty
aminokwasowe) dyskwalifikuje metody z rodzaju modelowania ab initio, ktore przy braku
homologa wydawatyby si¢ rozsagdnym podejsciem.

W zwiazku z powyzej opisanymi trudnos$ciami, podczas swojej pracy wielokrotnie
poprawiatam model GerAA — kazda nowo zdobyta informacja strukturalna byta na biezaco
wykorzystywana do poprawy istniejgcego modelu. Dzieki temu powstato kilka modeli, ktore
dostarczyly danych dotyczacych struktury oraz potencjalnych miejsc interakcji z
germinantami. W tym podrozdziale chcialabym zaprezentowaé dwa najlepsze modele:
pierwszy z nich zostat zbudowany przed opublikowaniem struktury domeny rozpuszczalnej

jednego z homologoéw, drugi natomiast uwzglednia juz te, niezwykle cenne, informacije.

6.1.1.1.  Pierwszy model GerAA

Pierwszy model GerAA utworzylam 2z wykorzystaniem wieloszablonowego
modelowania homologicznego, a jako szablony uzylam trzech btonowych transporterow
bakteryjnych, ktore zostaly opisane w rozdziale 5.4 Przewidywanie struktur
trzeciorzedowych. Modelowanie homologiczne na wielu szablonach zostato wykorzystane
ze wzgledu na brak, w momencie budowania pierwszych modeli, struktur homologicznych,

ktore mozna byloby wykorzysta¢ w modelowaniu.
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Uzycie serwera |-Tasser pozwolito mi na wytypowanie biatek wystarczajaco
podobnych — zaréwno pod wzgledem struktury jak i funkcji — by mogly stuzy¢ jako
szablony dla modelu GerAA. Na podstawie wynikow wyszukiwania szablonow
wytypowatam trzy biatka: 3K07, 4MT1 oraz 4DNT. Sag to duze, znacznie wigksze od
GerAA, biatka btonowe transporterow bakteryjnych.

Wyniki modelowania homologicznego GerAA na podstawie catych biatek uzytych
jako szablon byty wynikami o $redniej lub niskiej jakosci, co prawdopodobnie wynikato z
rozmiaru szablonow. W zwiagzku z tym przeprowadzitam lokalne zestawienia sekwencji dla
podjednostki A i kazdego z szablondéw. Pozwolilo to na wytypowanie fragmentow
najbardziej podobnych do biatka docelowego. Fragmenty szablonow zostaly zebrane i
poddane wielosekwencyjnemu zestawieniu wraz z sekwencja biatka GerAA w algorytmach
MUSCLE 1 MAFFT. Wyniki zestawienia wykonanego przez algorytm MAFFT dawaly
lepsze wyniki, dlatego zostaty przeze mnie wykorzystane w kolejnych krokach modelowania
struktury. Identyczno$¢ sekwencji pomigdzy szablonami i biatkiem docelowym uzyskana z
tego zestawienia wynosita 19,295%.

Tak dobrane fragmenty szablonéw zostaly wykorzystane w modelowaniu
homologicznym struktury biatka GerAA, dajac model o wartosci GA341 rownej 0,90888,
co jest wysokim wynikiem, bioragc pod uwage, ze im blizej jednos$ci tym lepsza jest jakos¢
uzyskanego modelu. Wartosci RMSD dla tego modelu w poréwnaniu do szablonéw
wynosza kolejno: 1,38A dla 3K07, 0,93A dla 4MT1 oraz 0,72A dla 4DNT.

Struktura pierwszego modelu GerAA zostala przedstawiona na rysunku 5. Model
wyraznie dzieli si¢ na dwie czesci: czgs$¢ ustrukturyzowang, zbudowang z 6 duzych helis,
ktéra odpowiada domenie transbtonowej oraz czgs¢ nieustrukturyzowana — N-domene
pozabtonowa. Nieuporzadkowanie fragmentu N-terminalnego biatka prawdopodobnie
wynika z doboru szablonéw — szablony, uzyte do modelowania homologicznego, to
transportery blonowe zbudowane gléwnie z helis transbtonowych. N-koniec biatka GerAA

jest domeng niebtonowa.
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Rysunek 5: Pierwszy model GerAA wraz z zaznaczonymi fragmentami transblonowymi (kolor niebieski).
Przewidywana domena btonowa zostata oznaczona literg A. Na modelu wida¢ duzg liczbe
nieuporzadkowanych petli w domenie pozabtonowej biatka (0znaczone jako fragment B).

47



6.1.1.2.  Drugi model strukturalny GerAA — modelowanie homologiczne

Nieocenione w pracach nad poprawag jako$ci modelu GerAA okazalo sig
opublikowanie w 2019 roku struktury fragmentu podjednostki A receptora GerK z Bacillus
megaterium (Li i inni, 2019). Struktura domeny pozabtonowej podjednostki A zostata
rozwigzana z wykorzystaniem anomalnej dyfrakcji pojedynczej fali (ang. single-wavelength
anomalous dispersion SAD). Ze wzgledu na wysoka homologi¢ do podjednostki A receptora
GerA, struktura ta zostala wykorzystana przeze mnie w modelowaniu homologicznym
fragmentu nieblonowego podjednostki A receptora GerA.

Poniewaz dostepny byt jedynie fragment niebtonowy homologa, podczas prac nad
przewidywaniem drugiego modelu struktury biatka GerA A przyj¢tam nastgpujaca strategie:
biatko docelowe podzielitam na dwie czg¢$ci — N-terminalng domeng rozpuszczalng (reszty
1-256) oraz domen¢ blonowa (reszty 238-482). Zakres domeny rozpuszczalnej
zdefiniowatam na podstawie podobienstwa do homologa 6059, natomiast integralna
domena blonowa zostata zidentyfikowana na podstawie wynikéw przewidywan regionow
transmembranowych biatka (tabela 3). Warto zauwazy¢, ze oba regiony nachodzg na siebie
—od reszty 238 do reszty 256. Jest to celowy zabieg, ktory utatwil potaczenie obu regionow
w kolejnych krokach przewidywania struktury.

Jak juz wspomniatam, biatko opisywane kodem 6059 zostalo wybrane przeze mnie
jako szablon podczas modelowania struktury domeny rozpuszczalnej podjednostki A. Na
podstawie zestawien sekwencji do modelowania wybratam lancuch A homologa.
Modelowanie homologiczne (wykonane za pomocg oprogramowania Modeller opisanego w
rozdziale 5.4 Przewidywanie struktur trzeciorzedowych) tej czesci biatka dato bardzo
wiarygodne wyniki. Wartos¢ RMSD pomig¢dzy domeng rozpuszczalng a tancuchem A biatka
6059 wynosi 0,55A. Podobiefistwo sekwencji do biatka wzorcowego wynosi 50%, a
identycznos$¢ sekwencji docelowej i szablonu jest na poziomie 36,8%.

W kolejnym kroku pracy nad modelem przygotowatam model integralnej czesci
btonowej biatka GerAA. Zostata ona wymodelowana przy uzyciu biatka 3WDO jako
szablonu (wybor szablonu zostal wyjasniony w rozdziale Materiaty i Metody), w wyniku
czego otrzymatam model o wysokiej jakosci (rysunek 6). Globalne zestawienie sekwencji
szablonu oraz biatka docelowego wykazato 11,7% identycznos¢ i 20,0% podobienstwa z
biatkiem wzorcowym, dlatego zdecydowalam si¢ na przeprowadzenie lokalnego
zestawienia PSA. Lokalne PSA wykazato 23,1% identycznos$¢ i 38,5% podobienstwo z

regionem 3WDO skladajacym si¢ z reszt 5-204. Na podstawie tych wynikéow do
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modelowania homologicznego wykorzystatam lokalne zestawienie PSA oraz sugerowany
tym zestawianiem fragment struktury szablonu. Wartos§¢ RMSD modelu natozonego na
szablon uzyty podczas modelowania, ktérym byt region 5-205 biatka 3WDO, wynosi 0,57A.

Obie czesci modelu nastepnie potaczytam za pomocg narzedzia alignment tool
dostepnego w programie PyMol, a nastgpnie przeprowadzitam modelowanie catego juz
biatka, uzywajac potaczonego modelu jako szablonu. Modelowanie oraz optymalizacja
modelu zostaly przeprowadzone przy wykorzystaniu programu Modeller.

Poniewaz biatko GerAA jest w potowie integralnym biatkiem btonowym, oceng
jakosci modelu przeprowadzitam przy uzyciu algorytmu Qmbrane, narzedzia stworzonego
do oceny biatek btonowych. Wynik tej ewaluacji kwalifikuje model jako model dobrej
jakosci i wysokiej wiarygodnosci, z nastepujacymi wynikami: normal score = 0,54, Z-score
= -1,58 oraz 91,88% reszt opisanych jako korzystne na wykresie Ramachandrana. Wyniki
oceny potwierdzajg rowniez, ze biatko GerAA jest biatkiem czgsciowo btonowym.

W poréwnaniu z pierwszym modelem GerAA, ktory zostat przeze mnie opisany w
podrozdziale 6.1.1.2, wida¢, ze model uzyskany z wykorzystaniem szablonow 3WDO oraz
6059 rowniez charakteryzuje si¢ dwiema domenami, przy czym domena nieblonowa
zbudowana jest z wyraznie ustrukturyzowanych fragmentow. WSszystkie badania
przeprowadzone do tej pory na modelu pierwszym (dokowania germinantow, badania
dotyczace dimerdéw 1 trimeréw podjednostek, badania ruchliwosci bialek, badania nad
orientacjg biatek receptora w btonie) zostaty przeze mnie powtorzone dla nowego (drugiego)
modelu GerAA. W dalszej czes$ci rozdzialu bed¢ wyraznie zaznacza¢, ktdérego modelu

dotyczg omawiane wyniki.
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Rysunek 6: Model biatka GerAA (tzw. drugi model). Domena III jest integralng domeng btonowa. Kolorem
niebieskim zaznaczone zostaly przewidywane fragmenty btonowe. Wyraznie wida¢, ze fragment struktury
przewidziany jako pierwsza helisa blonowa jest czeScig domeny II i nie przyjmuje struktury o-helisy.
Domeny I oraz II wchodzg w sktad duzej domeny pozabtonowej i zbudowane sg z helis oraz 3-kartek. Petla
P1 faczy ze soba domeng I oraz domeng II. Petla P2 taczy ze soba cze¢sci blonowa oraz pozabtonowa biatka.
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6.1.1.3.  Opis struktury modelu GerAA — na podstawie modelu drugiego

Model GerAA wykazuje wyrazne zréznicowanie na integralng domeng btonow3 i
domeng¢ pozabtonowg — domeny te sg ze sobg potaczone tgcznikiem o dlugosci 10 reszt
aminokwasowych (reszty 256-266). Interesujagcym jest, ze czeS¢ tego linkera zostala
przewidziana jako helisa TM podczas przewidywania regionow blonowych (tabela 3).
Domena transbtonowa biatka umiejscowiona jest pomigdzy duza domeng N-terminalng
(domena pozabtonowa) a C-terminalnym ogonem zbudowanym z dwoch B-kartek i jednej
a-helisy (rysunek 6). Wyniki przewidywan regiondow transbtonowych wskazujg na to, ze oba
konce biatka bedg znajdowacé si¢ po wewnetrznej stronie btony wewngtrznej przetrwalnika.

Domena blonowa biatka obejmuje wysoce konserwowany motyw PFPP (reszty 324-
327), ktoéry, na podstawie przewidywan regionéw btonowych, znajduje si¢ pomiedzy
dwiema transmembranowymi helisami. Przewidywanie struktur drugorzedowych i
trzeciorzedowych pokazuje, ze V323 i P324 przyjmuja strukture petli taczacej dwie helisy,
natomiast reszty FPP z motywu PFPP stanowia czg¢$¢ tej drugiej helisy taczonej przez
wspomniany linker zbudowany z reszt V323 i P324. Dtugos¢ helis oraz tacznika rozni si¢
pomiedzy wynikami przewidywan struktur drugorzedowych oraz uzyskanym przeze mnie
modelem struktury trzeciorzedowej (rysunek 8).

Przewidywania dotyczace regionu transbtonowego, przedstawione w tabeli 3,
wskazuja, ze fragment btonowy biatka sktada si¢ z czterech dlugich helis TM. Modele
drugorzedowe i trzeciorzgdowe pokazuja natomiast, ze domena ta zbudowana jest nawet z
dziesigciu helis blonowych o réznej dtugosci. Niektore z nich sg bardzo krotkie, inne —
dtugie. Roznice te thumaczy¢ mozna niedoktadnoscig szacowania wystepowania regionow
transbtonowych oraz niedoktadno$ciami zwigzanymi z przewidywaniami struktur —
jakoscig szablonu uzytego w modelowaniu homologicznym oraz niedoskonatoscia
algorytmow stuzacych do przewidywan struktur drugorzgdowych. W literaturze dotyczacej
hydrofobowosci GerAA uznaje si¢, ze biatko zawiera 4-6 helis transblonowych.

W pozabtonowej czgsci modelu GerAA, podobnie jak w uzytym do modelowania
szablonie, mozna wyr6zni¢ dwie domeny o niemal identycznej strukturze. Pierwsza domena
sktada si¢ z czterech krotkich helis i czterech kartek beta, natomiast druga — z pieciu helis

i czterech B-kartek. Struktury alfa i beta kazdej z domen przeplatajg si¢, tworzac strukture
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nazywang of3-kanapka (ang. af-sandwich) — struktury drugorzgdowe pokazane s3 na
rysunku 7.

Poréwnanie struktur trzeciorzgdowych i drugorzgdowych GerAA przedstawitam na
rysunku 8. Poréwnanie to wykazuje duzg zbiezno$¢ przewidywan w domenie N-terminalnej
i niewielkie rozbieznosci w domenie hydrofobowej, gdzie duze a-helisy (w tym helisy
btonowe) sg podzielone na kilka krotszych struktur w modelu struktury trzeciorzedowe;.
Dodatkowo, przewidywany ogon na C-koncu biatka, w modelu struktury trzeciorzedowej
przyjmuje posta¢ dwoch krotkich -kartek. To porownanie, wraz z wynikami oceny jakosci
struktury, wskazuje na wysoka doktadnos$¢ oraz jakos¢ tréjwymiarowego modelu struktury.

Na tej podstawie model ten mozna wykorzysta¢ do dalszych badan nad receptorem GerA.

Tabela 3: Regiony transmembranowe GerAA przewidywane za pomoca trzech algorytmow: TMap, TMPred
i TMHMM. Wykoryzstane metody przewidywan regionow transblonowych wskazuja cztery helisy
transblonowe w biatku GerAA.

GerAA TMAP TMPred TMHMM
Helisa 1 238-246 242-265 242-264
Helisa 2 280-308 284-300 279-301
Helisa 3 360-388 373-392 374-396
Helisa 4 402-430 407-429 406-428

W tabeli 3 umiescitam wyniki sugerujace, ze region biatka GerAA opisany jako
helisa 1 przenika przez btong i rozcigga si¢ od mniej wigcej reszty 238 do reszty 265, w
zaleznos$ci od tego, ktéry algorytm bierzemy pod uwagg. O ile w strukturze trzeciorzedowej
pierwszego modelu GerAA mozemy zauwazyé, ze ten region rzeczywiscie przyjmuje
strukture helisy, o tyle przewidywania struktur drugorzgdowych oraz drugi model temu
przecza. Na rysunku 6 wida¢, ze ta cze$¢ modelu znajduje si¢ w domenie niebtonowej, co
wigcej dominujg w niej struktury . Przewidywania struktury drugorzgdowej (rysunek 8) z
kolei pokazuja, ze te reszty aminokwasowe budujg dwie B-kartki, po ktorych nastgpuje o-
helisa. Rozbieznosci te moga wynika¢ z niedokladnosci algorytméw przewidywania
regionow transblonowych. Bioragc pod uwage fakt, ze ta czg$¢ modelu biatka zostata
zbudowana na podstawie podobienstwa do bliskiego homologa, a przewidywania struktur
drugorzedowych dos¢ blisko pokrywaja si¢ z modelem, sensownym wydaje si¢ przyjecie
zalozenia, ze: i) hipotetyczna ,,helisa 1” nie jest w rzeczywistosci helisa, ii) by¢ moze nie

jest to fragment btonowy bialka.
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Rysunek 7: Model GerAA przedstawiajacy struktury drugorzedowe w domenie btonowej i domenie
pozabtonowej. Helisy zaznaczone sg kolorem niebieskim, B-kartki kolorem czerwonym. Czarne poziome
linie reprezentuja, bardzo pogladowo, wewnetrzng btone przetrwalnika.
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Rysunek 8: Porownanie przewidywan struktury drugorzedowej(2D) oraz trzeciorzedowej(3D) dla biatka
GerAA. Kolorem niebieskim zaznaczone sg a-helisy, natomiast czerwonym - 3-kartki.
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6.1.2. Model podjednostki B

Podjednostka B receptora GerA jest integralnym biatkiem blonowym, znajdujacym
si¢ w wewngtrznej btonie przetrwalnika. Btonowy charakter biatka GerAB w polaczeniu z
niedostgpnoscia skutecznego przeciwciata anty-GerAB sprawiaja, ze ustalenie struktury
krystalicznej tej podjednostki za pomoca znanych metod eksperymentalnych jest niezwykle
trudne. W przypadku, gdy informacje strukturalne dotyczgce biatka sa bardzo ubogie, ale
niezwykle istotne w badaniach nad jego funkcja i zachowaniem, najlepszym rozwigzaniem
jest siggniecie po dostepne metody budowy modeli strukturalnych in silico. Do tej pory w
literaturze nie pojawily si¢ wzmianki o strukturze podjednostek B inne niz modele
teoretyczne bazujace na niktej homologii, jaka te biatka wykazuja do rodziny transporterow
bakteryjnych APC.

W ostatnim czasie w literaturze pojawity si¢ wyniki dwoch autonomicznych badan
teoretycznych skupionych na problemie struktury biatka GerAB, jego interakcji z blong
komorkowa oraz z germinantami (Blinker, Vreede, Setlow i Brul, 2021; Artzi i inni, 2021).
Badania te byty prowadzone niezaleznie od badan opisywanych w niniejszej rozprawie, daja
jednak bardzo zblizone rezultaty do prezentowanych przeze mnie wynikow, co zostalo

opisane w rozdziale 7 Dyskusja.

6.1.2.1.  Modelowanie struktury GerAB

GerAB jest biatkiem zbudowanym z 365 reszt aminokwasowych i podobnie jak
pozostate podjednostki receptora GerA, wykazuje bliska homologi¢ jedynie do innych
biatek B receptorow kietkowania. Homologi te, podobnie jak GerAB nie maja znanej
struktury krystalicznej, z ktorej mozna bytoby skorzysta¢ podczas metod modelowania
homologicznego. W tym przypadku jednak, mozna wzig¢ pod uwage nikta homologie
podjednostki B do nadrodziny transporteréw bakteryjnych APC.

Z tego powodu, w celu zbudowania modelu teoretycznego struktury GerAB,
przeprowadzitam wieloszablonowe modelowanie homologiczne w oparciu o szablony
znalezione za pomocg algorytmow I-Tasser o identycznosci sekwencji oscylujacej wokot
19%. Szablony — biatka z rodziny APC — zostaly opisane w rozdziale 5 Materialy i
metody.

Ocena modelu GerAB dokonana za pomocg narzgdzia Qmbrane pokazuje, zZe jest to

wiarygodny model o wysokiej jakosci. Algorytm oceny wskazuje nastepujgce wyniki:
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normal score = 0,62 i Z-score = -0,72. Liczba korzystnych reszt na wykresie Ramachandrana
plasuje si¢ na poziomie 89,26%, co jest wysoka wartoscia, bioragc pod uwage fakt, ze mamy
do czynienia z integralnym biatkiem btonowym. Biatka blonowe w wigkszosci wypadkow
sg gorzej oceniane na wykresie Ramachandrana, modelowanie jest trudniejsze i znane
algorytmy oceniania czg¢sto dajg takim biatkom stabsze oceny. Wartosci RMSD modelu
GerAB natozonego na kazdy z szablondéw sa nastepujace: 4,0A do 3L1L, 2,7A do 3GIA,
2,6A do 3GI8 oraz 2,6A do 3GI9. Patrzac na poréwnanie przewidywan modeli drugo- i
trzeciorzedowych (rysunek 10) oraz ocen¢ modelu struktury trzeciorzedowej przyjetam, ze

przewidywane modele struktury 3D sg wystarczajaco doktadne, by przeprowadzi¢ za ich

pomoca kolejne badania.

Rysunek 9: Model GerAB pokazany z r6znych perspektyw.

6.1.2.2.  Opis struktury modelu GerAB

Model strukturalny podjednostki B receptora GerA zbudowany jest z dziewigtnastu
helis (rysunek 11), podczas gdy przewidywania struktury drugorzedowej wskazujg, ze
biatko to sktada si¢ z czternastu helis. Biatko GerAB przyjmuje charakterystyczng dla biatek
blonowych budowe¢ opartg na licznych a-helisach. Porownanie przewidywan struktur
trzeciorzgdowych i drugorzedowych pokazuje, ze niektore z wigkszych helis
przewidzianych przez algorytmy do przewidywania struktur drugorzedowych, wydaja sie
by¢ rozbite na mniejsze w zbudowanym przeze mnie tréjwymiarowym modelu GerAB.

