Modelowanie molekularne kompleksoéw kinazy biatkowe;j
PrkC z domniemanymi endogennymi celami aktywnosci

fosforylacyjne;j.

Marcin Augustyniak

2017

Streszczenie

Doniesienia z eksperymentéw przeprowadzonych in vivo lub in vitro wskazuja, ze CpgA
(YolQ), cyklicznie permutowana GTPaza, jest endogennym substratem serynowo-treoninowe;j
kinazy biatkowej PrkC z B. subtilis 1, 4, 13]. PrkC jest biatkiem przezblonowym, z cyto-
plazmatyczna domeng katalityczna i zewnatrzkomoérkowa, domeng receptorows, uczestni-
czacym w procesach sporulacji i formowania biofilmu. Struktura i funkcja PrkC wyazuje
homologi¢ do receptora TGF-§ [10, 11].

Analiza moich wstepnych modeli kompleksow PrkCe - Mg?™ - ATP - CpgA wskazala,
ze CpgA moze by¢ fosforylowane przez PrkC na innych resztach aminokwasowych niz
dotychczas opublikowane w literaturze, tzn. innych niz Thr166 [13], Thr192 lub Ser226
[1]. Dominujacym miejscem phosphorylacji na podstawie moich wstepnych modeli miata
by¢ Thr205. Powyzsza rozbiezno$é wyzwolita oczywista ciekawosé dlaczego i w jaki spo-
sOb wyniki molekularnego modelowania obliczeniowego moga tak odbiegaé¢ od doniesien
z eksperymetow “mokrych”. Analiza pierwszych modeli wskazata rowniez na kilka reszt
tyrozynowych CpgA, zwlaszcza Tyr240 lub Tyr298, jako potencjalne miejsca fosforylacji,
rowniez przez PrkC.

Klasyczne symulacje dynamiki molekularnej (cMD - ang. classical molecular dyna-
mics) kompleksow PrkCc- ATP - CpgA lub PrkCec - Mg?" . ATP - CpgA pozwolily na wglad
w dynamike obu protomeréw, jak réowniez zakwestionowaly osiggalnosé uzyskania prze-
konywujacych modeli PrkCec - Mg?t . ATP - CpgA w poczatkowo zaktadany sposéb, tzn.
wykorzystujac sztywne dokowanie z nastepujaca obrébka wyselekcjonowanych, najbardziej
obiecujacych modeli za pomoca klasycznych symulacji dynamiki molekularnej. W trak-
cie obu symulacji cMD, o dtugosci 5 ns kazda, relacje przestrzenne hydroksylowego atomu
tlenu Thr205 w CpgA i atomu y-fosforu ATP oraz kluczowych reszt aminokwasowych
PrkC nie ewoluowaly w kierunku aranzacji umozliwiajacej transfer grupy y-fosforanowej
w zakladanym, typowym dla wiekszosci eukariotycznych kinaz biatkowych, bezposrednim
mechanizmie o liniowym uszeregowaniu atomu y-fosforu oraz atomoéw - docelowego i opusz-
czajacego - tlenu, z odwrdceniem chiralnosci atomu fosforu. Obie symulacje byty jednak

zgodne co do niezbednosci kationu Mg?* dla aktywnosci enzymatycznej kinaz biatkowych.



W trakcie symulacji kompleksu PrkCc - ATP - CpgA, tzn. bez kationu Mg?* tworzacego
kompleks z ATP, relacje przestrzenne w obrebie szczeliny katalitycznej PrkC ulegty istotnej
reorganizacji. Rozpoznalem réwniez mozliwosé zastosowania gietkiego dokowania biatek
wykorzystujacego LMOD [6-8] do modelowanego systemu, z uwagi jednak na wielkosé
systemu oraz koszt obliczeniowy opartej na LMOD procedury gietkiego dokowania kon-
tynuowalem poszukiwania bardziej wydajnych metod, rezerwujagc LMOD, podobnie jak
classical molecular dynamics (cMD), do koricowej obrobki wyselekcjonowanych struktur.

Wiekszosé dostepnych programoéw lub algorytméw stuzacych do dokowania biatek przy-
pomina, o ile nie nasladuje model ‘indukowanego dopasowania’ [9].

Teoria krajobrazu energetyczego (ang. energy landscape theory) [5, 15| i oparty na
niej model selekcji konformacyjnej i przesunieé¢ populacyjnych rozpoznania molekularnego
i oddzialywan miedzybiatkowych postuluja, ze wchodzace w interakcje czasteczki bialek
wywodza sie z juz obecnych w roztworze populacji, nie konieczenie z tych najkorzystniej-
szych energetycznie, z natepujacym, po ewentualnym utworzenie kompleksu, przesunie-
ciem miedzy populacjami (ponownym osiagnieciem réwnowagi) [2].

Zastosowanie przyspieszonej dynamiki molekularnej (aMD, ang. accelerated molecular
dynamics) uczynito probkowanie przestrzeni konformacyjnej czasteczek bialtek osiggalnym,
w niemalze wyczerpujacym stopniu, za wyjsciowa przyjmujac konformacje niskoenerge-
tyczna, bliska naturalnie wystepujacej w roztworze, np. struktue uzyskana w oparciu o
dane krystalograficzne [12]. Postep w projektowaniu ukltadéow GPU oraz oprogramowa-
nia wykorzystujacego mozliwoéci obliczeniowe takich uktadéw sprawit, ze przeszukiwanie
przestrzeni konformacyjnej makroczasteczek stato sie réwniez dostepne na komputerach
klasy stacji roboczych wyposazonych w nowoczesne karty GPU [14].

W pracy tej proponuje protokédt przewidywania i modelowania kompleksow biatkowych
wykorzystujacy model selekcji konformacyjnej i przesunie¢ populacyjnych rozpoznania
molekularnego i oddzialywarn miedzybiatkowych [2] poprzez (i) probkowanie przestrzeni
konformacyjnej protomeréw oddzielnie, (ii) wyznaczenie ich rozroznialnych konformacji,
(iii) dokowanie kombinacji tak uzyskanych konformacji, (iv) szczegolowa obrobke i ana-
lize wybranych struktur.

Zastosowalem powyzsze podejscie do PrkCc i CpgA poprzez proébkowanie ich prze-
strzeni konformacyjnej oddzielnie za pomoca symulacji accelerated molecular dynamics
(aMD), ktore przeprowadzitem wykorzystujac implementacje programu pmemd dla ukla-
dow GPU (pmemd.cuda) wchodzacego w sklad pakietu Amberl6 [3]. Konformacje obu
protomeréw wyznaczytem poprzez analize klastrowa ich trajektorii. Utworzytem struktury
komplekséw poprzez sztywne dokowanie uzyskanych konformacji w mozliwych kombina-
cjach, przeszukujac dane w poszukiwaniu mozliwie optymalnych relacji przestrzennych
substratu, kompleksu Mg?" - ATP, oraz kluczowych reszt enzymu. Jako fundamentalne
kryterium oceny i selekcji komplekséw przyjalem ograniczenia geometryczne podyktowane
typowym dla wiekszosci eukatriotycznych kinaz biatkowych mechanizmem transferu grupy
fosforanowej, tzn. dysocjacyjnym, bezposrednim, o liniowym uszeregowaniu atomoéw fos-
foru oraz obu atoméw tlenu (opuszczajacego i wchodzacego), z odwroceniem chiralnosci

atomu fosforu przenoszonego ugrupowania fosforanowego.



