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1. UVOD

1.1. Bakterija Halalkalibacterium halodurans

Bakterija Halalkalibacterium halodurans (Nielsen i sur. 1995, Joshi i sur. 2021) industrijski
je znacajna alkalofilna bakterija koja je na temelju morfoloskih znacajki godinama svrstavana u
rod Bacillus. Stanice bakterije H. halodurans imaju oblik $tapica, a Cesto se znaju organizirati u
lance duljine dvije do Sest stanica (Boyer i sur. 1973). Bakterije stvaraju bijele, okrugle kolonije s
blago filamentoznim marginama (Nielsen 1 sur. 1995) te se kre¢u pomoc¢u bi¢eva rasporedenima
po cijeloj stanici bakterije (Ikura i Horikoshi 1979). ). Stvaraju natecene elipsoidne spore koje se
nalaze subterminalno na stanici (Nielsen i sur. 1995). Clanovi roda Halalkalibacterium su aerobni

ili fakultativni anaerobi te pokazuju varijabilnost na bojanje po Gramu (Joshi i sur. 2021).

Glavne karakteristike bakterije H. halodurans su alkalofilnost i halotolerantnost. Optimalni
uvjeti za rast bakterije H. halodurans ukljuc¢uju pH vrijednost izmedu 9 i 10, temperaturu izmedu
30 i 40 °C te koncentraciju NaCl od 2 % (Joshi i sur. 2021). lako su navedeni uvjeti optimalni,
postoji cijeli raspon pH vrijednosti, temperature i koncentracije NaCl pri kojemu je uocen rast
bakterije. Za pocCetak, rast bakterije H. halodurans uocen je pri rasponu pH vrijednosti izmedu 6 i
11 (Joshi i sur. 2021), ali je rast slabiji pri neutralnijem pH (Ikura i Horikoshi 1979). Istrazivanja
su pokazala da je moguce potaknuti znacajan rast bakterija pri neutralnom pH dodatkom 0,2 M
NaCl (Ikura i Horikoshi 1979) ili 5 % NaCl (Boyer i sur. 1973). Bakterija H. halodurans takoder
podnosi koncentraciju NaCl do 12 % te raspon temperatura izmedu 15 i 60 °C (Joshi i sur. 2021).

Luznata sredina utjece na elektrokemijski potencijal membrane koji je odgovoran za prijenos
elektrona i sintezu ATP-a. Naboj na membrani ovisi 0 ionima vodika te je u normalnim uvjetima
okolina kiselija od citoplazme. To znac¢i da se negativan naboj nalazi s citoplazmatske strane
membrane, dok je pozitivan naboj lokaliziran s vanjske strane membrane. U luznatoj okolini dolazi
do zamjene potencijala ¢ime unutrasnjost postaje pozitivno nabijena i kiselija od okoline. U takvim
uvjetima dolazi do ,,curenja* vodika iz stanice ¢ime je sinteza energije manje efikasna. Prijelaz
vodika iz stanice u okolinu direktno utjeCe na pH citoplazme ¢ime ona postaje luznata i koCi
normalne fizioloSke procese (Krulwich 1995). Ekstremni alkalofili kao Sto je bakterija H.

halodurans razvili su prilagodbe na ovakve uvjete, a najvaznija od njih je unos vodikovih iona koji
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provodi Na*/ H* antiporter (Krulwich 1995, Ito i sur. 2017). Protein Mrp glavni je antiporter za
brojne alkalofilne bakterije, a pokazano je da mutant bakterije H. halodurans za mrp ne podnosi
visoku pH vrijednost okolisa. Drugi Na*/ H™ antiporter prepoznat kod alkalofilnih bakterija je
NhaC, ali je njegov doprinos manji (Slonczewski i sur. 2009). Aktivnost antiportera represirana je
pri neutralnom pH citoplazme Sto ukazuje na njegovu ulogu u odrzavanju pH homeostaze
citoplazme. Unos iona natrija u stanicu vrsi se preko brojnih importera ili difuzijom kada je

izvanstani¢na koncentracija natrija poviSena (Krulwich 1995).

Otkrice obligatornih alkalofilnih bakterija pripisuje se Vedderu koji ih je izolirao 1934. godine
(Attie i sur. 2014). Zbog nedostatka biokemijskih testova te Stapicastog izgleda, sve izolirane
bakterije svrstao je u novu vrstu Bacillus alcalophilus (Fritze i sur. 1990). Prvo spominjanje rijeci
,halodurans* za opis vrste H. halodurans iskoristili su Boyer i sur. (1973) koji su uo¢ili da se
bakterija Bacillus sp. NRRL B-3381, izolirana iz kanalizacijskog mulja, razlikuje od poznate vrste
B. alcalophilus po nekoliko biokemijskih znacajki: moguénost redukcije nitrata u nitrit, koristenje
citrata kao izvor energije te mogucnost rasta pri koncentraciji NaCl od 12 %. Zbog navedenih
razloga bakteriju su smatrali podvrstom te je prepoznata kao Bacillus alcalophilus subsp.

halodurans (Boyer i sur. 1973).