Moze to wynika¢ z niskiego poziomu homologii pomiedzy biatkiem docelowym a jego
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wzorcami. Porownanie struktur trzeciorzedowych i drugorzedowych GerAB pokazane jest
na rysunku 10.

Przewidywania struktur drugorzedowych, oraz jeden z modeli opublikowanych
niedawno przez Blinker i in. (Blinker, Vreede, Setlow i Brul, 2021), sugeruja, ze w biatku B
wystepuje bardzo krotka B-kartka (reszty 175-177). W modelu prezentowanym w tej pracy
nie wystepuje struktura beta — podobnie w innych modelach prezentowanych we
wspomnianej publikacji. Poréwnujac te B-kartke do przewidywan regionow transbtonowych
widzimy, ze jest to fragment pozabtonowy, prawdopodobnie wystepujacy po zewnetrznej
stronie blony przetrwalnika. W modelu struktury trzeciorzgdowej biatka widzimy dluga
petle obejmujaca reszty 266-279, wedlug przewidywan struktur drugorzgdowych w tym
miejscu powinna znalez¢ si¢ dtuga helisa 267-302. W utworzonym przeze mnie modelu
struktury trzeciorzedowej helisa ta jest krotsza i rozpoczyna si¢ reszta 279. Dodatkowo
helisa 84-107 obserwowana w strukturze drugorzedowej — jest to helisa transbtonowa, jak
pokazuje tabela 4 — w modelu dzieli si¢ na dwie mniejsze helisy potaczone krotkim

lacznikiem.

6.1.2.3.  Przewidywanie regionow btonowych podjednostki B

Dane dostepne w literaturze podaja, ze oba konce biatka GerAB znajdujg si¢ we
wnetrzu przetrwalnika (Cooper i Moir, 2011). Helisy transbtonowe przewidywane przez
dedykowane algorytmy zostaty zebrane w tabeli 4. Podobnie jak w danych literaturowych,
przewidywania te wskazuja 10 helis perforujacych btone. Porownujac te przewidywania ze
strukturami drugo- i trzeciorzegdowymi, mozna wyraznie zauwazy¢, ze helisy
transmembranowe sa potgczone ze soba hydrofilowymi regionami zbudowanym przez
krotkie petle i/lub helisy. Wspomniana wczesniej f-kartka przewidziana przez algorytm
JPred znajduje si¢ migdzy helisami 5 oraz 6 we fragmencie bialka, ktére znajduje si¢ poza

btona od zewngtrznej strony btony.

Tabela 4: Regiony transmembranowe GerAB przewidywane za pomocg trzech algorytméw: TMap, TMPred i
TMHM. Wszystkie przewidywania dla GerAB potwierdzaja, ze bialko to sktada si¢ z 10 helis btonowych.

GerAB TMAP TMPred TMHMM
Helisa 1 13-37 13-31 13-35
Helisa 2 43-66 45-61 45-64
Helisa 3 87-107 86-104 85-106
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Helisa 4 115-135 125-142 121-143

Helisa 5 146-174 148-168 148-170
Helisa 6 185-209 186-206 185-207
Helisa 7 221-249 223-239 220-242
Helisa 8 269-297 275-294 276-295
Helisa 9 306-326 303-325 302-324
Helisa 10 338-358 337-356 339-358
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Rysunek 10: Porownanie przewidywan struktur drugorzedowych (2D) oraz trzeciorzedowych (3D) biatka
GerAB. Przewidywania struktur drugorzedowych zostaty wykonane za pomoca algorytméw serwera JPred.




Rysunek 11: Model biatka GerAB z zaznaczonymi strukturami drugorzedowymi. Helisy zaznaczone sg
kolorem niebieskim, natomiast czarne poziome linie reprezentuja pogladowo umiejscowienie krancow
wewnetrznej btony przetrwalnika.
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6.1.3. Model podjednostki C

6.1.3.1. Modelowanie

Podjednostka C receptora kietkowania GerA jest lipoproteing i najprawdopodobniej
jest potaczona z blong za pomoca kotwicy diacyloglicerolowej, a reszta cysteiny w pozycji
18 bialka odpowiada za interakcje kotwicy z wewngtrzng btong przetrwalnika. Biatko
GerAC wykazuje silng homologie strukturalng do biatka podjednostki C receptora
kietkowania GerB Bacillus subtilis 0 znanej strukturze. Globalne zestawienie sekwencji
wykazuje 33% identyczno$¢ pomiedzy sekwencjami biatka docelowego i homologa.

Struktura homologa, ktorej uzytam do przewidywania modelu struktury GerAC jest
pozbawiona pierwszych 24 reszt aminokwasowych z N-konca. Sa to najbardziej
hydrofobowe reszty aminokwasowe tego biatka — wérdd nich cysteina 18. Brak tak duzego
fragmentu biatka uzytego jako szablon w modelowaniu skutkuje wystepowaniem dtugie;j,
nieuporzadkowanej petli w modelu biatka docelowego (rysunek 12). Jak podaja badacze (Li,
Setlow, Setlow i Hao, 2010), struktura krystaliczna biatka GerBC wykazuje si¢ specyficzng
topologia, ktora wydaje si¢ nie mie¢ homologa wérdd innych znanych struktur biatek.

Homolog podjednostki C w roztworze przyjmuje form¢ monomeru, natomiast w
krysztale, gdzie upakowanie jest duze, zaobserwowano, ze ulega on dimeryzacji. Strukture
dimeru homologa oraz potencjalnego dimeru biatka GerAC szerzej opisatam w rozdziale
poswigconym dimerom podjednostek (6.4.2.3 Dimer GerAC).

Model struktury trzeciorzedowej GerAC wykazuje duze podobienstwo do
przewidywan struktury drugorzedowej, poréwnanie tych przewidywan przedstawitam na
rysunku 13. W modelu struktury trzeciorzgdowej brakuje pierwszej helisy przewidzianej
przez serwer JPred, B-kartki w miejscu 65-72 oraz helisy 151-164. Ponadto, kilka dtuzszych
struktur beta widocznych w strukturze drugorzgdowej w modelu 3D jest podzielonych na
dwie/trzy krotsze struktury. Wartos¢ RMSD dla modelu natoZonego na szablon jest rOwna
0,5A, co wskazuje na bardzo duze podobiefistwo obu struktur oraz wysoka jakos$é tego
modelu. Przypuszczenia te wydajg si¢ by¢ potwierdzone przez narzedzia oceny
QMEANDiIsCo, zgodnie z ktorymi normal score tego modelu jest rowny 0,54, Z-score = -
1,56, a QMEANDIsCo = 0,55 £+ 0,5. Reszty korzystne wedlug wykresu Ramachandrana

stanowig 93,26% reszt aminokwasowych tego bialka.
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Rysunek 12: Model biatka GerAC (kolor niebieski) z natozong struktura szablonu. Na ilustracji zaznaczone
sa trzy domeny — |, Il, 1l — biatka oraz trzy petle (P1, P2 i P3) taczace te domeny. Wyraznie wida¢, ze w
strukturze szablonu brakuje struktur nieuporzadkowanych, czyli wspomnianych petli. Dodatkowo widac

nieobecno$¢ pierwszych reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za przylaczenie biatka do blony

6.1.3.2.  Opis struktury podjednostki C

Struktura biatka GerAC, podobnie jak struktura jego homologa, wykazuje wyrazny
podziatl na trzy domeny, ktére potaczone sg ze soba nieuporzadkowanymi regionami
(rysunek 14). Pierwsza domena, domena N-koncowa, zbudowana jest z trzech rownolegltych
B-kartek i jest zakonczona krotka a-helisg (reszty 82-86). Druga, domena (umiejscowiona
pomig¢dzy domenami I oraz IIl) sktada sie¢ z szeSciu struktur B i czterech krotkich a-helis.
Pomiedzy czwarta 1 piata helisg znajduje si¢ dlugi nieuporzadkowany region (P2), ktéry
rozciaga si¢ od reszty 141 do reszty 172. Domeny I oraz II potaczone s3 ze soba krotka petla.
Trzecia domena, C-terminalna, rozpoczyna si¢ krotkg helisg a, za ktorg znajduja si¢ cztery
B-kartki i trzy inne a-helisy.

Badania nad strukturg krystaliczng homologa podjednostki C sugeruja, ze regiony II

oraz Il mogg by¢ odpowiedzialne za interakcje z innymi podjednostkami receptora A lub
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podjednostkami pozostatych receptorow kietkowania. Elastyczny tacznik migdzy domeng I
oraz domeng II umozliwia¢ miatby interakcje domen II i III z innymi podjednostkami,
podczas gdy domena I bylaby zakotwiczona w wewnetrznej btonie przetrwalnika (Li,
Setlow, Setlow i Hao, 2010).

Brak 24 reszt aminokwasowych w strukturze szablonu spowodowal powstanie
dhugiej nieuporzadkowanej petli obejmujacej pierwsze reszty N-konca w modelu struktury
trzeciorzgdowej biatka GerAC. Przewidywania struktury drugorzedowej wskazujg, ze
region ten moze przyjmowac strukture dtugiej a-helisy obejmujacej reszty 3-15. Cysteina
18, ktora jest przypuszczalnie odpowiedzialna za taczenie podjednostki C z btong, wydaje
si¢ by¢ czescig nieuporzadkowanego regionu. Natomiast helisa 3-15 jest prawdopodobnie
fragmentem transbtonowym. Reszty 1-24 zostaly usuniete z biatka homologa podczas prob

ustalenia jego struktury przestrzennej wiasnie ze wzgledu na blonowy charakter tego
fragmentu.
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Rysunek 13: Porownanie struktury drugorzedowej (2D) oraz struktury trzeciorzedowej (3D) biatka GerAC.
Kolorem czerwonym oznaczone struktury o-helikalne, natomiast kolorem zielonym B-kartki. Na zestawieniu
wida¢ wyrazny brak uporzadkowania struktury na N-koncu biatka w modelu struktury trzeciorzedowej oraz
przewidywang w tym miejscu helise (reszty 3-15).
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Rysunek 14: Struktura modelu biatka GerAC pokazujaca struktury drugorzedowe — helisy zaznaczone sg
kolorem niebieskim, B-kartki kolorem czerwonym. Domeny biatka oraz petle taczace te domeny sg
oznaczone tak, jak na rysunku 10.

6.1.3.3.  Model biatka GerKC — podjednostki C receptora GerK

Receptor GerK jest receptorem, ktory inicjuje kietkowanie przetrwalnikéw B.
subtilis w odpowiedzi na obecno$ci mieszaniny AGFK w $rodowisku (L-asparaginian, D-
glukoza, D-fruktoza oraz jony potasu).

Model biatka GerKC, ktore jest podjednostka C receptora kietkowania GerK,
wykonatam na podstawie tego samego szablonu, ktory wykorzystatam do modelowania
GerAC. Bialko GerKC, podobnie jak omowione wczesniej biatko C receptora GerA, s3
bliskimi homologami biatka GerBC. Model podjednostki C receptora GerK zostat przeze
mnie wykonany w ramach weryfikacji zatozenia, ze homologiczne do siebie podjednostki

receptorow kietkowania beda przyjmowac podobne struktury. Zatozenie to pojawito si¢ w
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pracy badawczej opisujacej struktur¢ GerBC (Li, Setlow, Setlow i Hao, 2010) i zostalo
poparte badaniami struktur drugorzedowych oraz zestawieniem sekwencji biatek GerBC,
GerAC oraz GerKC.

Model GerKC zostat przeze mnie wykonany wedtug tego samego schematu, Co
model GerAC. Wyniki modelowania przedstawia rysunek 15. Model struktury
trzeciorzedowej biatka C receptora GerK charakteryzuje si¢ znacznie wigksza ilo$cig
regiondw nieuporzadkowanych niz model biatka GerAC. Zwlaszcza w obrebie domeny 11
fatwo zauwazy¢ dlugg petle oraz mniej struktur drugorzgdowych niz w modelu GerAC, czy
samym szablonie.

Zestawienie sekwencji biatka GerKC oraz biatka GerBC (szablonu) pokazuje, ze
identyczno$¢ sekwencji plasuje si¢ na poziomie 26%. Porownanie struktury szablonu z
modelem biatka docelowego za pomocg oceny RMSD dato wynik 0,59A. Domeny | oraz Il

sa zbudowane niemal identycznie jak w przypadku pozostatych dwoch biatek C.

III

Rysunek 15: Model struktury biatka GerKC. Na modelu zaznaczono domeny I, II oraz III. W obrgbie
domeny II wida¢ duze nieuporzadkowanie struktury. Domena ta sktada si¢ z trzech a-helis oraz pieciu -
kartek. W domenie I pojawia si¢ dodatkowa, krotka B-kartka umiejscowiona pomig¢dzy druga a trzecia
strukturg 3 tej domeny.




6.1.4. Podsumowanie — modele podjednostek receptora GerA

Dysponujgc niewielka iloscig informacji o strukturze GerA podjetam probe
uzyskania modeli strukturalnych podjednostek receptora. W trakcie prac w literaturze
naukowej pojawialy si¢ nowe informacje dotyczace biatek i/lub homologéw GerAA oraz
GerAB, ktore na biezaco bratam pod uwage w pracach nad jakoscig modeli. Modele
podjednostek wraz z danymi eksperymentalnymi dost¢pnymi w literaturze pozwolity mi na
zidentyfikowanie potencjalnych miejsc mutagenezy tych biatek, jak roéwniez dostarczyty
pewnych informacji strukturalnych na temat wplywu dokonanej mutacji na proces
kietkowania (Grela i inni, 2018).

Kazda z trzech podjednostek GerA wykazuje wysoka homologi¢ do odpowiednich
podjednostek innych receptoréw kietkowania. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze
struktura bedzie konserwowana pomi¢dzy homologami. Potwierdzeniem tego
przypuszczenia moze by¢ podobienstwo struktur podjednostek C trzech réznych receptoréw
kietkowania przetrwalnikow B. subtilis (GerA, GerB oraz GerK).

Uwaza sig, ze zarowno GerAA, jak 1 GerAB moga by¢ odpowiedzialne, razem lub
osobno, za interakcje z germinantami. Dysponujac modelem strukturalnym tych biatek
mogtam przeprowadzi¢ badania oparte na dokowaniu molekularnym L-alaniny i L-waliny
w celu znalezienia potencjalnych miejsc wigzania. Wyniki dokowan opisatam w kolejnych

punktach rozprawy.

6.2. Model biatka GerD

Biatko GerD jest lipoproteing i1 nie wchodzi bezposrednio w sklad receptora
kietkowania GerA. Jego prawidlowe funkcjonowanie jest jednak zwigzane z odpowiedzia
receptora GerA na obecno$¢ germinantow w $rodowisku oraz inicjowanie procesu
kietkowania przetrwalnikow. Badania pokazujg, ze nieobecno$¢ biatka GerD w sporze
skutkuje dramatycznym spadkiem predkosci kietkowania. Badacze spekulujg, ze biatko
GerD moze by¢ odpowiedzialne za gromadzenie si¢ podjednostek lub catego receptora GerA
w germinosomie. Biatko D prawdopodobnie znajduje si¢ po zewngtrznej stronie
wewnetrznej blony przetrwalnika 1, podobnie jak GerAC, jest potaczone z btong za pomoca

kotwicy diacyloglicerolowej (Li i inni, 2014).
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Model biatka GerD przetrwalnika B. subtilis wykonatam na podstawie struktury jego
bliskiego homologa — biatka GerD Geobacillus stearothermophilus. Struktura homologa
jest trimerem zbudowanym z trzech identycznych, roéwnoleglych tancuchow
polipeptydowych. Lancuchy te sg prawoskretne i zbudowane sg z 8, raczej krotkich, a-helis.
Krysztal, na podstawie ktorego zdeterminowano strukture¢ GerD, sktadat si¢ z dwoch
trimerow, czyli szesciu molekut (fancuch A, reszty 69-178; tancuch B, 63-179; tancuch C,
64-176; tancuch D, 60-179; tancuch E, 61— 175; tancuch F, 66—180). Jak tatwo zauwazy¢,
w modelu krystalicznym brakuje okoto 60 reszt aminokwasowych z N-konca biatka.
Dodatkowo, struktura tego biatka zostala pozbawiona odcinka 181-195 na C-koncu (Li i
inni, 2014).

Podczas przygotowywania modelu struktury biatka GerD B. subtilis wykorzystatam
jeden z tancuchow (tancuch A) struktury krystalicznej do przeprowadzenia modelowania
monomeru. Dodatkowo przewidziatam strukture trimeru — na podstawie dokowania
symetrycznego modelu monomeru z wykorzystaniem oprogramowania SAM.
Modelowanie, tak jak wspomniatam w rozdziale Materialy i Metody, zostato

przeprowadzone za pomocg algorytmow oprogramowania Modeller.

6.2.1. Monomer GerD

Biatko GerD B. subtilis (biatko docelowe) jest zbudowane ze 185 reszt
aminokwasowych. Zestawienie sekwencji przy uzyciu algorytmu ClustalW tego biatka wraz
z tancuchem A biatka homologicznego wykazato 49% identycznosci tych sekwencji.
Warto$¢ ta wskazuje na wysoka homologie pomiedzy badanymi biatkami, co czyni
homologa idealnym szablonem do modelowania homologicznego. Modelowanie struktury
trzeciorzedowej biatka docelowego pozwolito mi uzyska¢ model o wartosci GA341 =
0,99636 oraz RMSD = 0,97A. Obie warto$ci wskazuja na wysokie podobienstwo struktury
teoretycznej do struktury biatka uzytego jako szablon oraz wysoka jakos¢ modelu.

Model struktury monomeru GerD sktada si¢ z 7 a-helis oraz dlugiego
nieuporzadkowanego regionu obejmujacego reszty 1-70. Obecno$¢ tego regionu wynika z
faktu, ze w strukturze krystalicznej szablonu brakowato pierwszych 60 reszt
aminokwasowych. Przewidywanie struktury drugorzedowej dla biatka GerD pokazuje, ze w

miejscu nieuporzadkowanego regionu struktura moglaby przybra¢ forme¢ 4 o-helis, ktore
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obejmowalyby kolejno: reszty 2-18, 31-41, 45-55 oraz reszty 58-65 (rysunek 17). Te helisy

prawdopodobnie odpowiadajg za interakcje z btong przetrwalnika (Li i inni, 2014).

A
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Rysunek 16: Model biatka GerD bez pierwszych 60 reszt aminokwasowych. A) Model GerD pokazujacy
struktury drugorzedowe biatka. GerD sktada sie z 7 helis (niebieski kolor). B) Poréwnanie modelu
(zaznaczony kolorem niebieskim) oraz struktury szablonu. W strukturze szablonu (kolor pomaranczowy)
brakuje ogonka na C-koncu, ktory jest dobrze widoczny w przypadku strukrury modelu.
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Rysunek 17: Wyniki przewidywania struktury drugorzedowej monomeru GerD. Przewidywania
przeprowadzono za pomoca serwera JPred. Kolorem niebieskim zaznaczone sg a-helisy. Wyraznie widaé
cztery helisy przewidziane w rejonie 1-70.

6.2.2. Trimer GerD

Trimer GerD zbudowany jest z trzech roéwnolegtych monomerow. Jak juz
wspomniatam w punkcie 6.2, trimer biatka GerD zostat zbudowany z wykorzystaniem
metod dokowania bazujacych na symetrii biatek. Monomery zostaty zadokowane do siebie
z energig kinetyczng réwng -431.95 kJ/mol. Model trimeru biatka D wykazuje si¢ duzym
podobienstwem do trimeru szablonu (RMSD = 0,97A). Do zbudowania modelu trimeru
wykorzystatam monomery, ktorym brakuje 70 reszt aminokwasowych z konica N. By¢ moze
ten brak znaczacej ilosci reszt oraz interakcji pomig¢dzy ich atomami powoduje odgiecie helis
(H1) od srodkowej osi trimeru. To samo odchylenie pierwszej helisy obserwujemy w

monomerze (rysunek 16).
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Rysunek 18: Struktura trimeru GerD.

6.3. Mutacje w biatku GerAA

Badania nad modelami struktur podjednostek receptora GerA oraz badania
laboratoryjne nad funkcja biatka GerAA dostarczyty wielu interesujacych obserwacji. Na
podstawie danych strukturalnych, informacji dostepnych w literaturze oraz obserwacji z
badan prowadzonych w Zakladzie Bakteriologii Molekularnej Wydziatu Biotechnologii UG
oraz GUMed, wstepnie wytypowano trzy miejsca w sekwencji biatka GerAA, ktore sa
niezwykle istotne dla poprawnego funkcjonowania receptora oraz poprawnej inicjacji
procesu kietkowania.

Wytypowane regiony i/lub reszty aminokwasowe zostaly poddane mutagenezie,
opracowane zostaly modele strukturalne mutantdw, a nastepnie badano roéznice miedzy
modelami oraz zachowaniem i funkcjonowaniem przetrwalnikow zawierajagcych rozne
warianty biatka GerAA. Wszystkie modele mutantow zostaty wykonane przeze mnie przy

uzyciu tych samych metod i parametrow, co podstawowe modele biatka GerAA. Po
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wprowadzeniu mutacji do sekwencji biatka wykonywatam zestawienie sekwencji mutanta z
sekwencjami szablondw (zestawienia byly wykonywana tymi samymi metodami i
algorytmami, ktore wykorzystano w przypadku podstawowych modeli), a nast¢pnie
przeprowadzatam modelowanie przy uzyciu oprogramowania Modeller.

