HtrA E. coli jest modelowym przedstawicielem rodziny proteaz HtrA. Bakteryjne biatka
HtrA petnia w komoérkach funkcje ochronne przed szkodliwym dziataniem czynnikoéw
stresowych i s3 waznym aspektem wirulencji wielu szczepow patogennych. Z tego wzgledu
uwazane sg za potencjalny cel w terapiach przeciwdrobnoustrojowych. Jednakze opracowanie
specyficznych czasteczek inhibitorowych 0 dziataniu terapeutycznym wymaga doktadnego
poznania struktury i mechanizmu funkcjonowania docelowego czynnika wirulencji.

Struktura biatka HtrA zostata opisana relatywnie dobrze i zostaly rozwigzane struktury
krystaliczne tego biatka. Jednakze jest to enzym 0 bardzo skomplikowanym mechanizmie
regulacji aktywnosci, ciaggle nie W petni poznanym. Aktywacja HtrA moze zachodzi¢ na drodze
allosterycznej i/lub termicznej. W warunkach fizjologicznych HtrA tworzy proteolitycznie
nieaktywny heksamer. Uwaza sig, ze istotng role w utrzymywaniu tej nieaktywnej struktury
pelnia regulatorowe petle LA. Aktywacja proteazy zachodzi po zwigzaniu czasteczek
substratow. Dochodzi wtedy do przekazania sygnatu allosterycznego, prowadzacego do
reorganizacji struktury catej czagsteczki enzymu i w konsekwencji do uzyskania struktury
aktywnej katalitycznie. W proces ten sa zaangazowane petle regulatorowe L1, L2, L3 iLD.
Ze wzgledu na duza ruchliwos$¢ petli LA, jej fragment obejmujacy reszty 55-79 nie zostat
uwidoczniony w strukturze krystalicznej HtrA, stad nie znane sg konkretne oddziatywania
w ktore zaangazowana jest petla LA. Nie wiadomo rowniez, ktore elementy petli LD
odpowiedzialne s3 za przekazanie sygnatu allosterycznego.

Celem tej pracy bylo poznanie mechanizmu dziatania dwoch petli regulatorowych o
przeciwstawnych rolach: inhibitorowej petli LA oraz aktywatorowej petli LD. W tym celu,
stosujac  technike mutagenezy miejscowo-specyficznej, dokonano substytucji reszt
aminokwasowych, potencjalnie istotnych dla stabilizacji formy nieaktywnej (LA) badz
aktywnej proteolitycznie (LD). Analizowano wylacznie te warianty HtrA, w ktorych
wprowadzone mutacje nie spowodowaly zmian w strukturze Il-rzedowej bialka, okreslanej
przy wykorzystaniu techniki dichroizmu kotowego w dalekim UV.

Ze wzgledu na brak informacji 0 strukturze petli LA, w kooperacji z dr. A. Gietdoniem
z Wydziatlu Chemii UG opracowano teoretyczny model struktury petli LA (htrA_unress,
suplement w Figaj iwsp., 2014). Moja rola polegata na (1) dostarczaniu danych
eksperymentalnych, obejmujacych wyniki aktywnosci proteolitycznej mutein HtrA, stuzacych
do udoskonalania tego modelu oraz (2) ostatecznej weryfikacji poprawnosci modelu metoda
sieciowania Cys—Cys. W trakcie pracy nad modelem zidentyfikowano oddziatywania kluczowe
dla stabilizacji nieaktywnej struktury HtrA. Wykazano, ze pgtle LA w heksamerze oddziatuja

ze sobag poprzez reszty O charakterze hydrofobowym. Szczegélnie istotng role przypisano



resztom F46, F49, F50, F63, F68, ktore razem z P62 i P67 tworza tzw. ,,klaster” hydrofobowy
zlokalizowany w centralnej czg$ci heksameru. Scharakteryzowano takze sie¢ wigzan
wodorowych tworzong z udziatem reszt aminokwasowych petli LA, L1 iL2. Wskazano
oddziatywania inhibitorowe petli LA (reszty Q47 iF68) zpozostalymi petlami
regulatorowymi. Ponadto przy zastosowaniu metody gaszenia fluorescencji reszt tryptofanu
i sagczenia molekularnego wykazano istotng rolg¢ N-koncowego fragmentu petli LA (rejon reszty
44) w zachowaniu sztywnosci petli. Lokalne zwigkszenie ruchliwos$ci petli LA prowadzito do
destabilizacji heksameru, utatwialo tworzenie struktur oligomerycznych wyzszego rzg¢du, ale
takze prowadzito do autodegradacji biatka.

W kolejnej czgsci pracy scharakteryzowano role petli LD w procesie aktywacji HtrA.
Wykazano, ze zachowanie struktury isztywnosci petli jest kluczowe dla aktywnosci
proteolitycznej. Pokazano takze, ze reszty F171 i L173 sa odpowiedzialne za oddziatywania
zpetla L2 przeciwlegte) podjednostki. Ponadto petla LD jest czeScia tzw. ,klastra”
aktywacyjnego — sieci wigzan wodorowych stabilizujacych aktywng forme biatka.
Zaobserwowano, ze wzmocnienie tej sieci oddziatywan prowadzi do hiperaktywnos$ci HtrA,
przesunigcia rownowagi allosterycznej W stron¢ aktywnej formy enzymu niezaleznie od
obecnosci substratu. Obecno$¢ HtrA 0 podwyzszonej, niekontrolowanej aktywnosci
proteolitycznej wplywata negatywnie na przezywalnos$¢ bakterii w fizjologicznej temperaturze
37°C.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy przyczynity si¢ do pelniejszego
zrozumienia roli petli LA i LD w procesie aktywacji proteolitycznej oraz staly si¢ podstawa do

opracowania teoretycznego modelu struktury petli LA.