Prvi pokusaji odredivanja srodnosti alkalofilnih bakterija iz roda Bacillus zapoceli su 1990-ih
godina. Usporedivanjem zastupljenosti GC baza u pojedinim vrstama te na temelju rezultata DNA-
DNA hibridizacije s genomom bakterije B. alcalophilus predlozena je reklasifikacija bakterije B.
alcalophilus subsp. halodurans u zasebnu vrstu (Fritze i sur. 1990). Nekoliko godina kasnije
opisana je nova vrsta Bacillus halodurans ¢iji opis odgovara dana$njem opisu vrste H. halodurans.
Uz B. halodurans opisano je jo§ osam novih vrsta, koje su zbog svog izgleda svrstane u rod Bacillus
(Nielsen i sur. 1995). Manjak restrikcija za dodjeljivanje bakterija rodu Bacillus u¢inio je ovaj rod
izrazito heterogenim. Kako bi se razrijeSila heterogenost roda Bacillus, napravljena je filogenetska
analiza koriste¢i sekvence viSe od 1200 proteina. Rezultati filogenetske analize sekvenci odabranih
proteina i 16S rRNA sekvenci pokazali su vrlo sli¢ne rezultate, na temelju kojih je opisano Sest
novih rodova. Bakterija B. halodurans tako se nasla u rodu Alkalihalobacillus ¢iji je glavni
predstavnik A. alcalophilus (Patel i Gupta 2020). Otkricem bakterije A. elongatum (Joshi i sur.
2021) dovedena je u pitanje monofileti¢nost roda Alkalihalobacillus. Tim otkri¢em potaknute Su

dodatne filogeneticke analize, analize genoma i morfoloske karakterizacije koje su dovele do



reklasifikacije roda Alkalihalobacillus u sedam novih rodova. Bakterija A. halodurans postala je
glavni predstavnik roda Halalkalibacterium koji sadrzi jo§ samo jednu vrstu. Na temelju
spomenutih analiza primijeceno je da nema znacajnije razlike izmedu vrsta A. halodurans i A.
okuhidensis zbog cega je A. okuhidensis proglaSen heterotipskim sinonimom bakterije H.
halodurans (Joshi i sur. 2021).

Alkalofilne bakterije postale su zanimljive industriji 1970-ih godina zbog otkri¢a enzima koji
funkcioniraju pri visokim pH vrijednostima (Fritze i sur. 1990). Tako je primije¢eno da bakterija
Bacillus sp. C-125, kasnije prepoznata kao H . halodurans (Takami i Horikoshi 1999), spontano i
inducibilno proizvodi B-galaktozidazu te da je indukcija brza pri pH 10,2 nego pri 7,2 (Ikura 1
Horikoshi 1979). H. halodurans industrijski znac¢aj ima i kao proizvoda¢ ksilanaze A i N,
pektinaze, amilaze i proteaze. Optimalni uvjeti za funkciju enzima ukljuc¢uju pH 9-10 i temperaturu
50-70 °C (osim ksilanaze N kojoj je aktivnost optimalna pri neutralnom pH) (Takami i Horikoshi
2000). Termostabilne i alkalne ksilanaze koriste se u papirnoj industriji, prehrambenoj industriji,
proizvodnji biogoriva, tekstilnoj industriji itd. (Burlacu i sur. 2016).

Interes industrije za bakterijom H. halodurans potaknuo je istrazivanje njenog genoma te je
napravljena genomska mapa duljine 4,25 Mb. Genom je usporeden s genomom bakterije B. subtilis
koja je smatrana srodnom vrstom u tom periodu. lako je sastav GC baza i veli¢ina genoma skoro
identi¢ni izmedu vrsta, vecina proucavanih gena razmjesStena je na potpuno razli¢itim lokacijama

(Takami i Horikoshi 2000).