W dalszej czgsci rozdziatu prezentuje wyniki tych eksperymentéw ze szczegdlnym

uwzglednieniem struktury biatka GerAA oraz jego wariantow.

6.3.1. Pozycje 299 i 302

W swojej pracy badawczej doktor Anna Grela wykazata, ze pozycje 299 oraz 302
bialka GerAA sa pozycjami istotnymi dla prawidtowego funkcjonowania receptora GerA
(Grela i inni, 2018). Prowadzone przez nig badania uwzglgedniaty dane strukturalne
dostarczone przez modele podjednostki A receptora kietkowania GerA oraz jej mutantow
wykonane w ramach niniejszej pracy. W swoich badaniach dr Grela bazowata na pierwszym
modelu GerAA, poniewaz w momencie prowadzenia eksperymentow nie byly jeszcze
dostepne dane strukturalne dotyczace nieblonowej czesci biatek A, ktore pozwolily na
poprawe jakosci przewidywan modelu. Niemniej, w dalszej czg$ci rozwazan na temat
wplywu reszt 299 oraz 302 na kietkowania przetrwalnikow oraz strukture GerAA wzigtam
pod uwagg rowniez drugi model oraz rdznice strukturalne migdzy dwoma modelami.

Laboratoryjne szczepy B. subtilis wykazuja pewne roznice w sekwencji biatka
GerAA w obrebie reszt 299 1 302 — sg to r6znice pojedynczych nukleotydéw, ktore skutkuja
podstawieniem innych reszt aminokwasowych w tych miejscach.

Nasze badania skupily si¢ na sprawdzeniu réznic w kinetyce kietkowania
przetrwalnikow w dwoch szczepach uzywanych laboratoryjnie oraz mutantach
zbudowanych na podstawie substytucji reszt aminokwasowych w pozycjach 299 oraz 302.
Wszystkie warianty zostaty przebadane dwutorowo: w laboratorium, pod katem zdolnosci
do kietkowania przetrwalnikow i dynamiki odpowiedzi na germinanty, oraz in silico, pod
katem wptywu zmian na strukture biatka. Konstrukcja mutantow, badania in vivo oraz ich
wyniki zostaly szczegotowo opisane w pracy doktorskiej dr. Anny Greli (Grela A. , 2019).
W tym rozdziale skupimy si¢ na réznicach strukturalnych mutantow oraz ich potencjalnym
wptywie na kietkowanie przetrwalnikéw.

Przewidywanie struktury drugorzedowej biatka GerAA pokazuje, ze reszty 299 oraz

302 prawdopodobnie sg czgscig duzej a-helisy, ktora rozciaga si¢ od reszty 274 do reszty
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302 (rysunek 8). Dodatkowo, znaczaca czegs¢ tej helisy, jak pokazuja przewidywania,
stanowi region transblonowy w domenie btonowej biatka (w zaleznos$ci od serwera: TMAP
—reszty 280-302, TMPred — reszty 284-300 oraz TMHMM — reszty 279-301). Na podstawie
tych danych mozna przyjaé zalozenie, ze reszty 299 oraz 302 sg strukturalnie istotne dla
poprawnego funkcjonowania biatka GerAA w receptorze. W ramach sprawdzenia wptywu
tych dwdch reszt na strukture catego biatka wykonalam modele nastgpujacych mutantow:
299A302S; 299T302S; 299A302P oraz 299T302P.

Przewidywania struktury trzeciorzedowej opisane przez pierwszy model GerAA,
pokazuja, ze warianty, w ktorych w miejscu 302 podstawiono proling charakteryzujg si¢
krotsza helisg. Moze to wynika¢ z faktu, ze prolina jest tak zwanym ,tamaczem helis”.
Oznacza to, ze prolina, ze wzgledu na brak protonu amidowego, ktory tworzy wiazania
wodorowe w obrebie helis oraz obecno$¢ pierscienia, nie moze by¢ w pelni wbudowana w
a-helisg. Zatem, obecno$¢ proliny w strukturze helikalnej czgsto konczy si¢ zlamaniem lub
skroceniem helisy. Przewidywania te zgadzatyby si¢ z wynikami eksperymentéw in vivo,
ktére pokazuja, ze podstawienie P302 skutkuje brakiem kietkowania przetrwalnikow.

Struktura trzeciorzgdowa opisana przez drugi model podjednostki A pokazuje z
kolei, ze w kazdym z wariantow helisa 274-302 konczy si¢ przed resztag 300. W wariantach
z alaning w pozycji 299 helisa ta jest dtuzsza o jedng reszt¢ aminokwasowg i sigga reszty
299. Helisa w tych modelach jest znacznie krotsza niz ta przewidziana przez algorytmy
JPred do przewidywan drugorzedowych oraz pierwszy model GerAA. W takim przypadku,
podczas budowania modelu zastosowatam wigzy na reszty budujace helisg, ktore miatyby
wskaza¢ algorytmom Modellera, ze w tym miejscu powinna znalez¢ si¢ helisa — ten zabieg
nie wptynal na wyniki 1 badana helisa rozciggala si¢ od reszty 277 do 299.

Badania dr Anny Greli pokazujg, ze obecnos¢ proliny w miejscu 302 podjednostki A
receptora skutkuje utrata funkcjonalnosci receptora — nie dochodzi do kietkowania
indukowanego przez L-alaning i/lub L-waling. W potaczeniu z wynikami strukturalnymi
oraz charakterystycznym zachowaniem proliny w strukturze helisy, mozemy zatozy¢, ze
struktura badanego regionu (273-302) jest istotna dla poprawnego funkcjonowania
receptora. Moze to wynika¢ z faktu, Zze najmniejsze zmiany w regionach hydrofobowych
bialek powoduja zaburzenia w sposobie, w jakim biatka wchodza w interakcje z btong
komorkows. Reszta ta, jezeli znajduje si¢ w obrgbie wewnetrznej blony przetrwalnika, tak
jak sugeruja to przewidywania regionéw transbtonowych, moze roéwniez petni¢ wazna role

w stabilizacji oddziatywan z innymi podjednostkami znajdujacymi si¢ w btonie.
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Tabela 5: Dhugos¢ helisy 273-302 w réznych wariantach oraz modelach GerAA. Tabela opisuje roznice
strukturalne helisy w wynikach przewidywania struktury drugorzedowej oraz struktury trzeciorzgdowe;j
dwoch modeli GerAA.

Wariant struktura 2D pierwszy model drugi model
299A/302S 274-302 273-302 277-299
299A/302P 273-302 274-300 277-299
299T/302S 274-302 274-302 277-298
299T/302P 273-302 274-300 277-298
299A/302A 273-302 X 277-299

6.3.2. Arginina 347

Poniewaz bialko GerAA jest jedna z dwoch podjednostek typowanych jako biatka
wigzagce germinanty, podczas swoich badan przeprowadzitam eksperymenty dokowania
molekularnego L-alaniny oraz L-waliny do obu opisanych w tej pracy modeli. Doktadny
opis wynikow dokowan germinantéw znajduje si¢ w rozdziale 6.5.

Wyniki dokowan globalnych obu ligandow wskazuja region 342-352 jako
potencjalne miejsce wigzania germinantow. W regionie tym wigzata si¢ duza liczba
ligandow zaro6wno podczas dokowan do modelu biatka GerAA. Arginina znajdujaca si¢ na
pozycji 347 pojawiata si¢ rowniez jako miejsce interakcji podczas wstegpnych badan nad
dimerami podjednostki A w bardzo wczesnych etapach prac nad modelem tego biatka.
Dodatkowo, wedtug danych uzyskanych podczas badania helis transbtonowych, region ten
znajdowac si¢ moze na powierzchni wewnetrznej btony przetrwalnika. Na podstawie tych
danych postanowiliSmy zaprojektowa¢ eksperyment, ktoéry pozwolitby na sprawdzenie
hipotezy czy Arg347 jest reszta istotng dla prawidlowego funkcjonowania receptora GerA.
Ze wzgledu na silnie zasadowy charakter argininy zdecydowaliSmy na zmian¢ tadunku
reszty 347 oraz sprawdzenie wplywu tej zmiany na funkcjonowanie receptora.

W swojej pracy doktorskiej doktor Anna Grela (Grela A. , 2019) opisuje
eksperyment, ktéorego celem bylo wstepne zbadanie istotnosci reszty Arg347 dla
prawidlowego dzialania receptora (dane niepublikowane poza rozprawa doktorska doktor
Anny Greli). Podczas eksperymentu wykorzystano cztery warianty biatka GerAA, w ktorych

— zgodnie z zalozeniami zmiany tadunku — stopniowo zmniejszano zasadowos¢ reszty
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347. Pierwszy wariant GerAA w miejscu 347 zawierat argining, kolejne warianty oparte byty
na substytucji argininy na kolejno: lizyne (347Lys), histydyne (347His) oraz alaning
(347Ala).

Analiza kinetyki kietkowania receptora oparta na ilosci uwalnianego DPA
przeprowadzona przez dr Ann¢ Grela, pokazuje, ze wraz ze spadkiem zasadowosci reszty
347 zmniejsza si¢ tempo kietkowania przetrwalnikow oraz ilos¢ wydzielanego przez nie
DPA. Spory z podstawiong lizyng w miejscu 347 kietkowaty wolniej niz typ dziki z argining,
natomiast w sporach zawierajacych histydyne lub alaning w ogole nie dochodzito do
kietkowania w obecnosci L-alaniny. Wyniki tej analizy wstepnie potwierdzajg istotno$¢
pozycji 347 oraz jej zasadowos$ci biatka GerAA w procesie kietkowania. Hipoteza ta
wymaga jednak wickszej ilosci badan, aby potwierdzi¢ wysnute zatozenia oraz zbada¢ na
ile jest to zwigzane z wigzaniem germinantéw, a na ile z innymi czynnikami istotnymi dla
prawidlowego funkcjonowania receptora kietkowania (Grela A. , 2019).

Wedlug wykonanych przeze mnie przewidywan drugorzedowych arginina 347
znajduje si¢ tuz za dtuga a-helisa obejmujaca reszty 325-346. W drugim modelu GerAA
reszta R347 znajduje si¢ na koncu krotkiej helisy (helisa obejmuje miejsca 351-347).
Natomiast w modelu pierwszym podjednostki A, tym ktory byt dostepny podczas badan
przeprowadzonych przez dr Ann¢ Grela, arginina ta rowniez znajduje si¢ na koficu helisy
(334-337). Wedtug przewidywan regionow transbtonowych reszta ta jest fragmentem helisy
btonowej, ktora w zaleznosci od algorytmu obejmuje nastgpujace reszty: TMAP 306-388,
TMPred 373-392 oraz TMHMM 374-396.

Dalsze badania nad wptywem reszty 347 na struktur¢ bialka GerAA lub jego
oddziatywania ze $rodowiskiem wymagajg utworzenia modeli mutantoéw, nad ktorymi
pracowatla dr. Anna Grela oraz porownanie ich struktury, oddziatywan z germinantami oraz

btong.
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Rysunek 19: Strukturalne porownanie regionu wystepowania reszty 347 w dwoch modelach biatka GerAA.
A) Model drugi biatka GerAA. B) Pierwszy model GerAA. Kolorem czerwonym zaznaczone sa reszty 347 w
obu modelach, natomiast kolorem szarym helisy, w ktorych sktad wchodzi R347.

6.3.3. Motyw PFPP

Motyw PFPP (motyw obejmujacy reszty 324-327) znajdujacy si¢ w biatku GerAA
jest motywem zachowywanym wsrdd znanych podjednostek A receptorow kietkowania.
Region ten wraz z konserwatywnymi resztami E330 oraz E335 wydaje si¢ by¢ szczegolnie
wazny dla funkcjonowania receptora oraz dla struktury biatka GerAA. Badania pokazuja, ze
wprowadzenie mutacji w tym regionie skutkuje réoznymi fenotypami receptora, m.in.:
zwickszong wrazliwos$cig na germinanty i brakiem klasteryzacji (nieobecna podjednostka C
przy mutacjach w miejscu E330 i E335). W swojej pracy Mongkolthanaruk i inni
(Mongkolthanaruk, Cooper, Mawer, Allan i Moir, 2011), badajac wptyw réznych mutacji
(w tym tych w motywie PFPP oraz w pozycjach E330 i E335) na dziatanie receptora GerA,
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sugeruja, ze region PFPP reprezentowa¢ moze nietypowa helis¢ btonowa lub petle taczaca

helisy btonowe, ktora bytaby wyeksponowana poza wewngtrzng blong przetrwalnika.

Rysunek 20: Fragment modelu struktury GerAA z zaznaczonym regionem PFPP (kolor czerwony) oraz
resztami 330 i 335 (kolor zielony).

Utworzony przeze mnie model biatka GerAA (model drugi) pokazuje, ze poczatek
motywu PFPP — reszta P324 oraz poprzedzajaca ja V323 — buduje petle taczaca dwie
helisy. Reszty 325-327 z kolei wchodzg w sktad helisy. Caly motyw jest natomiast rejonem
taczacym dwie helisy blonowe — jak pokazuja wyniki przewidywan regionow
transbtonowych (tabela 3) — i prawdopodobnie znajduje si¢ na powierzchni btony po jej
wewnetrznej stronie.

W zwigzku z wynikami wyzej wspomnianych prac badawczych wykonatam
modelowanie struktury dwoch mutantow, w ktorych dokonatam substytucji proliny w
miejscu 324 na alaning oraz na glicyng w celu zweryfikowania wptywu mutacji w tym
regionie na struktur¢ biatka GerAA. Wyniki modelowania mutantow osiagnely znacznie
stabsze oceny niz modele GerAA bez mutacji, co jest niezwykle ciekawe, biorac pod uwage,
ze byta to zmiana punktowa, skupiona na jednej reszcie aminokwasowe;.

W obu modelach mutantéw mozna zaobserwowac, ze motyw PFPP wchodzi w sktad
duzej a-helisy. Petla, ktéra obejmowata reszty 323 oraz 324 i taczyta dwie mniejsze helisy

nie wystepuje w modelach mutantow. Prawdopodobnie obecnos¢ proliny — znanego
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tamacza helis (Pace i Scholtz, 1998) — w sekwencji biatka dzikiego typu zapewniala

strukturalne oddzielenie dwodch helis.

Rysunek 21: Porownanie struktur wariantow GerAA A) Mutant P324G — w tym wariancie reszt 324 jest
cze$cig diugiej a-helisy (310-336). B) Mutant P324S, podobnie jak w punkcie A, reszta 324 jest wbudowana
w helis¢ 310-337. C) Struktura wariantu dzikiego GerAA z proling w miejscu 324. Prolina wraz z waling 323

buduja tacznik miedzy dwiema a-helisami.

Badania przeprowadzone przez dr Martg Hubisz w Zakladzie Bakteriologii
Molekularnej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego nad motywem PFPP oraz jego mutacjami sugerujg, ze receptory
z mutacjami P324S i P324G w podjednostce A mogg kietkowa¢ w obecnosci D-alaniny
(dane niepublikowane), ktora jest opisywana w literaturze jako silny inhibitor kietkowania.
P324G wykazuje duzo wyzsze wydzielanie DPA w obecno$ci D-alaniny niz P234S oraz
wariant niezmieniony (rysunek 22). Dodatkowo receptory z mutacjami kietkowaty szybciej

w niskich stezeniach L-alaniny niz wariant szczepu dzikiego.
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Opisane mutacje w motywie PFPP zaburzaja strukture regionu, ktory stanowi tacznik
migdzy fragmentami transbtonowymi i znajduje si¢ blisko krawedzi btony. Opisany
fragment jest wyeksponowany poza wewnetrzng blone przetrwalnika. Informacje o
zmianach strukturalnych mutantéw w zestawieniu z wynikami badan dr Marty Hubisz mogg
sugerowaé, ze zmiany w obrgbie konserwowanego motywu PFPP moga powodowad
zaburzenia w kieszeni wigzacej germinanty, co pozwala na kietkowanie receptora w
obecnosci D-alaniny. Dodatkowo zmiany struktury mogg powodowaé zaburzenia w
interakcji biatka z wewnetrzng btong przetrwalnika, co rowniez moze wptywac na interakcje
z germinantami oraz inhibitorem kietkowania. Na tej podstawie mozna wysnu¢ wniosek, ze
przedstawione w tej pracy oraz w pracy dr Marty Hubisz przetrwalniki z substytucjami

reszty 324 sa bardziej wrazliwe na germinanty w procesie inicjowania kietkowania spor.
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Rysunek 22: Wykres przedstawiajgcy uwalnianie DPA kietkujacych szczepow A)P324S B)P324G oraz C)
Szczepu dzikiego z proling w miejscu 324 (BAG17). Wykres zostal wykonany przez dr Marte Hubisz i jest
czescia jej pracy doktorskiej.




6.4. Modele receptora

Zbudowanie modeli struktur podjednostek receptora GerA jest pierwszym krokiem
na drodze do opracowania struktury catego receptora. Wykonane przeze mnie modelowanie
homologiczne podjednostek receptora oraz wszelkie dostepne w literaturze dane dostarczyty
wielu informacji strukturalnych niezbednych do dalszych badan nad calym receptorem.
Pomimo tego, pozostaje jeszcze kilka, bardzo istotnych, otwartych pytan, na ktore nie znamy
odpowiedzi. Jednym z najwazniejszych jest pytanie o stechiometri¢ podjednostek w
receptorze. Z dostgpnych danych wynika, ze stosunek podjednostek w receptorze wynosi
1:1:1. Oznacza to tyle, ze najprawdopodobniej receptor zbudowany jest z jednakowej liczby
podjednostek i wcigz niewiele mowi o tym, ile tych podjednostek w receptorze rzeczywiscie
jest.

Na podstawie podobienstwa do wzorcow uzytych w modelowaniu struktur
podjednostek B i C spekulujemy, ze, W wysokim st¢zeniu, podjednostki receptora moga
tworzy¢ dimery, ktore nastgpnie budowatyby funkcjonalny receptor. Biatka AdiC nalezace
do APC, uzyte jako szablony w modelowaniu GerAB, tworza dimery z miejscem wigzacym
ligand na styku obu monomerow (Gao i inni, 2010). GerBC, bliski homolog podjednostki
C, w postaci krystalicznej buduje dimer, natomiast w roztworze zachowuje strukture
monomeru, co pozwala przypuszczaé, ze wysokie st¢zenie bialka moze prowadzi¢ do
tworzenia dimerow (Li, Setlow, Setlow i Hao, 2010).

Biorac pod uwage sklonnosci do dimeryzacji szablonéw uzytych podczas
modelowania, moge przypuszczaé, ze podjednostki GerA beda tworzy¢ dimery.
Dodatkowym argumentem przemawiajacym za tym zatozeniem jest podobienstwo procesu
klastrowania (grupowania) receptorow kietkowania do grupowania bakteryjnych matryc
chemotaksji (Sherman, 1982; Sourjik i Armitage, 2010). Zatem w dalszych czg¢$ciach prac
nad modelem receptora GerA przyjetam jako jedno z zatozen, ze receptor moze tworzy¢
trimer dimerow.

Pomimo wyzej wymienionych przestanek sugerujgcych trimer dimeréow, pod uwage
wzietam takze prawdopodobienstwo tego, ze receptor mogg budowa¢ monomery
podjednostek. Taki model receptora zostat, obok receptora zbudowanego z dimerow, wzigty
pod uwage w badaniach nad miejscami wigzania germinantdw oraz orientacji receptora w

blonie.
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6.4.1. Wyniki przewidywania miejsc interakcji biatko-biatko

Przewidywanie

miejsc  interakcji  biatko-biatko dla kazdej podjednostki

przeprowadzilam za pomocg serwera meta-PPISP oraz serwera cons-PPISP. Wyniki

przedstawione zostaty w tabeli ponizej.

Tabela 6: Wyniki przewidywan miejsc interakcji poszczegdlnych podjednostek receptora GerA z innymi
biatkami receptora lub (potencjalnie) innymi biatkami bioracymi udziat w procesie kietkowania
przetrwalnika. Kolorem zielonym zaznaczono reszty, ktore oddziatuja miedzy monomerami w kompleksie

dimeru i/lub w kompleksie receptora.

Bialko Serwer Reszty aminokwasowe

GerAA meta-PPISP V140, 1143, D144, 1279, R280, R283, F284, S286, 1287, 1289,
T290, L291, F292, L293, S294, 1296, Y297, 1298, A299, L300,
V301, L404, S411, L417, Y418, G419, 1420, L422, F423, L425,
V426, V427, Y428, T249, HA430, L450

GerAA cons-PPISP F238, R241, L245, V246, D247, S248, S249, L.320-L348, 1356-
V359, V363, Y395, L399, F409, S408

GerAB meta-PPISP 1127, C133, G134, L161, 1170, 1237, W280, 1281, F285, V289,
Y320, F321, W324, P325, D326, V331, M333, Y334, S335, D336,
Y337, L338, G339, 1341, F342, V343, S344, L345, L352

GerAB cons-PPISP N40, L137-L148, 1170, F172, 1173, N174, L176-L180, L184

GerAC  meta-PPISP R4, 15. L6, C7, M8, F9, 110, C11, T12, L13, L14, L15, S16, G17,
C18, W19, D20, S21, D261, G262, D348, Y349, F350, S351,
N352

GerAC cons-PPISP 15-W19, H94, L95, 198, 1115-T124

6.4.2. Dimery podjednostek

Dimeryzacja podjednostek receptora GerA byta pierwszym podjetym przeze mnie

zalozeniem w kwestii budowy receptora. Wszystkie dimery zbudowatam z wykorzystaniem

metod dokowania typu bialko-biatko. W trakcie przygotowywania modeli dimerow

wykorzystalam nast¢pujace oprogramowania: Sam, GrammX oraz ClusPro, a do dalszych

badan wybrane zostaly najlepsze kompleksy. Narzedzia stuzace do dokowania zostaty

doktadniej opisane w rozdziale 5.7.3 Dokowania biatko-biatko.
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6.4.2.1. Dimer GerAA

Model dimeru GerAA powstat przy uzyciu dokowania Ssymetrycznego na serwerze
ClusPro i, jak pokazuje rysunek 23, oddzialywania mi¢dzy monomerami skupiajg si¢ w
btonowej czesci biatka. Kompleks zostat wybrany sposrod wielu innych kompleksow
utworzonych w serwerze ClusPro oraz za pomocg dokowania symetrycznego w programie
Sam. Kryteriami wyboru, ktore bratam pod uwagg byly: energia potrzebna do zadokowania
monomerdéw do siebie oraz ulozenie fragmentéw transbtonowych.

Monomery sg ze sobg potaczone za pomoca wigzan wodorowych oraz oddzialywan
hydrofobowych, a sama interakcja migdzy nimi skupia si¢ gtownie w domenie blonowe;j
monomerow. 17 reszt aminokwasowych podjednostki A oraz 17 aa z podjednostki B jest
zaangazowanych w oddzialywania hydrofobowe pomigdzy monomerami. Dodatkowo
pomigdzy monomerami tworzy si¢ 7 wigzan wodorowych oraz jedno wigzanie
kowalencyjne. Wigzanie kowalencyjne, ktore pojawilo si¢ podczas analizy wynikow jest
najprawdopodobniej artefaktem oprogramowania LigPlot. W metodach dokowania wigzania
tego typu nie powinny si¢ tworzy¢ — do utworzenia wigzania kowalencyjnego niezbgdne
byloby zajscie jakiej$ reakcji enzymatycznej. Rozklad reszt aminokwasowych bioragcych
udzial w interakcjach pomiedzy monomerami przedstawitam na rysunku 24.

Pro349, Arg402 oraz Tyr418 tworza wigzania wodorowe w obu monomerach.
Wigzanie Pro349-Tyr418 jest symetryczne, czyli prolina 349 z monomeru A wigze si¢ z
tyrozyng monomeru B i odwrotnie (Pro349B z Tyr418A). Natomiast arginina z pozycji 402
monomeru A tworzy wigzanie wodorowe z Gln434, a arginina 402 B oddziatuje z Tyr428.
Dodatkowo reszta Glu271 z monomeru B tworzy wigzania z resztami Ser277 i Arg280
monomeru A, przy czym wiazanie z Arg280 jest wigzaniem kowalencyjnym. Dlugosé
wigzan wodorowych zaobserwowanych w oddzialywaniach migdzy monomerami nie
przekracza 2,88A.

Badania pokazujg, ze substytucja proliny 349, zaangazowanej w oddziatywania
mi¢dzy monomerami, na seryn¢ skutkuje fenotypem przetrwalnika, w ktorym obserwuje si¢
wolniejsze kietkowanie. Co wigcej, arginina 402 moze by¢ pierwszg reszta aminokwasowg
budujaca helis¢ blonowg lub by¢ fragmentem petli pomigdzy helisami btonowymi, ktora jest
umieszczona po zewnetrznej stronie btony (tabela 3). Te same badania, ktore opisujg wptyw
mutacji P349S na dziatanie receptora, sugeruja, ze ta petla pomiedzy helisami blonowymi
moze by¢ niezwykle istotna dla funkcjonowania receptora, a zmiany strukturalne w jej

obrgbie skutkowaé utrata funkcjonalno$ci receptora (w cytowanej pracy badawczej

80



przebadano pod tym katem mutacje S400F (Mongkolthanaruk, Cooper, Mawer, Allan i
Moir, 2011)).

Na podstawie wynikow dokowania monomeréw GerAA oraz informacji o
zachowaniu mutantdw w procesie kietkowania przetrwalnika, mozemy wysnu¢ wniosek, ze
opisywane mutacje moga zaklocaé tworzenie si¢ dimeru poprzez catkowite uniemozliwienie
dimeryzacji lub poprzez ostabianie oddziatywania monomerow, a tym samym destabilizacje

kompleksu.

Rysunek 23: Model dimery GerAA. Lancuch A jest zaznaczony kolorem niebieskim, natomiast tancuch B —
kolorem r6zowym. A) Kompleks dimeru GerAA B) Widok na kompleks z gory. C) Orientacja dimeru w
blonie obliczona narz¢dziem QMbrane — regiony oznaczone kolorem niebieskim to regiony o wysokiej
jakosci przewidywania, natomiast kolor czerwony pokazuje regiony niskiej jakosci. Btona oznaczona jest
kolorem szarym.

81



Leu3ds(E]

Ne2s7ia) |

Leu352(B]  WaldZ7(B] ~ FPhedlB(E] — Metd?4(B] — Leud2(E) FhedfO[BJ~  Leud25(B] —Fhed3(BY —ledd7(E] 5er295(B) lled20[E]

||e4:[i% \:r:j:fﬁ ||\ji:(n% hed23( A, Glyd19[a) \3:\::[% \ﬁ:ﬁé ﬁ:‘% L::L:[(%

aa

lled4(B]  —Leud7(E]

o

52r275(B) Phe284(B] I1237(E]

o Y

g:izm §>\’u‘l(//

Tyrd2a(h)

S

1
L
]
1
i
L
H
I
Leuz4En B=nEa0a) ':
H
1
i
'
I
H
i
|
I
i
[

oot

! Arg280(A)

Rysunek 24: Rozktad reszt biorgcych udziat w oddziatywaniach monomeréw GerAA. Oddziatywania
wygenerowane zostaly za pomoca programu LigPlot+. Kolorem zielonym oznaczone sa wigzania wodorowe,
natomiast kolorem czerwonym — wigzanie kowalencyjne migdzy atomami konkretnych reszt
aminokwasowych, ktore prawdopodobnie jest artefaktem oprogramowania.
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6.4.2.2. Dimer GerAB

Podjednostka B receptora kietkowania GerA, jak juz wielokrotnie wspomniano,
wykazuje niewielka homologie do rodziny transporterow APC. Bialka z tej rodziny formujg
dimery oraz s3 odpowiedzialne za wigzanie ligandéw, a miejsce wigzania czasteczek liganda
znajduje si¢ na styku dwoch monomeréw. Na tej podstawie mozna zaryzykowaé
twierdzenie, ze GerAB réwniez moze formowa¢ dimery oraz, co wielokrotnie podkresla si¢
w literaturze, odpowiadac za interakcje z germinantami.

Dimer GerAB zbudowatam przy uzyciu metod dokowania symetrycznego (symetria
C2) zaimplementowanych w programie Sam 2.0.4. Energia wigzania kompleksu wybranego
do dalszych badan wynosi -898,56 kJ/mol. Model dimeru oraz jego potencjalna orientacja
w btonie pokazane sg na rysunku 25. Szczegotowe obliczenia zwigzane z orientacja GerAB
w blonie zostaty opisane w rozdziale Orientacja biatek receptora GerA w blonie.

Monomery GerAB oddziatuja ze sobg glownie za pomoca oddziatywan
hydrofobowych — 26 reszt aminokwasowych monomeru A oraz 26 reszt monomeru B
bierze udziat w tych oddziatywaniach. Ponadto dimer jest stabilizowany czterema
wigzaniami wodorowymi. Wigzania te utworzyly si¢ pomiedzy nastepujacymi resztami
aminokwasowymi: Asp327(B)-Thr47(A), Glul82(B)-Ans329(A), Thrd7(B)-Asp327(A)
oraz Asn239(B)-Glul82(A).

Badania pokazuja, ze podstawienie alaniny w miejscu kwasu asparaginowego 327
daje mutanty, ktére moga inicjowac kietkowanie w nizszym stezeniu alaniny niz spory typu
dzikiego (Cooper i Moir, 2011). By¢ moze zmiana reszty aminokwasowej o odczynie
kwasnym na reszte aminokwasowg o odczynie obojetnym, do tego z mniejszym tancuchem

bocznym, powoduje zwigkszenie stabilnosci dimerow.
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Rysunek 25: Model dimeru GerAB. A) Monomer A zaznaczony jest kolorem niebieskim, natomiast
monomer B kolorem r6zowym. B) Orientacja modelu dimeru w btonie obliczona za pomoca narzedzia
QMbrane. Kolor niebieski wskazuje regiony o dobrej jakosci przewidywan, natomiast kolor czerwony —
regiony gorszej jakosci. Kolorem szarym oznaczone sa granice btony.
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Rysunek 26: Rozktad wigzan wodorowych oraz oddziatywan hydrofobowych w dimerze GerAB
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6.4.2.3. Dimer GerAC

Homolog biatka C receptora GerA, biatko GerBC, w krysztale tworzy dimer (Li,
Setlow, Setlow i Hao, 2010), natomiast w roztworze pozostaje monomerem. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze przy duzym stezeniu podjednostki C receptorow kietkowania wykazuja
sktonnosci do dimeryzacji. Zatem, w momencie inicjacji procesu kietkowania, gdy w
germinosomie liczba biatek receptorow podjednostki C jest bardzo duza (a co za tym idzie,
wedtug stechiometrii 1:1:1, inne podjednostki), GerBC moze tworzy¢ dimery.

W dimerze GerBC za oddziatywania monomeréow odpowiadajg domeny I oraz II.
Domena I monomeru A znajduje si¢ pomiedzy domenami | a [l monomeru B (i odwrotnie),

na co prawdopodobnie pozwala elastyczna petla taczaca domeng I oraz II.

Rysunek 27: Struktura dimeru GerBC. Kolorem zielonym oznaczony jest monomer A, a kolorem szarym —
monomer B. Struktura oraz ilustracja pochodzg z publikacji (Li, Setlow, Setlow i Hao, 2010).

Dimer GerAC zbudowatam z wykorzystaniem oprogramowania GrammX. Podczas
dokowania monomerdéw biatka C duza przeszkoda okazata si¢ petla obejmujaca pierwsze 24
reszty aminokwasowe N-konca monomerdw, dlatego zostala ona usunigta na potrzeby
zbudowania dimeru jak najbardziej podobnego do dimeru homologa (GerBC). Usunigcie
petli z modelu sprawito, ze modele monomeréw zadokowaly si¢ do siebie poprzez
przeplatanie si¢ domen I. By¢ moze efekt dimeryzacji obserwowany w krysztale wynika

wilasnie z tego, ze w strukturze GerBC brakuje 24 reszt aminokwasowych z N-konca biatka
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odpowiedzialnych za interakcje z btong. Wynik dokowania monomerow przedstawiam na

rysunku 28.

Rysunek 28: Model dimeru GerAC. Kolorem niebieskim oznaczony jest monomer A, natomiast kolorem
r6zowym- monomer B. W obu monomerach brakuje 24 reszt aminokwasowych N-konca.

Monomery GerAC oddziatuja ze sobg gltéwnie w obrgbie domeny |. Wigzanie
wodorowe tworzy si¢ miedzy reszta Leu68 z monomeru B oraz Lys88 z monomeru A.
LigPlot wskazuje réwniez wigzanie kowalencyjne pomigdzy resztami Glu26(B) oraz
Arg120(A), ktore, tak jak w przypadku innych oddzialywan miedzy podjednostkami
prawdopodobnie jest artefaktem oprogramowania. By¢ moze w tym miejscu zachodzi inny
rodzaj oddziatywan. Pozostate interakcje to oddzialywania hydrofobowe (rysunek 29). W
oddziatywaniach hydrofobowych udziat bierze 25 reszt aminokwasowych monomeru A oraz
27 reszt monomeru B. Oddziatywania te sg roztozone mniej symetrycznie niz oddziatywania
w dimerach GerAA i GerAB.

Dodatkowo, poréwnujagc model dimeru GerAC do dimeru homologa, tatwo
zauwazy¢ roéznice w umiejscowieniu domen I. W dimerze GerBC domeny te si¢ wyraznie
przeplataja, natomiast w dimerze GerAC oddziatuja ze soba, ale sg umiejscowione w

przestrzeni mi¢dzy domeng I oraz II.
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Rysunek 29: Schemat oddziatywan miedzy monomerami A i B dimeru GerAC.
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6.4.2.4.  Proponowany model receptora wykorzystujgcy dimery biatek btonowych

Wykorzystujac dimery uzyskane za pomocg dokowania biatko-biatko, utworzytam
potencjalny model receptora GerA. Poniewaz biatko C tego receptora jest jedynie
zakotwiczone w btonie 1 znajduje si¢ poza jej obszarem, w badaniach nad kompleksem
receptora w pierwszej kolejnosci skupilam si¢ na oddzialtywaniach migdzy biatkami
btonowymi — dimerami GerAA oraz GerAB.

Kompleks blonowej czgsci receptora, czyli dimeréw GerAA-GerAB, zbudowatam z
wykorzystaniem algorytméw dokowania zaimplementowanych w narzedziu ClusPro. Ze
wzgledu na swojag wielko$¢ dokowanie kompleksu byto bardzo kosztowne obliczeniowo,
dlatego ClusPro — serwer dziatajagcy na bostonskim superkomputerze — byt najbardziej
rozsagdnym narzedziem do przeprowadzenia obliczen. Kompleks zostal wybrany na
podstawie swoich whasciwosci elektrostatycznych oraz hydrofobowych i jest pokazany na
rysunku 30.

Dimer GerAB sklada si¢ z tancuchéw (monomerow) A i B, natomiast dimer GerAA
z fancuchow C i D. Lancuch A dimeru GerAB bezposrednio oddziatuje z tahcuchami C oraz
D dimeru GerAA, natomiast fancuch B dimeru GerAB oddziatuje tylko z tancuchem D
dimeru GerAA. Lancuchy A (dimer GerAB) i C (dimer GerAA) tacza dwa wigzania
wodorowe, wigzanie kowalencyjne oraz oddziatywania hydrofobowe. Wigzanie wodorowe
formuje si¢ miedzy nast¢pujacymi resztami aminokwasowymi: Leu338(A)-GIn434(B) oraz
Tyr334(A)-Glu343(C). Reszty aminokwasowe Lys265(A)-Glu481(C) tacza si¢ wigzaniem
kowalencyjnym, co ponownie moze by¢ artefaktem oprogramowania obrazujgcego
oddziatywania miedzy biatkami. Lancuchy A 1 D lacza trzy oddzialywania hydrofobowe
(Met409(D), Pro325(A) 1 Asp326(A)). Lancuch B dimeru GerAB oraz tancuch D dimeru
GerAA pofaczone sg dwoma wigzaniami wodorowymi: Met311(B)-Arg402(D) oraz
Val163(B)-GIn305(D) i jednym wigzaniem kowalencyjnym Glu51(B)-Arg405(D), poza tym
wystepuja migdzy nimi liczne oddziatywania hydrofobowe.

Przywolywane wcze$niej badania dotyczace wplywdw mutacji w biatkach GerAA i
GerAB na funkcjonowanie przetrwalnikow i inicjacj¢ procesu kietkowania pokazuja, ze trzy
z reszt aminokwasowych, ktore biorg udziat we wigzaniu do siebie dimerow GerAA i GerAB
w proponowanym kompleksie, sa istotne dla prawidlowego funkcjonowania receptora.
Kwas glutaminowy 51 biatka GerAB nie jest co prawda resztag konserwowang w innych
podjednostkach B, jednak jej substytucja na leucyn¢ sprawia, ze przetrwalniki

charakteryzuja si¢ niedziatajacym receptorem GerA. Co ciekawe, w tym przypadku
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obecno$¢ kompleksu receptora jest wykrywalna (Cooper i Moir, 2011). Metionina 409
biatka GerAA bioraca udziat w oddzialywaniach hydrofobowych miedzy tancuchami A i D
kompleksu, w eksperymentach zostata zastgpiona asparaging, co w efekcie skutkowato
bardzo niewielka lub zerowa odpowiedzig receptora na obecno$¢ germinantéw. Kwas
glutaminowy 335 biatka GerAA, wspomniany juz w tej pracy jako reszta wysoce
konserwowana wsrdd podjednostek A, znajduje si¢ tuz obok motywu PFPP i wspoélnie z
reszta 330 wskazywana jest przez badania jako istotna dla poprawnego dziatania receptora
ze wzgledow strukturalnych. Substytucja E335A skutkuje brakiem odpowiedzi receptora na
obecnos¢ L-alaniny w §rodowisku oraz utratg 95% ilosci biatka GerAC (Mongkolthanaruk,
Cooper, Mawer, Allan i Moir, 2011).

Wyniki oceny modelu kompleksu na podstawie QMbrane sa bardzo zblizone do
wynikow, jakie osiggaly monomery GerAA i GerAB. Normal score wynosi 0,66, natomiast

z-score jest rowny -0,5. Dodatkowo, 86,52% reszt aminokwasowych znajduje si¢ w obszarze

uznawanym za dozwolony na wykresie Ramachandrana.

Rysunek 30: Btonowa cze$¢ modelu receptora GerA. A) Kompleks dimerow GerAA i dimeréw GerAB. Kolorem niebieskim
zaznaczony jest dimer podjednostki B, natomiast kolorem rézowym — dimer podjednostki A. B) Kompleks widziany od gory. C)
Potencjalna orientacja kompleksu w blonie obliczona za pomocg algorytmu QMbrane.
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Rysunek 31: Oddziatywania miedzy tancuchami A i C kompleksu receptora zbudowanego z dimeréw GerAA
i GerAB.
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Rysunek 32: Oddziatywania migdzy tancuchami B i D kompleksu receptora GerA zbudowanego w oparciu o
dimery GerAA i GerAB.
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6.4.2.5.  Kompleks GerA zbudowany na podstawie dimerow podjednostek

Model receptora GerA (rysunek 35) réwniez zbudowatam przy uzyciu serwera
ClusPro, a energia potrzebna do zadokowania dimeru GerAC do kompleksu dimerow
GerAA i GerAB wyniosta -1947,2 kJ/mol. Widoczng wadg tego modelu jest to, ze czg$é
dimeru GerAC, wedhug oceny QMbrane, jest zanurzona w blonie. Trudnosci z dokowaniem
GerAC mogg wynika¢ z braku petli na N-koficu monomeréw tego dimeru, ktora zostala
usuni¢ta w celu zbudowania dimerow. Wlasnie ta petla jest prawdopodobnie
odpowiedzialna za zakotwiczenie lipoproteiny GerAC w blonie.

Dimer GerAC (fancuchy E i F) w tym modelu receptora oddziatuje z oboma
monomerami GerAB (fancuchy A i B) oraz z jednym z monomeréw GerAA (tancuchem D).
Lancuchy D i F oddzialuja ze soba za pomoca jedynie jednego wigzania wodorowego,
natomiast tancuchy B i E za pomoca dwodch wigzanh wodorowych i oddziatywan
hydrofobowych. Lancuch F dimeru GerAC wigze si¢ do tancucha B dimeru GerAB za
pomoca 24 wigzan wodorowych, 3 wigzan kowalencyjnych (kolor czerwony na rysunku 34)

oraz oddzialywan hydrofobowych.

c
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Leu27(E) Ser28(E) ProS2(E)
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Rysunek 33: Roztozenie oddziatywan w kompleksie receptora GerA. A) Opis oddziatywan pomigdzy
tancuchem E dimeru GerAC, a tancuchem B dimeru GerAB. B) Wigzanie wodorowe pomiedzy tancuchem F
dimeru GerAC a tancuchem D dimeru GerAA.
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Rysunek 34: Roztozenie oddziatywan pomiedzy tancuchem B dimeru GerAB, a tancuchem F dimeru GerAC.
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Rysunek 35: Model kompleksu GerA zbudowany na podstawie dimeréw podjednostek. A) Model
przedstawiajacy budowe receptora GerA. Kolorem zielonym zaznaczono dimer GerAC, kolorem niebieskim
dimer GerAB, natomiast kolorem rézowym — dimer GerAA. B) Potencjalne utozZenie receptora w btonie. C)

model receptora widziany z gory.
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6.4.3. Kompleks monomerow biatek btonowych receptora GerA

Blonowa cz¢$¢ receptora GerA zbudowana z monomerow GerAA i1 GerAB powstata
przy wykorzystaniu serwera ClusPro. Wyniki uzyskane z dokowania biatko-biatko za
pomoca tego narzedzia daty kilka interesujacych komplekséw. Do dalszych badan wybratam
kompleks, ktory byt najbardziej faworyzowany ze wzgledéw hydrofobowych — w Kklastrze
opisujacym taki model znalazty si¢ az 74 kompleksy, a energia dokowania wynosita -2710,6
kJ/mol. Reszty pozytywnie oceniane przez wykres Ramachandrana wynosza 85,68%.

Wstepne obliczenia orientacji kompleksu w blonie pokazuja, ze fragment 238-264
biatka GerAA oraz reszty 177-193, wchodzace w sktad domeny niebtonowej biatka moga
by¢ zanurzone w blonie. Fragment 238-264 zostat przeze mnie przewidziany jako helisa
blonowa przez algorytmy do przewidywan regionow transbtonowych (tabela 3). Powstaty
kompleks stabilizowany jest przez szes¢ wigzan wodorowych oraz liczne oddziatywania

hydrofobowe. Monomer GerA A oznaczony jest jako tancuch A, natomiast monomer GerAB

jako tancuch B. Wigzania wodorowe tworza si¢ pomig¢dzy nastgpujacymi parami reszt
aminokwasowych: GIn260B-Arg402A, GIn263C-Arg402A, Phe275B-Tyr428A, GIn273B-
Arg280A, GIn124B-Asn350A oraz Cys133B-Arg342A.

Rysunek 36: Model kompleksu btonowej cze¢éci receptora oparty na monomerach podjednostek A i B. A)
Model kompleksu — wida¢ delikatne nachylenie podjednostki A wzgledem podjednostki B. B) Widok z gory
na kompleks GerAA-GerAB. C) Wstepna orientacja kompleksu w btonie. Widzimy, ze btona rozcigga si¢ na

cze$¢ niebtonowej domeny GerAA.
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Rysunek 37: Interakcje migdzy monomerami GerAA (fancuch A) oraz GerAB (fancuch B) w kompleksie.
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6.4.3.1.  Receptor GerA zbudowany na podstawie monomerow

Podjednostka C receptora GerA zadokowatam do kompleksu zbudowanego z GerAA
i GerAB za pomocg ClusPro. Serwer ten dat dwa ciekawe wyniki — pierwszy z nich
znajduje si¢ na rysunku 36 1 pokazuje, ze podjednostka C znajdowac si¢ bedzie w bardziej
zewngtrznej czesci przetrwalnika. Kompleks ten osiggnat energie rowna -1840,8 kJ/mol, a
utozenie podjednostek jest zgodne ze schematem rozmieszczenia bialek receptora GerA
pokazanym na rysunku 2 i szeroko stosowanym w literaturze.

Drugi interesujacy wynik (niepokazany w pracy) zakladat, ze biatko GerAC wiaze
si¢ z nieblonowa domeng biatka GerAA, a tym samym znajduje si¢ w rdzeniu przetrwalnika.

Ten kompleks dokowat si¢ do siebie z energig rowng -1405,9 kJ/mol.

Rysunek 38: Receptor GerA zbudowany z monomerdéw podjednostek. A) Struktura receptora: kolorem
zielonym zaznaczona jest podjednostka C receptora, ktora znajduje si¢ po zewngtrznej stronie wewnetrznej
blony przetrwalnika, kolorem niebieskim podjednostka B, a kolorem rézowym — podjednostka A, ktora
znajduje si¢ zarowno w blonie jak i w rdzeniu przetrwalnika B) Schematyczna orientacja kompleksu w
btonie obliczona za pomoca narzedzia QMBrane.
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Rysunek 39: Schemat oddziatywan pomig¢dzy biatkami A i C w kompleksie receptora GerA.

W receptorze GerA zbudowanym z monomerow podjednostek, GerAC oddziatuje
zarowno z podjednostka A jak i z podjednostka B. Przy czym, oddzialywania pomi¢dzy
podjednostkami A i B maja charakter hydrofobowy (rysunek 36), natomiast oddziatywania
biatka C z GerAB stabilizowane sg czterema wigzaniami wodorowymi (rysunek 37).
Wartym zaznaczenia jest, ze w oddzialywaniach pomiedzy A i C udzial biorg reszty 299
oraz 302 biatka GerAA, ktore, jak wykazata dr Anna Grela, s3 istotne dla poprawnego
funkcjonowania receptora. W oddziatywaniach pojawia si¢ rowniez reszta 300, ktora wraz
z reszta 299 czesto pojawiaja si¢ w uzyskanych przeze mnie wynikach dokowania
germinantow do biatka GerA, jego dimerdéw oraz komplekséw GerA.

Oddzialywania ze strony GerAC sa skupione, zar6wno w przypadku oddziatywania
z GerAA jak i z GerAB, w regionie N-terminalnym tego biatka, doktadniej w dlugiej
nieustrukturyzowanej petli, ktorej czes¢ wedhug struktury drugorzgdowej powinna przyjac
ksztalt a-helisy. Jest to region, w ktorym znajduje si¢ reszta Cysl8 odpowiedzialna za

potaczenie z wewnetrzng blong kotwica diacyloglicerolowa.
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GerAC oddzialuje z GerAB za pomaca oddziatywan hydrofobowych oraz
nastepujacych wigzan wodorowych: Cys11C-Val125B, Met8C-GIn124B, Met8C-Pro122B
oraz Cy7C-Thr121B.

Leuld(C) Lys2{(C) Deld(C) Phe®(C)

N a2

Met333(B) Tlel73(B)

Val125(B)

Pro122(B)

Leus(C) Tles5(C)

Thr121(B) -

Rysunek 40: Schemat oddziatywan pomigdzy biatkami GerAB oraz GerAC w kompleksie receptora GerA.
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6.4.4. Trimery podjednostek

Trimer podjednostki GerAA zbudowatam przy wykorzystaniu serwera ClusPro.
Energia niezbedna do zadokowania monomeréw w kompleks wynosi -150,3 kJ/mol, a
wybrany kompleks charakteryzuje si¢ tym, ze najlepiej wypadal podczas

zaimplementowanej w ClusPro oceny hydrofobowosci.

Rysunek 41: Model trimeru GerAA. A) Model kompleksu trimerow GerAA B) Rzut z géry na kompleks
trimeréw. C) Orientacja w btonie trimeru. Btona oznaczona jest kolorem szarym.

Rysunek 35 przedstawia model trimeru GerAA oraz obliczong za pomocg serwera
QMbrane orientacj¢ tego kompleksu w btonie. Jak wida¢, monomery dokuja si¢ do siebie

pod pewnym katem, co potem rzutuje na umiejscowienie kompleksu w btonie. Na czesci C
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rysunku widzimy, ze jeden z monomerdéw praktycznie w catosci — tacznie z domeng
nieblonowa znajduje si¢ w blonie.

Trimer GerAB powstal poprzez wykorzystanie dokowania symetrycznego w
symetrii C3 1 oprogramowania Sam. Energia wigzania monomerdéw w kompleks wyniosta -
513,75 kJ/mol. Trimery nie zostaly przeze mnie wykorzystane do dalszych badan
(dokowania germinantéw, budowa kompleksu receptora), stanowig natomiast istotne

spojrzenie na to, jak moze wyglada¢ kompleks receptora GerA.

A

C

Rysunek 42: Model trimeru GerAB. A) Struktura kompleksu trimeru. B) Widok na kompleks z géry. C)
Orientacja trimeru w btonie fosfolipidowe;.
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6.5. Dokowanie germinantow

Dostepne dane literaturowe podaja, ze germinanty (L-alanina i L-walina) inicjujace
proces kietkowania przetrwalnikow B. subtilis, prawdopodobnie oddziatuja z podjednostka
A 1/lub B receptora GerA. Jak dotad w literaturze nie pojawily si¢ przestanki stojace za tym,
by podjednostka C mogta by¢ bezposrednio zaangazowana w wigzanie germinantow do
receptora.

Wykorzystujac metody dokowania molekularnego oraz modele struktur
trzeciorzgdowych GerAA (w pracy zostaty opisane tylko dokowania do drugiego modelu
biatka A, wyniki dla modelu pierwszego zostaty pominiete) i GerAB, wytypowatam regiony,
ktore moga odpowiadaé za interakcje tych biatek z germinantami. Dokowania zostaty
przeprowadzone zarowno dla monomerdéw podjednostek jak i dimerow oraz dla modeli
kompleksu blonowej czesci receptora.

Poniewaz do niedawna w literaturze mozna bylo znalez¢ bardzo niewiele informacji
o kieszeniach wigzacych receptora GerA, gtownym krokiem tej czgsci eksperymentu byto
dokowanie globalne germinantéw do podjednostek. Dokowanie globalne pozwolito mi
wytypowa¢ potencjalne miejsca wigzania na podstawie czestotliwosci wigzania si¢ liganda
do danego regionu biatka. Wszystkie dokowania germinantow przeprowadzitam z uzyciem
programu AutoDock Vina, co doktadniej opisatam w rozdziale 5.7.2 Dokowanie ligand-

receptor.

6.5.1. Dokowania germinantéw do podjednostki A

6.5.1.1.  Wyniki przewidywan miejsc oddziatywan z ligandem dla GerAA

Serwer PLIP typuje cztery regiony bialka GerAA, ktére moga by¢ miejscami
oddziatywania tego biatka z ligandami. Pierwsza przewidywana przez serwer kieszen
wigzaca obejmuje reszty Leul4 oraz Alal5. Drugi region to reszty Arg151, Ser155i Leul59.
Trzeci: Leu307 i Leu308; czwarty region: 11e338, Val426, Arg433 oraz GIn434. Miejsca te
znajduja si¢ poza regionami transblonowymi. Trzeci 1 czwarty region to miejsca znajdujace
si¢ w bardziej zewnetrznej czgsci przetrwalnika, natomiast regiony pierwszy 1 drugi to
fragmenty duzej domeny pozabtonowej, umiejscowionej w wewnetrznej warstwie spory

(rdzeniu).
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Serwer BiteNet rowniez wskazuje cztery potencjalne kieszenie wigzace ligandy w
biatku GerAA. Sa to kolejno: 1) Asnl3, Leul6, Lys20, Lys89, Thr91, 11e92; 2) Ser281,
Arg283, Phe284, Ale285, 11e287; 3) Arg283, Ala285, Ser286, 11287, 11289, Thr290,
Leu378, Val379, Gly398, Leu399, Phe401, VVal403 oraz 4) Phe406, 11e407, Phe410, Phe423,
Leu425.

6.5.1.2.  Wyniki dokowania globalnego germinantéw do monomeru GerAA

Wyniki dokowan globalnych L-alaniny oraz L-waliny do monomeru GerAA
zebratam w tabeli 7. Dokowanie globalne L-alaniny okresla dziewie¢ potencjalnych kieszeni
wigzacych, natomiast dokowanie L-waliny wskazuje siedem regionéw. Niektore z reszt
przewidzianych przez serwery wykorzystane do wstepnego poszukiwania miejsc wigzacych
(opisane w punkcie wyzej) rowniez pojawiajg sie¢ wsrod reszt aminokwasowych bioracych
udzial w interakcjach z germinantami podczas dokowan globalnych.

Klastry, czyli zbiory kompleksow o podobnym utozeniu liganda w receptorze, dla L-
waliny oraz L-alaniny sg bardzo zblizone do siebie pod wzgl¢dem lokalizacji w biatku. Trzy
z nich wydaja si¢ szczegodlnie intersujace ze wzgledu na liczbe kompleksow oraz na swoje
potozenie. Klastry numer 2 dla L-alaniny i L-waliny sa najliczniej reprezentowane (kolor
zielony na rysunku 43). Region ten znajduje si¢ w cz¢$ci niebtonowej biatka, na styku ogona
C-koncowego biatka oraz drugiej domeny czesci nieblonowej. Klaster 5 L-alaniny oraz 1
L-waliny umiejscowiony jest w pierwszej domenie nieblonowej biatka (kolor niebieski).
Trzeci wspolny region — klastry numer 4 obu germinantéw — to region obejmujacy
fragment helisy opisywanej w podrozdziale Pozycje 299 i 302. Reszty 299 oraz 300 czgsto
wskazywane byly jako reszty aminokwasowe tworzace wigzania wodorowe z germinantami.
Reszta 299, jak pokazujg nasze badania (Grela i inni, 2018), jest istotna dla poprawnego
funkcjonowania receptora. Region ten na rysunku 43 zaznaczony jest kolorem
pomaranczowym — znajduje si¢ on blisko zewngtrznej krawedzi blony i czgsciowo wystaje
poza btong, co czyni go regionem o wysokiej dostgpnosci dla liganda. Dodatkowo na
strukturze GerAA zaznaczylam, kolorem fioletowym, pierwszy klaster typowany w
dokowaniach L-alaniny. Jest to region w cz¢sci btonowe;j biatka, a wystgpujace w nim reszty
aminokwasowe odpowiadaja przewidywaniom serwera BiteNet.

Publikacja opisujaca strukturg nieblonowej cze¢$ci homologa GerAA wskazuje styk
obu domen tej struktury jako miejsce wigzania glukozy oraz L-waliny (Li i inni, 2019).

Reszty aminokwasowe odpowiedzialne za interakcje homologa z ligandami to: Asp50,
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lle71, Met130, Argl185, Pro191 oraz Trp194. Zestawienie sekwencji homologa oraz biatka
GerAA pokazuje, ze odpowiadajace tej kieszeni wiazacej reszty w biatku GerAA sa
nastepujgce: Asp26, Phed5, Leu96, Argl51, Prol57, 1le160. Klastry 6,7 oraz 1 dla L-waliny
znajduja si¢ bardzo blisko reszt odpowiadajacych regionowi, ktéry w homologu uznawany
jest za potencjalng kieszen wigzaca. Na rysunku 43 te reszty aminokwasowe zostaty
oznaczone kolorem czarnym. Jak wida¢, umiejscowione sg one zarOwno w pierwszej, jak i
drugiej domenie niebtonowej biatka. Sugerowac to moze, ze germinanty wigzg si¢ wtasnie
w tych rejonach biatka, a co za tym idzie — muszg przemiesci¢ si¢ przez cata szerokos¢
btony, aby dosta¢ si¢ do kieszeni wigzacej, poniewaz region ten znajduje si¢ poza btong w

rdzeniu spory.
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Rysunek 43: Potencjalne kieszenie wigzace biatka GerAA naniesione na model struktury biatka. Kolorem
czarnym zaznaczono reszty aminokwasowe, ktore odpowiadaja kieszeni wigzacej homologa biatka GerAA.
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Tabela 7: Wyniki dokowan globalnych L-alaniny oraz L-waliny do modelu bialka GerAA. Zestawienie
wynikow zawiera liczbe kompleksow w poszczegdlnych klastrach oraz reszty aminokwasowe biatka
wskazywane jako te, ktore oddziatywaly z germinantami.

Wyniki dokowania L-alaniny do GerAA

Numer klastra  Tlos¢ struktur Reszty aminokwasowe
1 4389 Glu339, Arg433, Thr337, Leu341, 11338, Val426, Thr429,
His430, Phe288
2 9925 Asn452, Ans473, Pro474, Pro472, Asn470, Val469, Leu460,
Ser456, Asn471, Ser449
3 1552 Leu282, Ser286, Arg283, Gly398, Val382, Val379, Leu378
4 3793 Leu300, Ala299, lle421, Leu348, Pro351, Pro349, Leu352,
Arg241
5 5669 Thrl14, Thr115, Pro84, Val154, Asp50, Met48, Gly98, Asn97
6 556 Gly419, Leudl7, Tyr4d18, lle414, Leud22, Phed23, 11e420
7 704 Ala367, Thr315, Tyr297, Ala371, Ala368, Asm372
8 3986 Pro256, 11e224, GIn223, Leu254, GIn225, Ser206, Gly207,
Pro135, 11203
9 1197 Argl94, Asnl197, Phe221, 11e198, Asp454, Asn471, Thr453
Wyniki dokowania L-waliny do GerAA
Numer klastra  Tlos¢ struktur Reszty aminokwasowe
1 5744 Asp50, Thrl15, Val54, Leull3, Thrl14, Ala82, Pro84, Met48,
Lys119, Lys118, Thr49, Asn97
2 14273 Ans473, Serd49, Asn4d52, Val469, Pro475, Leud60, Phed47,

Ser456, Asn197, Alal93, Asm471, 11e203, Pro220, 11e198,
GIn199, Thr453

3 1227 Phe442, Glu330, Tyr441, Ser479, Leu333, Ser439

4 1461 Leu300, Ala299, Gly419, lle421, Leu348, Pro351, Pro349

5 1108 Ser206, 11e203, 11e224, Leu212, Gly207, Prol135, Ser219

6 2233 Leul23, Glu47, Thrl24, Thr120, Glul29, Lys30, Tyr118,
Thr127

7 2503 Asnl3, Leul6, Lys20, Thr9l, Phe6, Vall7, Thr4, Glu5
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6.5.1.3.  Wyniki dokowania germinantow do dimeru GerAA

Serwer PLIP sugeruje, ze dimer GerAA moze mie¢ az osiem potencjalnych miejsc
wigzacych ligand: 1) LeuldA, Alal5A; 2) Argl51A, Serl55A, Leul59A; 3) Leu307A,
Leu308A; 4) Aspl2B, LeuldB, Alal5B; 5) Argl51B, Argl53B, Serl55B, Leul59B; 6)
Leu307B; 7) 11e338A, Val426A, Arg433A, GIn434A; 8) lle 338B, Leu341B, Arg342B,
Val436B, Arg433B, GIn434B. Sa to miejsca roztozone symetryczne na obu monomerach
GerAA oraz odpowiadajg one kieszeniom wigzacym przewidzianym dla monomeru tego
biatka. Podobnie jak w przypadku monomeru, sg to miejsca znajdujace si¢ poza wewngtrzng
btong przetrwalnika.

Serwer BiteNet sugeruje trzy potencjalne kieszenie wigzace: 1) Asnl3A, Leul6A,
Vall7A, Lys20A, Lys89A, ThrolA, 11e92A,; 2) Glu5B, Phe6B, Lys16B, Vall7B, Lys89B,
Thro1B, 11e92B, Phel30B; 3) Phe284A, Tyrd28A, Arg280B, Phe284B, Tyr428B oraz
Thr432B. Trzeci z przewidzianych regiondow obejmuje reszty aminokwasowe obu
monomerdéw, sugerujac, ze wigzanie germinantdéw moze si¢ odbywac na styku monomeréw.

Wyniki przeprowadzonego przeze mnie dokowania globalnego zebrane w tabeli 8
pokazuja trzy regiony, do ktérych dokowaly si¢ oba germinanty i kilka rozbieznych
regionow, aczkolwiek wiele z opisanych w tabeli klastréw nachodzi na siebie. Przyktadowo
lokalizacja reprezentowana przez klastry 6 oraz 4 L-alaniny wystepuje tylko dla L-alaniny
— klaster 4 (kolor czerwony na rysunku 44) jest licznie reprezentowany, natomiast klaster
6 (kolor fioletowy) obejmuje reszty 299 oraz 300, ktore wchodza w sktad helisy 273-302.
Klaster 2 dla L-alaniny oraz Kklaster 5 dla L-waliny sg najliczniej reprezentowane sposrod
wszystkich regiondw 1 na rysunku zostaty oznaczone kolorem niebieskim. Klastry numer 1
obu germinantéw zaznaczone zostaly kolorem zielonym. Natomiast klastry 3 1 8 dla L-
alaniny wraz z grupami 5 i 6 dla L-waliny sg do siebie bardzo podobne, z tego powodu na
rysunku 44 zaznaczytam je wspodlnie — kolorem pomaranczowym. Jak wida¢ na rysunku
44, w przypadku dimeru GerAA germinanty najcze$ciej] dokowaty si¢ do regionow

zlokalizowanych w niebtonowych czesciach dimeru.

108



Rysunek 44: Rozmieszczenie potencjalnych miejsc wigzania germinantow do dimeru GerAA

109



Tabela 8: Wyniki dokowania globalnego germinantéw do dimeru GerAA.

Wyniki dokowania globalnego L-alaniny do dimeru GerAA

Numer Ilos¢ Reszty aminokwasowe
Klastra struktur
1 1068 ThrolA, Lys7A, Phe6A, GIuSA, Asnl3A, Leul6A
2 10429 11e203A, Asn266A, Prol35A, 1le224A, Gly207A, GIn223A,
Ser219A
3 3195 Asn452B, Ser449B, Ser456B, Pro475B, Leu460B, Val469B,
1le457B
4 4676 Met48A, Gly98A, Gly116A, Thr115A, Thr114A, Asn97A,
Thrd9A, Argl21A, Asp50A, Val54A
5 3215 Glu5B, Thr4B, Lys20B, Vall7B, Leul6B
6 1803 Pro351A, Pro349A, Ala299A, Leu300A, Leu348A, lle421A
7 1286 Gly353B, Tyr418A, Leu348B, Pro349B, 11e421B, Leu358B,
Pro351A, Leu352B
8 2420 Asn473B, Val469A, Leud60A, Asnd52A, Serd56A

Wyniki dokowania globalnego L-waliny do dimeru GerAA

Numer Liczba Reszty aminowkasowe
Klastra struktur
1 2362 ThrolA, Lys90A, 11e92A, Asnl3A, Lys7A, Phe6A
2 1431 Argd02A, Thr435A, Leud31A, Tyrd428A, Thr432A, Phe406B
3 1456 Glu330B, Ser479B, Phe442B, Val384B, Leu333B, Ser349B,
Thr441B
4 1513 Serd56A, Asn452B, 11e457B, Pro475B, Ser449B, Val469B,
Leu460B
5 3554 l1e224A, Ser206A, GIn223A, Asn226A, Prol35A, Gly207A,
11e203A
6 2888 Asnd52A, Asnl197A, Serd49A, Asnd73A, Prod72A, Phrd48A,
Alal93A, Leud60A
7 1436 Arg402B, Phe406B, Leud31A, Tyrd28A, Thrd32A, Thr435A
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6.5.2. Dokowania germinantéw do podjednostki B

6.5.2.1.  Wyniki przewidywan miejsc oddziatywan z ligandem dla GerAB

Serwer MetaPocket, ktory zostat uzyty przeze mnie w 2016 roku przy wczesnych
pracach nad modelem receptora przewiduje trzy potencjalne kieszenie wigzace dla biatka
GerAB. Aktualnie serwer jest wylaczony z uzytku, dlatego dla modeli kompleksu oraz
poprawionego modelu GerAA wykorzystatam serwery BiteNet oraz PLIP. Miejsca wigzania
liganda, wedlug tego serwera, sktadajg si¢ z nastgpujacych reszt aminokwasow: kieszen
pierwsza — GIn283, Val193, Thr106, 1le196, Trp280; kieszen druga — Tyr71, Leu207,
Trp253, His210, Phe272, LeulO, Ile18, Pro254; oraz trzecia kieszen wigzaca — Serl195,
Leul91, Thr192, Val318, Gly52, Glu51, Thr47. Warto zwroci¢ uwage na to, ze MetaPocket
wskazuje reszte 51 jako potencjalnie oddziatujaca z ligandem. Jest to reszta, ktora wedhug
mojego modelu receptora GerA zbudowanego na dimerach bierze udziat w interakcjach
pomiedzy podjednostkami. Z kolei w literaturze opisywana jest jako istotna dla poprawnego
funkcjonowania receptora.

Serwer PLIP z kolei sugeruje, ze biatko GerAB nie posiada miejsc wiazacych —
prawdopodobnie wynika to z niedostosowania serwera do przewidywan miejsc interakcji z
biatkami btonowymi. Réwniez w przypadku biatka GerAA wskazywatl jedynie regiony
znajdujace si¢ poza obszarem blonowym.

Serwer BiteNet dla podjednostki B przewiduje jedno miejsce wigzania: Arg33,
Ala34, Thr106, Met 109, Val279 oraz Trp280. W wynikach dokowania globalnego reszta
Arg33 obserwowana jest przeze mnie jako reszta aminokwasowa biorgca udziat w interakcji
z germianantami w kompleksie dimerow GerAB, natomiast reszty Thrl06 i Trp280 — w

interakcjach z monomerem GerAB.

6.5.2.2.  Dokowanie globalne do monomeru GerAB

Wyniki globalnego dokowania L-alaniny oraz L-waliny do podjednostki B receptora
GerA zebratam w tabeli 9 oraz na rysunku 45. Na podstawie tych wynikow mozna
wytypowacé siedem regionow, do ktorych dokowata si¢ L-alanina oraz 6 regionow, W

ktérych wigzata si¢ L-walina. Czg$¢ reszt biorgcych udziat w wigzaniach ligandéw pokrywa
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si¢ z resztami aminokwasowymi typowanymi przez serwer MetaPocket jako te, ktore
wchodza w sktad kieszeni wigzacych tego biatka.

Pierwszy klaster dla L-waliny oraz trzecia kieszen wigzaca przewidziana przez
MetaPocket majg wiele wspdlnych reszt aminokwasoéw: Glu51, Thrd7, Ser195, Gly52,
Thr192 i Leul91. W tym regionie L-walina dokowata si¢ najczesciej. Z kolei pierwszy
Klaster L-alaniny praktycznie pokrywa si¢ z pierwsza kieszenig wigzaca wskazang przez
MetaPocket: Thrl06, GIn283, Vall93, Trp280, Ile196. Region dokowan przewidziany
przeze mnie podczas dokowania globalnego jest wickszy o kilka reszt aminokwaséw. Do
tego regionu L-alanina dokowata si¢ najwigcej razy posrod wszystkich zaobserwowanych
klastrow. Druga kieszen wigzaca z serwera pokrywa si¢ z klastrem 5 dla L-alaniny oraz 3
dla L-waliny. W sumie do obu klastrow germinanty dokowaty si¢ 56 709 razy.

Reszty aminokwasowe Thrl06 oraz Trp280 wskazane w klastrze pierwszym
opisujagcym wyniki dokowania L-alaniny do GerAB zostaly przewidziane jako czg$§¢

potencjalnej kieszeni wigzacej rowniez przez serwer BiteNet.

Tabela 9: Wyniki dokowania globalnego germinantéw L-alaniny i L-waliny do monomeru GerAB.

Numer klastra Liczba struktur Reszty aminokwasowe
1 159350 Thr106, Thr30, Leu31, GIn283, Trp280, Val193, 11196
2 25563 Glu209, GIn5, GIn70, Phe268, 11e269, Glu270
3 15144 Thr224, Ala245, Arg107, Leu29, 11e135, Alal08, Lys249,

Val248, Glulll

4 10493 Pheb8, Leu61, Asn62, Thr63, Phe57
5 11520 Phe272, Trp253, Leul42, Pro254, Glu273
6 2801 GIn260, Leu99, Gly96, Leu92, Cys95
7 135 Cys133, Tyr136, Met138, Val139

Numer klastra Liczba struktur Reszty aminokwasowe
1 145418 Ser195, Leul91, Thr192, Val318, Glu51, Gly52, Phe319,

Leu48, Thr47

2 5032 Ala254, Thr244, Arg107, Lys249, Val248, 11e135, Glul1l
3 45189 Tyr71, 11e18, Leul0, Pro254, Trp253, Phe272, Leu207, His210
4 7897 Phe58, Leu61, Thr63, Phe57, Asn62, Thr103
5 10152 GIn260, Leu92, Leu347, Phe346, Leu99, Gly96, Cys95
6 11307 Glu209, GIn70, GIn5, 11269, Lys365, Phe268
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Rysunek 45: Trzy kieszenie wigzace wytypowane przez dokowania globalne obu germinantow, MetaPocket
oraz BiteNet naniesione na model struktury GerAB. Kieszen wiazaca zaznaczona kolorem zielonym
odpowiada klastrowi pierwszemu z dokowan L-alaniny oraz kieszeni wigzacej numer dwa z MetaPocket.
Kolorem niebieskim oznaczony zostat klaster numer jeden z dokowan L-waliny oraz pierwsza kieszen
wiazaca MetaPocket. Kolorem pomaranczowym natomiast zaznaczona jest kieszen wigzaca numer trzy oraz
odpowiadajace jej klastry 3 (L-walina) i 5 (L-alanina).

6.5.2.3.  Dokowanie globalne do dimeru GerAB

Wyniki przewidywan miejsc interakcji uzyskane za pomoca serwera BiteNet
wskazuja trzy potencjalne kieszenie wigzace dimeru GerAB. Dwie kieszenie (pierwsza i
druga) sa do siebie symetryczne, natomiast trzecia kieszen umiejscowiona jest na styku
monomerdéw. Pierwsza przewidziana kieszen: Arg33A, Thr106A, Met109A, Alall0A i
Val279A. Druga kieszen: Arg33B, Ala34B, Thr106B, Met109B, Val279B, Trp280B.
Trzecia, ostatnia, przewidziana kieszen wigzaca zbudowana jest z nastgpujacych reszt
aminokwasow: Ala296A, Gly292B, Tyr293B, Ala269B. Dwie pierwsze kieszenie zostaty
takze przewidziane jako miejsca wigzania monomeru GerAB.

Wyniki globalnego dokowania L-alaniny do dimeru GerAB, ktore przeprowadzitam
za pomocg narzedzia AutoDock Vina wskazuja dziesie¢ potencjalnych miejsc, ktére moga
by¢ odpowiedzialne za interakcje tego biatka z germinantami. Wynik dokowania L-waliny
z kolei sugeruje dziewi¢¢ potencjalnych kieszeni wigzacych. Wieksza czg$¢ reszt

aminokwasowych biorgcych udziat w wigzaniach wodorowych 1 oddziatywaniach
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hydrofobowych regionéw z ligandami praktycznie pokrywa si¢ dla obu germinantéow, CO
wiecej, pomigdzy kolejnymi klastrami mozna zauwazy¢ podobienstwa w ich lokalizacji.
Wyniki dokowan opisujace reszty aminokwasowe, ktore braty udziat w wigzaniach w danym
regionie oraz liczbe komplekséw w poszczegolnych klastrach zostaty zebrane w tabeli 10.

Na podstawie wynikow z tabeli 10 mozna wytypowa¢ osiem gtownych regionow,
ktore dokowanie globalne wskazuje jako potencjalne kieszenie wiazace. Przy czym, niektore
z tych regionow w duzym stopniu na siebie zachodza, a cz¢$¢ z nich jest identyczna zarowno
dla L-alaniny jak i L-waliny. Klastry 1 oraz 4 L-alaniny odpowiadajg klastrom 7 i 8 L-waliny
I na rysunku 46 zaznaczone sg kolorem niebieskim. Klastry 2 oraz 3 L-alaniny odpowiadaja
klastrom 1 i 2 L-waliny, a na rysunku 46 zostaty oznaczone kolorem zielonym — te klastry
obejmuja miejsca na styku monomerow. Klastry 7 i 8 L-alaniny opisuja podobny region jak
Klastry oznaczone kolorem zielonym. Podobnie w przypadku klastrow 3 i 4 L-waliny,
ktérych reszty aminokwasowe, nie nalezace do klastréw oznaczonych zielonym zostaty
wyroznione kolorem czerwonym. Te klastry sg bardzo licznie reprezentowane w wynikach
dokowan L-waliny. Dodatkowo, kolorem fioletowym oznaczone zostaty klastry 51 6 L-
waliny, a kolorem zottym klastry 51 9 L-alaniny.

Rysunek 46 pokazuje rozlozenie potencjalnych miejsc wigzania na strukturze
dimeru. Jak wida¢, reszty aminokwasowe typowane w kilku r6znych klastrach zebranych w
tabeli 10 buduja cztery gtowne regiony. Najwigcej kompleksow opisujacych wyniki
dokowania znajduje si¢ regionach umiejscowionych na styku obu monomeréw GerAB, przy
czym wydaje si¢, ze L-walina moze dokowac¢ si¢ w glebszych warstwach dimeru niz L-
alanina. Wyniki dokowan do dimeru sg bardzo podobne do wynikow dokowan dla
monomeru GerAB.

Reszta Glu51, wspominana juz wielokrotnie, zarowno w konteks$cie interakcji
GerAB z podjednostkami jak i w interakcji z germianntem, jest reszta, ktorej mutacje
skutkuja nicaktywnym receptorem GerA (Moir, Lafferty i Smith, 1979). Arg33 obecna w
klastrach obu germinantéw jest wskazywana przez serwer BiteNet jako jedna z reszt

oddziatujacych z ligandem.
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Tabela 10: Wyniki dokowan globalnych L-alaniny oraz L-waliny do dimeru podjednostek B receptora GerA.

Wyniki dokowania L-alaniny do dimeru GerAB

Numer klastra

Liczna struktur Reszty aminokwasowe

Asnl74A, Gly241A, Leu29A, Leu28A, Leu243A, Lys114A, Pro32A,

! 3838 Arg33A, Val240A, Val239A, Ala242A

2 10442 Serl95A, Thr192A, Leud8A, Gly52A, Leul91A, Trp324B, Thrd7A

3 8033 Serl195B, Thr192B, Leu48B, Gly52B, Leul91B, Trp324A, Thr47B

A 5784 Asnl74B, Gly241B, Leu29B, Leu28B, Leu243B, Lys114B, Pro32B,

Arg33B, Val240B, Val239B, Ala242B

c 1334 Asn189B, Ser322B, Thr192B, Val318B, Phe321A, Phe331B,
Phe319B, Phe319A

6 1481 Serl195A, Val318A, 11e316A, Thr317A, Trp324B, Phe288A,
Thr192A, Phe319A

7 1261 Arg33A, Leu28A, Leu29A, Thr30A, Pro32A, Lys114A, Valll3A

8 609 Arg33B, Leu28B, Leu29B, Thr30B, Pro32B, Lys114B, Val113B

9 541 Asnl189A, Ser322A, Thrl92A, Val318A, Phe321B, Phe331A,
Phe319A, Phe319B

10 502 Glu209B, GIn5B, 11e269B, GIn270B, Phe268B

Wyniki dokowania globalnego L-waliny do dimeru GerAB

Numer klastra

Liczba struktur Reszty aminokwasowe

Thrd7A, Ser195A, Thr192A, Leul91A, Gly52A, Leud8A, GIu51A,

! >062 Trp324B, 11e318A, lle56A

5 6717 Thr47B, Ser195B, Thr192B, Leul91B, Gly52B, Leu48B, Glu51B,
Trp324A, 11e318B, 11e56B, Phe283B

3 8480 11e316A, Gly52A, GIu51A, Trp324B, Tyr377B

4 9504 11e316B, Gly52B, Glu51B, Trp324A, Tyr377A

5 1341 Tyr320A, 11e313B, 11e316B, Phe285A, Thr319B, Gly315B

6 1292 Tyr320B, 11e313A, 11e316A, Phe285B, Thr319A, Gly315A

. 2286 Asnl74A, Gly241A, Leu29A, Thr30A, Val240A, Lys114A,
Valll3A, Arg33A, Pro32A, Val239A

g 2684 Asnl74B, Gly241B, Leu29B, Thr30B, Val240B, Lys114B, Val113B,

Arg33B, Pro32B, Val239B
9 523 Gly52B, Leul91B, Trp324A, Glu51B, Leu48B, Thr47B
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monomer A

monomer B

Rysunek 46: Rozmieszczenie potencjalnych miejsc wigzacych dimeru GerAB

6.5.3. Oddzialywania germinantéw z kompleksem receptora GerA
zbudowanym z monomerow

Serwer BiteNet przewiduje trzy potencjalne kieszenie wigzace dla kompleksu
zbudowanego z monomerow GerAA i GerAB. Pierwsza kieszen jest skupiona na biatku
GerAA: Asnl3A, Leul6A, Vall7A, Lys20A, Lys89A, Thr91A, [le92A. Druga kieszen
wskazuje trzy reszty aminokwasowe biatka GerAB: Met109B, Leul28B, Trp280B,
natomiast trzeci przewidziany region znajduje si¢ w bialku GerAA: Ans24A, Asp26A,
Leu27A, Phed5A, Serd6A, 11e95A, Leu96A.

Poréwnujac wyniki przewidywan serwera BiteNet z wynikami dokowan globalnych
dla kompleksu GerA zbudowanego z monomerdéw, nie wida¢ podobienstw pomigdzy
wytypowanymi przez te metody resztami aminokwasowymi. Natomiast przewidziane przez
BiteNet pozycje przewijaja si¢ podczas wynikéw dokowan do dimeréw i monomerow biatek
GerAA i1 GerAB. Nalezy zwr6ci¢ uwage na to, ze kieszenie 1 1 3 w catosci znajdujg sie w

nieblonowej domenie biatka GerAA, podczas gdy uzyskane przeze mnie wyniki dokowan
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globalnych wskazuja réwniez regiony blonowe tego biatka, jako potencjalne miejsca
wigzania germinantow. Trzecia kieszen wigzaca przewidziana przez BiteNet zawiera z kolei
trzy reszty aminokwasowe, ktore odpowiadajg miejscu wigzania L-waliny i glukozy
wskazanym w homologu biatka GerAA: Asp26, Phe45 oraz Leu96.

Dokowania globalne germinantéw wskazujg osiem miejsc (Wyniki opisane zostaty
w tabeli 11), do ktorych L-alanina dokowala si¢ najczgsciej oraz cztery takie miejsca dla L-
waliny. Poréwnanie klastrow obu germinantéw pokazuje, ze wszystkie regiony, do ktoérych
dokowata si¢ L-walina wystepujg takze w przypadku dokowan L-alaniny. Klaster 1 L-
waliny odpowiada klastrowi 7 L-alaniny i zlokalizowany jest w calo$ci w biatku GerAB
(rysunek 47, kolor niebieski). Do tych klastrow germinanty dokowaly si¢ najczesciej.
Drugimi pod wzglgdem czestotliwosci dokowan sa klastry 3 dla L-alaniny oraz 2 dla L-
waliny. Ten region zlokalizowany jest na styku obu monomerow, a na rysunku 47 zostat
zaznaczony kolorem zielonym. Trzeci klaster dla L-waliny i 2 dla L-alaniny obejmuje reszty
aminokwasowe z biatka GerAA i na rysunku 47 zaznaczony jest kolorem pomaranczowym.
Ostatni wspolny region opisywany jest przez klastry numer 4 obu germinantow (kolor
fioletowy). Jest to region zahaczajacy o reszty 299 1 300 bialka GerAA bedace fragmentem
helisy 273-302 opisanej w podrozdziale 6.3.1 Pozycje 299 i 302.
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Rysunek 47: Miejsca wigzania wspodlne dla obu germinantéw (L-alaniny oraz L-waliny) wytypowane
podczas dokowania globalnego.
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Tabela 11: Wyniki dokowania germinantéw do kompleksu GerA zbudowanego z monomerow GerAA i

GerAB.

Wyniki dokowania L-alaniny do kompleksu monomerow GerA

Numer Liczba )
lastra struktur Reszty aminokwasowe
1 507 Leu282A, Ser288A. Leu378A, Gly298A, Arg283A, Val379A,
Val382A
5 3691 Arg280A, 11e269B, Arg271A, Phe272B, Glu273B, Ser274B,
Arg271B
3 3603 11e203A, Asn226A, Gly207A, Prol35A, 1le224A
4 2028 Pro351A, Pro349A, Leu348A, 1le241A, Leu300A, Ala299A
5 1108 Asnd52A, Leud60A, Asnd73A, Val469A, Serd56A
6 558 Val426A, Thrd29A, 11e338A, GIlu339A, Leu341A, Phe388A
. 4308 Glu5B, GIn209B, Tyr71B, Phe268B, Pro7B, Lys4B, His210B,
GIn5B, Lys4B
8 1189 Thrl15A, Thrll4A, Argl21A, Val54A, Asp50
Wyniki dokowania L-waliny do kompleksu monomeréw GerA
Numer Liczba )
lastra struktur Reszty aminokwasowe
1 £30 GIn5B, Lys4B, His210B, Glu270B, Phe272B, Phe268B, Tyr71B,
Pro7B
2 534 11e203A, GIu223A, Ser219A, lle224A, Asn226A
3 £439 Arg280A, Glu273B, Arg271B, 11e269B, Phe272B, 11e247A,
Ser275A
A 1151 Leu352A, Leu348A, Pro351A, Pro349A, Gly419A, Leu300A,

[led421A, Ala299A
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6.5.4. Oddzialywania germinantow z kompleksem receptora GerA
zbudowanym z dimerow

Serwer BiteNet przewiduje osiem potencjalnych kieszeni wigzacych dla kompleksu
zbudowanego z dimeréw GerAA i GerAB. Lancuchy A oraz B to monomery podjednostki
B, natomiast tancuchy C i D reprezentujag monomery biatka GerAA. Miejsca przewidziane
przez BiteNet znajduja si¢ zarowno w czesci blonowej kompleksu jak i1 czgsci niebtonowe;j
— doktadnie w dwoch pozabtonowych domenach GerAA. Kieszenie wigzace przewidziane
przez BiteNet sg nastgpujace:

1. Asnl3C, Leul6C, Vall7C, Lys20C, Lys89C, Thr91C, 11e92C

2. Leu352A, Phe353A, Thr307B, Lys308B, Thr309B, Tyr270D, Glu271D,

[1e274D, Met397D

3. 1le341A, Glu51B, Phe55B, 11e315B, 11e316B, Arg405D

4. Ser310B, Thr435C, Arg283D, Arg402D

5. Glu5D, Phe6D, Lys89D, Lys90D, Thr91D, 11e92D, Phe103D

6. 11e299B, 11e230B, Leu293D, Ser294D

7. Phe350A, Leu333C, Met334C, Gly438C, Ser439C, Tyr441C

8. Arg33B, Ala34B, Thr106B, Met109B, Ala110B, Val113B, Trp280B

Juz na tym etapie tatwo zauwazy¢, ze czgs¢ kieszeni wigzacych powtarza si¢ od
przewidywan monomerdéw obu podjednostek, przez przewidywania dla dimeréw, az do
przewidywan kieszeni wigzacych dla kompleksu. Regiony te warte sg wzigcia pod uwage w
rozwazaniach dotyczacych umiejscowienia kieszeni wigzacej 1 interakcji z germinantami w
badaniach in vivo. Ta powtarzalno$¢ wynikow moze rowniez wynikaé¢ z tego, ze sa to
miejsca dos¢ tatwo dostepne dla potencjalnego liganda.

Tabela 12 zbiera wyniki dokowan globalnych, ktore przeprowadzitam przy pomocy
AutoDock Vina dla obu germinantow i kompleksu dimerow. Klastry 2 i 3 L-alaniny
odpowiadajg klastrom 1 1 2 L-waliny (kolor niebieski na rysunku 48), klastry numer 5 obu
germinantow obejmujg ten sam region (kolor zielony), natomiast klastery 8 i 10 dla L-
alaniny odpowiadajg klastrowi 6 L-waliny (kolor czerwony). Dodatkowo ligandy te dokuja
si¢ tez do klastrow, ktore nie znajdujg swoich odpowiednikow. Taki rozktad kompleksow
moze sugerowac, ze oba germinanty beda dokowac si¢ do ktorego$ ze wspolnych regionow
(sa to regiony przewijajace si¢ przez dokowania do monomerow i dimerow), nie nalezy
jednak odrzuca¢ mozliwosci, wedtug ktorej L-alanina i L-walina dokowac¢ si¢ moga do

innych miejsc wigzacych.
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Rysunek 48: Umiejscowienie najczesciej wystepujacych regionéw dokowania L-alaniny i L-waliny do
kompleksu dimerow GerA. Najczgsciej germinanty dokowaty si¢ do miejsc oznaczonych kolorem niebieskim
i znajduje si¢ on w monomerach podjednostki B. Regiony zielony i czerwony znajduja si¢ w strukturze
biatka GerAA.
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Tabela 12: Wyniki dokowan globalnych L-alaniny oraz L-waliny do kompleksu GerA zbudowanego z

dimerow GerAA i GerAB.

Wyniki dokowania L-alaniny do kompleksu dimeréw GerA

Numer
\lastra Ilos¢ struktur Reszty aminokwasowe
1 1144 Thr30A, Leu29A, Arg33A, Pro32A, Val240A, Asnl74A
2 547 Thr30B, Leu29B, Arg33B, Pro32B, Val240B, Asnl74B
3 1723 Gly52B, Ser195B, Thr47B, Leu48B, Leul91B, Thr192B, Trp324A
4 2068 Gly52A, Serl95A, Thrd7A, Leud8A, Leul91A, Thrl92A, Trp324B
5 1255 11e203C, Asn226C, Prol135C, 11e224C, Gly207C
6 2213 Thr480C, Asp478C, Gly481C, Leu264A
. 2008 Thr302B, Thr307, Ser306B, Pro266D, Tyr270D, Asp267D,
Thr309B, Leu352A, Phe303B
8 508 Pro351C, Pro349C, Leu421C, Leu300C, Ala299C
9 869 Ser322A, Phe319A, Tyr340A, Val193A, Thr192A, Leu323A,
Phe288A, Phe284A, GIn283A
10 1302 Gly335D, Tyr418C, Pro349C, Pro349D, 11e421D, Leu348D,
Pro351D. Leu358D, Leu300C
11 434 Glu370C, GIn366C, Val336C, Phe325C, Glu339C, Leu373C
Wyniki dokowania L-alaniny do kompleksu dimeréw GerA
Numer
lastra I10s¢ struktur Reszty aminokwasowe
1 1356 Ser195B, Thr47B, Leu48B, Leul91B, Glu51B, Gly52B, Trp324A
2 2097 Serl95A, Thr47A, Leud8A, Leul91A, GIus1A, Gly52A, Trp324B
3 1119 11e316A, GIu51A, Gly52A, Trp324B, Tyr337B
A 808 Glu370C, Gly365C, GIn366C, Glu339C, Val135A, Val336C,
Phe325C, Leu373C
5 1790 11e244C, 11e203C, Asn226C, Ser206C, Ser219C, GIn223C
6 1207 Pro351D, Pro349D, Tyr418C, Leu352D, Gly353D, Gly419D,
Leu348D, Leu421D, Leu358D
7 595 Tyr317A, Tyr320B, 11e313A, Gly315A, 1le316A, Phe285B
8 938 Tyr317B, Tyr320A, 11e313B, Gly315B, 11e316B, Phe285A
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Jeng z reszt aminokwasowych czgsto wystepujacych w regionie wigzania
germinantow jest reszta E335 biatka GerAA. Ta reszta jest opisywana w literaturze jako
wysoce konserwowana oraz krytyczna dla zachowania poprawnej aktywnoS$ci receptora
GerA (Mongkolthanaruk, Cooper, Mawer, Allan i Moir, 2011). Wyniki dokowania wskazuja
rowniez region helisy 273-302 oraz reszty Ala299 i Leu300 jako biorace udzial w
oddziatywaniach z L-alaning, jak wiemy z poprzednich rozdzialéw rozprawy miejsce 299
jest istotne dla odpowiedzi receptora na L-alanine (Grela i inni, 2018).

W przypadku obu dokowan wigkszos¢ przewidywanych kieszeni wigzacych znajduje
si¢ po stronie biatek B, co moze potwierdza¢ hipotezg postawiong przez (Artzi i inni, 2021)
moéwiaea o tym, ze to GerAB jest odpowiedzialne za interakcje z germinantami. Niemniej,
germinanty wcigz wielokrotnie dokowaty sie rowniez do miejsc znajdujacych si¢ na styku
obu dimerow oraz do bialek GerAA. Rozmieszczenie potencjalnych kieszeni wigzacych
moze sugerowaé tymczasowy charakter wigzania ligandow — wedruja one w glab
przetrwalnika, perforujac bton¢ i w trakcie swojej wedréwki, oddzialuja z obiema

podjednostkami, wigzac si¢ do roznych kieszeni wigzacych.

6.5.5. Podsumowanie wynikow dokowan globalnych

Uzyskane przeze mnie wyniki dokowan globalnych germinantéw do biatek receptora
GerA pokazuja, ze kilka regiondw potencjalnie wigzacych germinanty przewija si¢ przez
wszystkie przeprowadzone eksperymenty. Dla podjednostki GerAA sg to cztery regiony,
natomiast dla podjednostki GerAB mozna wyrdzni¢ trzy takie regiony — zostaly one
zebrane w tabeli 13. Fakt, ze powtarzaja si¢ one we wszystkich dokowaniach, pozwala
sadzi¢, ze sa najbardziej prawdopodobnymi kieszeniami wigzgcymi germinanty.

Region GerAA1 zawiera w sobie dwa interesujgce miejsca. Po pierwsze jest to reszta
299, w ktorej mutacje maja wptyw na funkcjonowanie receptora oraz reszta 300, ktora razem
z 299 buduja helis¢ blonowg biatka GerAA (helisa 273-302). Tuz obok nich znajduje si¢
reszta 302, ktora, co prawda nie pojawiala si¢ w opisie lokalizacji klastrow, ale podobnie jak
reszta 299, jest niezwykle istotna dla poprawnego funkcjonowania receptora GerA (Grela i
inni, 2018). Drugim aspektem jest typowanie reszt aminokwasowych 348 i 349, jako
biorgcych udziat w interakcjach z germinantami. Reszty te znajduja si¢ w bezposrednim
sgsiedztwie reszty Arg347 opisanej w podrozdziale 6.3.2. Mutacje polegajace na
podstawieniu w miejscu 347 histydyny lub alaniny skutkowaty brakiem kietkowania spory
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w obecno$ci L-alaniny. Prawdopodobnie wigc zasadowos¢ tego regionu jest istotna dla
prawidtowego wigzania L-alaniny do receptora. Co ciekawe, region ten znacznie czesciej

pojawiat si¢ w dokowaniach L-alaniny niz w dokowaniach L-waliny.

Tabela 13: Tabela zbierajaca regiony powtarzajace si¢ w wynikach dokowania monomerow, dimerow oraz

kompleksow.
Region Reszty aminokwasowe
GerAAl Leu300, Ala299, 1le421, Leu348, Pro351, Pro349, Leu352
GerAA2 Asp50, Thrll5, Thrll14, Vall54, Leull3, Met48, Asn97
GerAA3 Ser206, 116203, Leu212, Gly207, Pro135, Ser219
GerAA4 Asn4d52, Asnd72, Serd69, Pro475, Leud60, Phed47, Serd56
GerAB1 Ser195, Leul91, Thr192, Val318, Glu51, Gly52, Phe319, Leu48, Thr47
GerAB? Thr30, Arg33, Pro32, Leu29, Val240, Asnl74, Gly241, Val113, Lys114,

Val239

GerAB3 Tyr317, Tyr320, 11e313, Gly315, 11e316, Phe285

Najnowsze publikacje zwigzane ze strukturg homologa GerAA oraz modelami
GerAB wskazuja potencjalne kieszenie wigzace pojedynczych podjednostek receptora
GerA. Badania przeprowadzone przez Artzi i inni (Artzi i inni, 2021) sugeruja, ze kieszen
wigzaca germinanty znajduje si¢ w biatku GerAB i przypomina ona miejsce wigzania L-
alaniny w transporterze GkApcT. Prezentowana w publikacji kieszeh wigzaca sktada si¢ z
nastepujacych reszt aminokwasowych: G25, V101, Y291, G200, L199, T287. Blinker i inni
(Blinker, Vreede, Setlow i Brul, 2021) z kolei wskazuje (na podstawie trzech modeli i trzech
potencjalnych kieszeni wiazacych) reszty N40, L180, K215 oraz T250 jako miejsca
potencjalnie wigzace L-alaning. Reszty aminokwasowe 195 oraz 258 opisane w tabeli 13,
umiejscowione sg w bliskim sgsiedztwie kieszeni wigzacej wskazywanej przez badania Artzi

i inni.
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Rysunek 49: Poréwnanie najczesciej wystepujacych lokalizacji dokowania germinantéw podczas dokowan
globalnych z danymi dostgpnymi w literaturze. A) Potencjalne kieszenie wigzace dla GerAB. Odcieniami
zielonego zaznaczone sg reszty przewidywane przez dokowania globalne opisane w tej pracy, kolorem
pomaranczowym oznaczono kieszen wigzacag przewidziang przez (Artzi i inni, 2021), a kolorem niebieskim
reszty przewidziane przez (Blinker, Vreede, Setlow i Brul, 2021) jako biorgce udziat w wigzaniu L-alaniny.
B) Potencjalne kieszenie wigzace germinanty w biatku GerAA. Odcieniami koloru zielonego zaznaczono
wyniki dokowan opisane w tabeli 13, a kolorem niebieskim reszty wytypowane na podstawie kieszeni
wigzacej homologa (Li i inni, 2019).

6.6. Orientacja biatek receptora GerA w btonie

Poniewaz receptor GerA jest umiejscowiony w wewnetrznej btonie przetrwalnika,
podjetam probe ustalenia jakie orientacje w modelu blony przyjmowa¢ moga struktury
poszczego6lnych podjednostek oraz caly receptor. Model blony zostal przeze mnie
przygotowany za pomoca narz¢dzia Charmm-GUI oraz informacji uzyskanych z badan prof.
Banasia oraz dost¢pnego modelu bton biologicznych B. subtilis opisanego w rozdziale 3.9.2
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Model bton biologicznych B. subtilis. Orientacje biatek GerAA i GerAB oraz kompleksoéw
w btonie obliczylam za pomoca narzgdzi QMBrane oraz serwera PPM 2.0 uznawanego za

ztoty standard w dziedzinie badan nad biatkami blonowymi.

6.6.1. Orientacja monomeréw w btonie

Orientacje struktur monomerow biatek GerAA oraz GerAB w blonie fosfolipidowe;j
obliczone na podstawie narzedzia QMbrane oraz serwera PPM przedstawione zostaty na
rysunku 49.

Pseudoenergia potrzebna do zanurzenia biatka GerAA w blonie, obliczona za
pomoca QMbrane, wynosi -45296,72 kcal/mol, co wedtug algorytmu klasyfikuje GerAA
jako biatko blonowe. Szerokoé¢ btony dla tego bialka zostata obliczona na 35,99A. Serwer
PPM natomiast sugeruje, ze energia niezb¢dna dla zanurzenia tego biatka w btonie wynosi
-20,4 kcal/mol, a szerokoé¢ btony to w tym przypadku 15,4+4,3A. Oba narzedzia wskazuja,
ze biatko GerA A umiejscowione jest w btonie pod pewnym katem, PPM sugeruje, ze kat ten
wynosi 63°+1°. Patrzac na panel B na rysunku 49, mozna zauwazy¢, ze serwer PPM, ktory
uznawany jest za ztoty standard w badaniach orientacji bialek btonowych, nie poradzit sobie
zbyt dobrze z umiejscowieniem biatka GerAA w btonie. Moze to wynikac¢ z faktu, ze jest to
model teoretyczny, a nie rzeczywista struktura oraz z doboru szablonu podczas modelowania
tego biatka. By¢ moze korekta czesSci btonowej, o ile w przysztosci dostgpne beda nowe
informacje dotyczace struktury tej domeny, bedzie pomocna w poprawieniu orientacji tej
podjednostki w blonie.

Biatko GerAB (panele C i D na rysunku 49) wedtug serwera PPM zanurza si¢ w
btonie pod katem 39°+3°, a szeroko$é¢ blony wynosi 19,8+0,9A. Energia niezbedna do
zanurzenia podjednostki B w blonie jest rowna -29,9 kcal/mol. QMbrane wskazuje, ze btona
wokot biatka GerAB moze mie¢ szerokos¢ 33,99A. Obie warto$ci wskazuja, Ze jest niewiele
szersza od blony otaczajacej GerAA. Pseudoenergia potrzebna do przeniesienia biatka
GerAB w blong wynosi -82574,01 kcal/mol. W przypadku orientacji obliczonej przez PPM
wiekszy obszar biatka GerAB wystaje poza granice btony, ale oba narzgdzia pokazuja, ze
konce tego biatka znajduja si¢ wewnatrz rdzenia przetrwalnika.

Roézne szerokosci blon obliczone dla obu biatek moga wynikac z rdznic w rozmiarach
i rozmieszczeniu obszaréw hydrofobowych biatlek GerAB oraz GerAA, a takze z tego pod

jakim katem algorytmy serwera GerAA umiejscowily oba biatka (rysunek 50 panele B 1 D).
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Rysunek 50: Orientacje monomerow GerAA i GerAB w btonie. A) Wyniki obliczen QMbrane dla biatka
GerAA. Widzimy, ze biatko jest zanurzone w btonie pod katem, a fragment domeny niebtonowej biatka
znajduje si¢ w obszarze blony. B) Umiejscowienie GerAA w blonie wedlug serwera PPM. Ilustracja
pokazuje jedynie cytoplazmatyczng granice blony (kolor niebieski). C) Orientacja GerAB w btonie obliczona
na podstawie narzedzia QMbrane. Biatko, podobnie jak w sekcji D, zorientowane jest pod katem, a oba jego
konce znajduja si¢ w rdzeniu przetrwalnika. D) Wyniki serwera PPM dla GerAB. Kolorem czerwonym
zaznaczona jest zewngtrzna granica blony, a kolorem niebieskim — tzw. cytoplazmatyczna granica. Biatko
jest zorientowanie w btonie pod widocznym katem. Wedtug obliczen kat ten wynosi 39°.

6.6.2. Orientacja dimerow w btonie

QMbrane pokazuje, Ze model dimeru GerAA otoczony jest btong o szerokos$ci 36A,
a pseudoenergia potrzebna na zanurzenie tego dimeru w blonie wynosi -77891,0 kcal/mol.
Serwer PPM z kolei, podobnie jak w przypadku monomeru GerAA, nie byl w stanie
umiejscowi¢ dimeru wewnatrz blony, sugerujac, ze praktycznie cale biatko znajduje sie w
rdzeniu przetrwalnika, a cze$¢ zanurzona w btonie ma jedynie 6,8A szerokosci. Szacowana

przez PPM energia zanurzenia dimeru w btonie wynosi -15,2 kcal/mol.

127



Dimer GerAB wedlug QMbrane potrzebuje blony o szerokosci 24,5A i w
poréwnaniu do monomeru GerAB, zorientowany jest w blonie pod mniejszym katem
(rysunek 50). Pseudoenergia potrzebna do zanurzenia tego biatka wynosi -90107,02
kcal/mol. Serwer PPM, niestety, nie wskazuje przebiegu zewngtrznej granicy blony dla tego
dimeru, sugeruje jednak, ze szeroko$¢ btony wynosi 15+0,7A, dimer umiejscowiony jest
pod katem 734£2°, a energia potrzebna na umieszczenie dimeru w btonie wynosi -25,0

kcal/mol.

Rysunek 51: Orientacje dimeréw GerAA i GerAB w blonie. A) oraz B) reprezentujg obliczone orientacje dla
dimeru GerAA. A) Opisuje wyniki obliczen narzedzia QMbrane, natomiast B) wyniki serwera PPM. W
przypadku PPM (zarowno dla GerAA jak i GerAB) widzimy jedynie tzw. cytoplazmatyczna granice blony.
Panel C) pokazuje wyniki obliczenia orientacji dimeru GerAB w btonie za pomoca narz¢dzia QMbrane,
natomiast panel D — wyniki serwera PPM dla tego samego dimeru.

6.6.3. Orientacja komplekséw w btonie

Kompleks btonowej czesci receptora GerA zbudowany z monomerdw podjednostek
A i B wedlug narzgdzia QMbrane zanurza si¢ w btonie z pseudoenergia réwna -115385,79
kcal/mol, a model blony ma szeroko$¢ 38A. Serwer PPM obliczyl, ze kompleks jest
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zorientowany w btonie pod katem rownym 8+1°, blona ma szerokoéé 27,8 + 0,3A, a energia
transferu kompleksu do blony wynosi -15,1 kcal/mol.

Kompleks dimeréw zostat zorientowany w btonie za pomocg narzgdzia QMbrane,
serwer PPM z kolei nie poradzit sobie z obliczeniem orientacji kompleksu, wskazuje
natomiast, ze energia potrzebna do zanurzenia tego kompleksu w btonie wynosi -30,6
kcal/mol. QMbrane wskazuje, ze btona wokodt transbtonowych czesci kompleksu ma
szerokos$é 38A, a pseudoenergia niezbedna do umiejscowienia kompleksu w btonie wynosi
-106971,28 kcal/mol.

Porownujac ze sobg orientacje obu komplekséw w blonie obliczone przez serwer
PPM (rysunek 51), ktory do tej pory stanowit ztoty standard badan nad biatkami blonowymi
oraz sposob, w jaki kompleksy oddziatujg z podjednostka C (rysunek 38 oraz rysunek 35),
wydaje si¢, ze model receptora opierajacy si¢ ha monomerach podjednostek jest modelem o
wyzszej jakosci.

Serwer PPM wskazuje 10 regionow transblonowych dla monomeru GerAB i 6 dla
monomeru GerAA w kompleksie GerA zbudowanym z monomeréw. Wyniki orientacji
biatek w blonie pozwolity mi na zanurzenie kompleksu dimerow GerA oraz monomerow
GerA w btonie za pomocg narzedzia Charmm-GUI. Na podstawie danych o orientacji biatek
w blonie mogtam lepiej opisa¢ orientacj¢ receptora GerA podczas budowania modelow

kompleks-btona.

Tabela 14: Wyniki przewidywan regionow transbtonowych oraz reszt zanurzonych w btonie na podstawie
obliczen serwera PPM dla kompleksu GerA zbudowanego na monomerach.

Przewidziane przez serwer PPM regiony transblonowe
GerAA 1(287-299), 2( 307- 325), 3( 338- 351), 4( 357- 374), 5( 403- 418), 6( 419- 429)
GerAB  1(15- 36), 2( 44- 64), 3( 105- 119), 4( 126- 137), 5( 148- 171), 6( 187- 203), 7( 221-
240), 8( 275- 278), 9( 286- 300),10( 334- 353)

Reszty aminokwasowe przewidziane przez serwer PPM jako zanurzone w blonie
GerAA 287-303,305-325,338-375,402-429,431,434
GerAB 13,16-36,38,41-64,74,78,82,85-87,89-137,145,148-171,174-175,187-203,206,218-
252,255-256,260,275-303,306-325,331-353
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Rysunek 52: Orientacja w btonie modeli komplekséw btonowej czeséci receptora GerA. A) Model zbudowany
na podstawie monomeréw podjednostek A i B zorientowany w blonie przy uzyciu narzedzia QMbrane. B)
Orientacja kompleksu GerA zbudowanego z monomerdw obliczona przy uzyciu serwera PPM. Kolor
niebieski oznacza wewngtrzng (tzw. cytoplazmatyczng) granice btony, kolor czerwony — granice zewngtrzng.
C) i D) przedstawiaja kompleks zbudowany z dimeréw GerAA i GerAB zorientowany w btonie za pomoca
QMbrane (C) oraz PPM (D).

6.6.4. Model wewnetrznej btony przetrwalnika

Model wewnetrznej btony przetrwalnika zbudowatam na podstawie informacji
uzyskanych z badan prof. Banasia oraz na podstawie modelu bton biologicznych B. subtilis.
Wyniki badan nad blonami przetrwalnika, ktére prowadzone byly w Zaktadu Biochemii
Roslin  Migdzyuczelnianego wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, zostaty usrednione i zebrane w tabeli 15. Wyniki te
pokazuja, ze w przetrwalnikach najwiecej jest glikolipidéw, prawdopodobnie steroli,

natomiast w przetrwalnikach nieoplaszczonych (pozbawionych najbardziej zewngtrznej
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warstwy) jest wigcej lipidow obojetnych niz w przetrwalnikach optaszczonych (dane
niepokazane). W przetrwalnikach pozbawionych zewngtrznej warstwy znajduje si¢ tez
wiecej kwasow thuszczowych o dhugich tancuchach (tabela 15). Wyniki te nie uwzgledniajg
natomiast podziatu blon przetrwalnikow na wewnetrzne i zewnetrzne.

Badania opublikowane w 2009 roku pokazuja, ze skltad wewnetrznej blony
przetrwalnika jest istotny dla poprawnego przebiegu procesu kietkowania oraz wtasciwos$ci
spor B. subtilis (Griffiths i Setlow, 2009). Przetrwalniki, w ktorych sktadzie brakowato
lipidow PE, a zawarto$¢ CL byta niska wykazywaty si¢ obnizong zdolnosciag kietkowania w
obecnosci L-alaniny oraz mieszaniny AGFK. Poniewaz zmiany w skladzie blony nie
wplywatly na jej budowe, badacze wysnuli wniosek, iz poprawne kielkowanie inicjowane
germinantami wymaga odpowiedniego S$rodowiska wewnatrz blony. Dlatego, skiad
wewnetrznej btony przetrwalnikdéw, w ktdrej umiejscowione sg receptory odpowiadajace za
inicjacj¢ kietkowania jest niezwykle istotnym elementem badan nad dziataniem tych

receptorow.

Tabela 15: Sredni procentowy sktad kwaséw tluszczowych oplaszczonych i nieoplaszczonych spor Bacillus
subtilis. W przypadku spor nieoptaszczonych zaznaczone zostalty znaczace réznice w ilosci w porownaniu do
przetrwalnikow optaszczonych (1 - wigcej, | - mniej)

ID 13:1 | 14:0 | 14:1 | 14:1° | 15:1 | 15:1” | 16:0 | 16:1° | 16:1* | 18:0 | 18:1 | X
Optaszczone | 2,21 (1,08 | 13,0| 55,2 | 49 | 56 |084| 35 8,1 2,7 | 0,69 | 2,2
Nieoptaszczone | 1,08 | 1,03 | 7,9] | 28,4] | 4,2 | 1441 | - 4.3 8,4 | 10,71 | 17,71 | 0,86

Zbudowany przeze mnie model wewngtrznej blony przetrwalnika B. subtilis bazuje
na wyzej wymienionych wynikach, nie jest natomiast modelem wiernie oddajacym sktad
btony, a jedynie przyblizeniem, poczynionym na potrzeb¢ moich badan. Zbudowanie
doktadnego modelu na chwile obecng jest niemozliwe ze wzgledu na ograniczenia narzedzi,
z ktorych korzystalam oraz na brak rozrdznienia blon na wewngtrzne i zewngtrzne w
wynikach badan laboratoryjnych dotyczacych sktadu bton przetrwalnikow.

Rysunek 53 przedstawia model kompleksu GerA zbudowanego z dimerow
zanurzony w modelu btony fosfolipidowej. Cze$¢ blonowa kompleksu, czyli dimer biatek
GerAB oraz fragment dimeru GerAA sg catkowicie zanurzone w btonie. Ponad wewnetrzng
warstwe blony wystajg nieblonowe domeny biatek GerAA (rysunek 53, panel C). Dimer
biatek GerAC niemal w catosci znajduje si¢ na zewnatrz btony. Ostateczna orientacja
kompleksu w btonie bardzo przypomina obliczong przez QMbrane i przedstawiong na

rysunku 52.
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Bardziej doktadny model btony pozwolitby zbada¢, za pomoca symulacji,
zachowanie komplekséw w blonie. Dodatkowo mozna byloby zbada¢ zachowanie
kompleksu zanurzonego w modelach wewng¢trznej btony roznigcymi si¢ sktadem lipidow.
Wyniki zanurzenia kompleksu zbudowanego receptora GerA zbudowanego z monomerow
znajdujg si¢ zataczniku nr 3 w formie pliku pdb. Szeroko$¢ btony (obliczona przeze mnie za

pomoca programu PyMol jako dystans miedzy atomami) wynosi okoto 37A.

Rysunek 53: Model kompleksu receptora zanurzonego w modelu btony fosfolipidowej imitujacej
wewnetrzng btong przetrwalnika B. subtilis. A) Model petnowymiarowy. Ponad blong wystaja biatka
podjednostki C (GerAC) oraz nieblonowe czgéci dimeru biatka GerAA, ktore doktadniej wida¢ na panelu C.
B) Model pokazujacy dimer integralnego biatka blonowego GerAB w btonie. C) Panel skupia si¢ na
pokazaniu niebtonowej czesci dimeru GerAA wystajacej poza granice modelu btony.
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7. DYSKUSJA

Receptor GerA kietkowania przetrwalnikow B. subtilis jest kompleksem biatek
umiejscowionym w wewnetrznej blonie przetrwalnika i inicjuje kietkowanie w obecnos$ci
dwoch germinantow: L-alaniny lub L-waliny. Receptor ten zbudowany jest z trzech
podjednostek, ktérych struktury, jak dotad, nie zostaly rozwigzane za pomoca metod
laboratoryjnych. W momencie rozpoczynania pracy tej badawczej skupionej nad
zagadnieniem struktury receptora, dostepny byl jedynie homolog podjednostki C oraz biatka
GerD ufatwiajgcego gromadzenie si¢ receptorow W germinosom. W trakcie pracy nad
modelami podjednostek pojawiaty si¢ nowe informacje strukturalne, ktore pozwolity mi na
podniesienie jakosci modeli. Do tej pory jednak nie zostala poznana struktura blonowe;j
czesci zadnego z biatek A oraz B receptorow kietkowania. Trudno$ci z ustaleniem struktur
spowodowane s3 zapewne blonowym charakterem tych biatek oraz niedoskonato$ciami
znanych metod ustalania struktur przestrzennych zwigzanymi z pracg w Srodowisku
btonowym.

W 2021 roku pojawity sie dwie prace badawcze opisujace modele biatka GerAB oraz
potencjalne kieszenie wigzace tego biatka. Wczesniejsza z tych publikacji (Blinker, Vreede,
Setlow i Brul, 2021) opisuje trzy modele podjednostki B zbudowane za pomoca dostepnych
w sieci serwerdw do modelowania na nastgpujacych szablonach: 3GI8 (dwa modele z
réznych serwer6w) oraz 6F34. Druga praca (Artzi i inni, 2021) wykorzystuje
oprogramowanie Modeller oraz bialko GkApcT (kod PDB 50QT) jako szablon do
zbudowania modelu GerAB. Obie publikacje sugerujg nieco odmienne regiony jako
kieszenie wigzace germinanty. Regiony te zostaty przewidziane za pomoca r6znych metod
i w zadnym z przypadkow nie wykorzystano dokowania molekularnego do sprawdzenia tych
przewidywan.

Model GerAB zbudowany przeze mnie na bazie trzech szablon6w — transporterow
z rodziny APC — i opisany w rozdziale Model podjednostki B wykazuje wiele podobienstw
do modeli przedstawionych w wyzej wymienionych pracach. Wszystkie modele przyjmuja
podobng strukture, zbudowana z co najmniej 12 o-helis, charakterystyczng dla bialek
nalezacych do rodziny APC. Na tej podstawie moge¢ wnioskowaé, ze zbudowany przeze
mnie model podjednostki B receptora GerA jest modelem bliskim rzeczywistosci. Mozna
tez, bazujac na fakcie, ze podjednostki réznych receptoréw kietkowania sg do siebie

homologiczne. zaryzykowaé stwierdzenie, ze podjednostki B innych receptorow
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kietkowania rowniez przyjmuja struktury podobne do struktur biatek z nadrodziny
transporterow APC.

W roku 2019 opublikowana zostata struktura niebtonowej cze$ci (domena N-
terminalna) homologa biatka GerAA — podjednostki A receptora kietkowania spor Bacillus
megaterium (Li i inni, 2019), ktora umozliwita mi poprawienie jakosci mojego modelu
biatka GerAA, a takze wymusita powtdrzenie wszystkich prowadzonych w ramach tej pracy
badan dla nowego modelu. Wcigz jednak brakuje pewnych informacji o strukturze domeny
btonowej, dlatego w tym przypadku musialam positkowa¢ si¢ bialkiem o podobnej
sekwencji oraz charakterze jako szablonie. Techniki modelowania molekularnego pozwolity
mi na utworzenie modelu biatka GerAA, ktory osiggat dobre wyniki w algorytmach i
funkcjach oceniajgcych uzytych do ewaluacji jakosci modelu. Sama domena N-terminalna
mojego modelu GerAA wykazuje si¢ duzym podobienstwem do swojego homologa,
przyjmujac niemal identyczne pofaldowanie. Co za tym idzie, podobnie jak w przypadku
GerAB, struktura ta bedzie prawdopodobnie konserwowana wsrdd innych bialek A
receptorow kietkowania przetrwalnikow.

Biatko GerAC jest jedynym z biatek receptora GerA, ktore nie posiada integralne;j
domeny blonowej, aczkolwiek pierwsze okoto 20 reszt aminokwasowych tego bialka z
konca aminowego prawdopodobnie zanurzonych jest w wewngtrznej btonie przetrwalnika
lub z nig oddzialuje. Reszty aminokwasowe 3-15 w przeprowadzonych przeze mnie
przewidywaniach struktury drugorzedowej przyjmuja struktur¢ helikalng. Helisy tej nie
udato mi si¢ uzyska¢ w modelu struktury trzeciorzedowej ze wzglgdu na brak homologa tego
fragmentu, ktory moglby postuzy¢ za szablon. Biatko GerBC, na podstawie ktorego
zbudowatam model podjednostki C receptora GerA nie zawiera w swojej strukturze konca
aminowego (Li, Setlow, Setlow i Hao, 2010). Zbudowany przeze mnie model GerAC
wykazuje si¢ duzym podobienstwem strukturalnym do swojego homologa, co czyni go
wiarygodnym modelem. Zbudowanie modelu biatka C receptora GerK, ktory przyjmuje
struktur¢ podobng do GerBC, a zatem rowniez GerAC, pozwala mi stwierdzié, ze
pofaldowanie, ktore obserwujemy w strukturze GerABC jest konserwowane ws$rod biatek C
receptorow kietkowania.

Bioragc pod uwage oceng¢ proponowanych przeze mnie modeli, ich jako$¢ oraz
informacje strukturalne dotyczace homologow, czy w przypadku GerAB inne modele
homologiczne proponowane w literaturze, stwierdzam, ze wykonane przeze mnie modele z
duzym prawdopodobienstwem oddaja prawdziwe struktury biatek receptora GerA i

stanowig dobry material do dalszych prac badawczych oraz do sprawdzania kolejnych
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hipotez stawianych przez badaczy w temacie dziatania receptora GerA. Modele
prawdopodobnie wymagaja kilku usprawnien, ktorych bedzie mozna dokona¢, gdy pojawia

si¢ nowe informacje dotyczace btonowych czesci receptora.

7.1. Model receptora GerA

Receptory kietkowania przetrwalnikow sg badane od wielu dekad, jednak do tej pory
nie poznano ich budowy, poza nieblonowymi fragmentami struktur, czy strukturami
pojedynczych podjednostek. Nie znamy tez mechanizmu oddziatywania receptora z
ligandem ani tego, jak receptor oddziatuje z btong oraz jak podjednostki wiazg si¢ ze sobg
w kompleks receptora. Uwaza sig, ze stechiometria biatek receptora wynosi 1:1:1 i wlasnie
ta informacja byta bazg, na podstawie ktorej budowatam modele receptora zaprezentowane
w tej pracy badawczej.

Na podstawie zbudowanych przeze mnie modeli podjednostek zaproponowatam dwa
modele receptora GerA, inicjujacego kielkowanie spor w obecnosci L-alaniny i/lub L-
waliny. Pierwszy model receptora bazuje na podobienstwach procesu kietkowania do
procesow chemotaksji bakteryjnej i zaktada, Zze receptor GerA, zbudowany z trzech
podjednostek, przyjmuje forme trimeru dimeréw. Taki model receptora jest niezwykle
skomplikowany 1 stabilizowany siecig licznych oddziatywan pomiedzy podjednostkami.
By¢ moze utozenie podjednostek w rzeczywisto$ci nieznacznie ro6zni si¢ od zbudowanego
przeze mnie modelu teoretycznego, poniewaz orientacja w blonie tego modelu byta
niezwykle trudna do ustalenia. Pomimo tych trudnosci, prezentowany przeze mnie model
zapewnia duzo informacji strukturalnych, na bazie ktérych mozna kontynuowac badania nad
strukturg receptora. Przyktadowo, poprzez mutagenez¢ miejsc wigzania podjednostek do
siebie.

Dodatkowym argumentem za przyjeciem trimeru dimeréw jako prawdopodobnego
modelu jest zachowanie szablondw biatek GerAB oraz GerAC. Szablony (transportery z
rodziny APC), na podstawie ktorych zbudowany zostat model GerAB taczg si¢ w dimery i
wlasnie w formie dimerycznej wigza ligand (Shaffer, Goehring, Shankaranarayanan i
Gouaux, 2009). Homolog GerAC — biatko GerBC — z kolei dimeryzuje w krysztale (Li,
Setlow, Setlow i Hao, 2010), co pozwala sadzi¢, ze przy duzym stezeniu biatek, a o takim

prawdopodobnie méwimy w przypadku germinosomu, GerAC bedzie dazy¢ do dimeryzacji.
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Pomimo wielu argumentow przemawiajacych za modelem GerA opartym o strukture
trimeru dimeroéw, model receptora, ktéry zbudowatam z monomerow wydaje si¢ by¢ rownie
obiecujacym obiektem dalszych badan. Gtownie ze wzgledu na brak badan opisujacych
dimeryczny charakter podjednostek receptora w literaturze.

Pelny model GerA zbudowany z dimeréw wymaga pewnej korekty, ktoéra
umiescitaby dimer GerAC catkowicie poza btong. Prawdopodobnie struktura dimeru GerAC
proponowana przeze mnie w tym modelu nie jest w petni optymalna ze wzgledu na brak 23
N-koncowych reszt aminokwasowych.

Wydaje si¢, ze poprawienie modelu GerAA w zakresie domeny blonowej mogloby
utatwic¢ zanurzenie tego biatka w blonie, a tym samym poprawié¢ jakos¢ modelu receptora
GerA. W chwili obecnej w literaturze nie ma struktury bliskiego homologa, ktéra moglaby
postuzy¢ za szablon dla domeny btonowej. Transportery bakteryjne uzyte przeze mnie w
toku prac nad modelem GerAA sg wystarczajgco podobne na poziomie sekwencji, by na ich
podstawie stworzy¢é model struktury. Proponowany przeze mnie model wspierany
informacjami uzyskanymi z przewidywan fragmentow transbtonowych jest oceniany
wysoko 1 wystarczajaco doktadny, by proponowa¢ model receptora czy bada¢ miejsca
wigzania germinantoOw, niemniej posiadane na tym etapie bardziej doktadnych danych
strukturalnych powigzanych z czeScig blonowa bialtka wydaje si¢ niezbedne do
przeprowadzenia kolejnych badan nad zachowaniem receptora GerA w btonie. Kolejnym
obszarem, ktéremu nalezalby poswigci¢ wiecej badan jest sklad wewnetrznej blony
przetrwalnika. Blony biologiczne B. subtilis wcigz sg szeroko badane przez rdzne grupy
badawcze (najnowsze doniesienia w tym temacie pochodzg z grudnia 2021 (van Tilburg,
Warmer, van Heel, Sauer i Kuipers, 2021)), jednak wcigz brakuje konkretnych informacji
ilosciowych, ktore pomogtyby by w doktadnym odtworzeniu srodowiska receptora GerA.
Jak wiemy z przeprowadzonych badan, sktad wewnetrznej blony jest istotny dla poprawnego
oddziatywania receptora z blong, a takze wptywa na proces kietkowania (Griffiths i Setlow,
2009).

7.2. 'Wiagzanie germinantow

Jak pokazuja rysunki opisujace wyniki przeprowadzonych przeze mnie dokowan dla
GerAA i GerAB oraz ich dimerdéw, potencjalne kieszenie wigzace wytypowane przez

eksperymenty dokowania umiejscowione s3g w blonowych cze$ciach biatka GerAB,
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blonowej czeSci GerAA oraz czesSci nieblonowej GerAA, znajdujacej si¢ wewnatrz
przetrwalnika. Umiejscowienie kieszeni wigzacej w domenach receptora znajdujacych si¢ w
rdzeniu przetrwalnika moze wigza¢ si¢ z tym, ze germinant (L-alanina i/lub L-walina) bedzie
musial w pierwszej kolejnosci spenetrowac btone, gdyz dopiero wtedy bedzie mogt potaczy¢
si¢ z receptorem i rozpoczaé proces kietkowania. Mozliwym jest, patrzac na uzyskane
wyniki dokowan do podjednostek i modelu kompleksu, ze wigzanie germinantéw do
receptora GerA moze mie¢ charakter tymczasowy, a ligand by¢ transportowany przez jedng
podjednostke do drugiej, co moze sprawia¢, ze wedruje on w glab blony, wigzac si¢ po
drodze do kilku miejsc wigzacych obu podjednostek receptora. Takie przekazywanie
germinanta moze by¢ niezbedne do aktywacji receptora, co ttumaczyloby wyniki badan
pokazujace rozne kieszenie wigzace biatka GerAB oraz opisujace liczne mutacje w réznych
czgsciach podjednostek A i B, ktorych wystepowanie zaburza poprawne dziatanie receptora.
Moze to swiadczy¢ o tym, ze L-alanina lub L-walina, po przytaczeniu si¢ do receptora,
poprzez swoja wedrowke pomigdzy podjednostkami, aktywuja receptor (przyktadowo
poprzez zmiany konformacyjne odwiedzonych przez ligand kieszeni wigzacych), a tym
samym rozpoczynaja inicjacje kietkowania. Ta hipoteza wymaga doktadnego zbadania
$ciezki liganda w kompleksie oraz licznych badan in vivo, ktére moglyby potwierdzi¢ Iub
obali¢ to zatozenie. Na tym etapie wiemy natomiast, ze liczne mutacje w biatkach A i B,
ktére umiejscowione sa w rdznych regionach biatek, wptywaja na poprawne funkcjonowanie
receptora (Moir, Lafferty i Smith, 1979; Mongkolthanaruk, Cooper, Mawer, Allan i Moir,
2011).

Tabela 13 opisuje najczesciej wystepujace regiony w wynikach dokowan globalnych
germinantow. Ze wzgledu na czestotliwos¢ wigzania si¢ L-alaniny oraz L-waliny do tych
miejsc, moge uzna¢ wymienione regiony za potencjalne kieszenie wigzace. Regiony te
wystepuja zarowno w biatku GerAB jak i GerAA. W badaniach laboratoryjnych
przeprowadzonych w zaktadzie Bakteriologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed, pokazaliSmy, ze reszty aminokwasowe wymienione w
regionie pierwszym oraz znajdujace si¢ w ich sgsiedztwie sg istotne dla poprawnej

odpowiedzi receptora na L-alaning (reszty 299, 303 oraz 347 biatka GerAA).
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9. ZALACZNIKI
Zalacznik nr 1l

Skrypt uzyty do wielokrotnego uruchomienia programu AutoDock Vina:

#!/bin/bash

x=1

while [ $x -le 2250 ]
do

vina --config conf.txt --out all$x.pdbgt --log
log$x.txt>smieci$x

x=$(( $x + 1))

done
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Zatacznik nr 2
Dorobek naukowy autorki pracy

Publikacje:
Grela A, Jamrozek I, Hubisz M, Iwanicki A, Hinc K, Kazmierkiewicz R, Obuchowski M.

2018. Positions 299 and 302 of the GerAA subunit are important for function of the GerA
spore germination receptor in Bacillus subtilis. PLoS ONE. 13(6):e0198561.

Patenty:

Patent numer Pat.240353 zgloszony dnia 2019-06-07; Tworcy: Dabrowska A.M.,
Kazmierkiewicz R, Barabas A.M., Jamrozek 1. B., Makowski M.; Zglaszajacy: Uniwersytet
Gdanski; ,,3-azotowe pochodne 2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozydéw metylu do

zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1".

Konferencje:

12th International Conference on Advancements in Bioinformatics and Drug Discovery;
Dublin, Irlandia; 26.-28.11.2018: “Predictions of the structure of Bacillus subtilis GerA
germination receptor complex in the membrane model”, Jamrozek I, Przygocki P.,

Kazmierkiewicz R., Obuchowski M.; poster

19th International Conference on Bacilli & Gram-Positive Bacteria; Berlin, Niemcy; 11.-
15.06.2017: “Developing an in silico model of GerA spore germination receptor”; Jamrozek
l., Kazmierkiewicz R., Obuchowski M.; poster

19th International Conference on Bacilli & Gram-Positive Bacteria; Berlin, Niemcy; 11.-
15.06.2017: “Functional analysis of GerAA subunit of Bacillus subtilis GerA germination
receptor”, Grela A, Jamrozek I, Iwanicki A, Hinc K, Obuchowski M; prezentacja ustna

Biotech Solutions for Health and Environment: MOBI4HEALTH Conference; Gdansk,
Polska; 12.-15.04.2016: “Development of a 3D model of GerA germination receptor in the

inner spore membrane”, Jamrozek 1., Kazmierkiewicz R., Obuchowski M.; poster
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Zalacznik nr 3

Plyta CD (znajduje si¢ na tylnej okladce pracy) zawierajgca pliki pdb modeli struktur

opisanych w mojej pracy.

Lista plikow zawartych na ptycie CD-ROM:

iii.
iv.
V.
Vi,
Vii.

viii.

Xi.

Xil.

GerAALl.pdb — pierwszy model biatka GerAA

GerAA2.pdb — drugi, ulepszony model biatka GerAA

GerAB.pdb — model biatka GerAB

GerAC.pdb — model biatka GerAC

dimerGerAA.pdb — model dimeroéw biatka GerAA

dimerGerAB.pdb — model dimerow biatka GerAB

dimerGerAC.pdb — model dimeréw biatka GerAC

kompleksGerAmonomery.pdb — model receptora GerA zbudowany z monomerow
podjednostek

kompleksGerAdimery.pdb — model receptora GerA zbudowany z dimerow
podjednostek

membraneGerAmon.pdb — model receptora zbudowany z monomeréw zanurzony
w modelu btony fosfolipidowe;j

membraneGerAdim.pdb — model receptora zbudowany z dimeréw zanurzony w
modelu btony fosfolipidowe;j

GerDmonomer — model monomeru biatka GerD
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