1.2. Homeostaza metalnih iona

Prijelazni metali, posebice zeljezo, bakar, mangan i cink, esencijalni su mikronutrijenti u
gotovo svim bioloskim sustavima. Za razliku od ostalih esencijalnih nutrijenata, stanica ne moze
sintetizira metalne ione ve¢ isklju¢ivo ovisi o njihovoj prisutnosti u okolisu (Price i Boyd 2020).
Procjenjuje se da izmedu trecine i polovine ukupnih proteina zahtijeva interakciju s metalnim
ionom za biolosku aktivnost. Osim §to sluze kao kofaktori brojnim proteinima vaznih metabolickih
puteva, njihovo vezanje poti¢e smatanja proteina te stabilizira njihovu strukturu (Begg 2019).
Prema tome, manjak metalnih iona u stanici onemogucéava izvrSavanje normalnih stani¢nih
funkcija i zaustavlja njihov rast. ViSak metalnih iona je takoder Stetan za stanicu jer dovodi do
kompetitivnog vezanja pogresnog metala u vezno mjesto enzima ¢ime se njegova aktivnost inhibira
(Imlay 2015). Zbog toga su stanice razvile brojne mehanizme kojima osiguravaju homeostazu

metalnih iona (Begg 2019).

Mehanizmi regulacije homeostaze metalnih iona ukljucuju prikupljanje metalnih iona iz
okoliSa, njihov transport u stanicu, skladiStenje u stanici te njihov transport iz stanice u okoli$
(Begg 2019). Navedeni procesi nalaze se pod kontrolom metalo regulatora koji osjecaju
koncentraciju metalnih iona te prilagodavaju ekspresiju gena ukljucenih u njihovu realizaciju.
Sposobnost metalo regulatora da selektivno reagiraju na zadani metalni ion ovisi o tri faktora:
afinitetu, dostupnosti i alosteriji. Afinitet ovisi o prirodi 1 geometriji liganda koji veze metalne ione,
ali i sposobnosti metalnog iona da veze ligand. Iz Irving-Williams serije (Mn?* < Fe?* < Co?* <
Ni%* < Cu?* > Zn?") koja govori o jakosti vezanja metalnih iona moze se uociti da se bakar i cink
jace vezu za ligande nego ostali metali. Zbog toga senzori mangana i Zeljeza obi¢no veZu ione
cinka s ve¢im afinitetom nego svojstveni metal. Razlog zasto u stanici ne dolazi do pogresnog
vezanja iona cinka u nesvojstvene proteine, kad je uspostavljena homeostaza, lezi u drugoj
znacajki, a to je njegova dostupnost. Koncentracija iona cinka u stanici odrZzava se na znatno nizoj
razini nego iona mangana i zeljeza ¢ime se omogucéava vezanje tih metalnih iona u svojstvene
proteine. TreCa znaCajka selektivnosti je alosterija odnosno geometrija vezanja. lako ioni
prijelaznih metala toleriraju sli¢ne geometrije vezanja, svaki daje prednost jednoj. Osim toga,
metalni ioni razlikuju se u veli¢ini zbog koje ne okupiraju vezno mjesto u potpunosti. Rezultat toga

je vezanje pogresnog metalnog iona, ali ne i aktivacija proteina (Helmann 2014).



Enzimi su izrazito selektivni za pojedine metalne ione. U enzimima koji sudjeluju u redoks
reakcijama selektivnost ovisi i o redukcijskom potencijalu koji je razli¢it za svaki metalni ion. Kod
enzima koji ne provode redoks reakcije upravo je geometrija vezanja odgovorna za promjenu
konformacije i aktivaciju samog enzima. Transporteri na povrsini stanice nisu toliko specifi¢ni kao
enzimi u stanici te su Gesto uzrok poremeéaja homeostaze. Zeljezo, bakar, mangan i cink su
dvovalentni prijelazni metali bez posebnosti u obliku koji mogu tolerirati slicne geometrije vezanja.
To je dovoljno da bi se aktivirao odredeni transporter i doveo do prekomjernog unosa pojedinog
metalnog iona (Imlay 2015). Stanica se prilagodila na ovakav nacin unosa metalnih iona te su se

razvili sustavi za izbacivanje metalnih iona iz stanice (Begg 2019).

Osim §to su nuzni za odrzavanje normalnih metabolickih puteva, ioni prijelaznih metala
sudjeluju u interakciji izmedu patogena i domacina te su odgovorni za virulentnost bakterije.
Ograni¢avanje dostupnosti metalnih iona jedan je od nadina kojim se domacin bori protiv
kolonizacije bakterija. Taj mehanizam jo$ se naziva nutritivni imunitet (engl. nutritional immunity)
(Begg 2019). Brojne studije identificirale su S100 obitelj proteina kao kelatore metalnih iona koji
se natjecu s bakterijom za metalne ione inhibiraju¢i njihov rast. Prepoznati proteini u sklopu obitelji
proteina S100 su kalprotektin, psoriazin i kalgranulin C. Neutrofili otpuStaju kalprotektin kao
odgovor na infekciju bakterijom Staphylococcus aureus koji limitira dostupnost dvovalentnih iona.
Neutrofili takoder otpustaju kalgranulin C koji veZe ione cinka i bakra. Psoriazin veZe ione cinka 1
sprjecava rast bakterija na kozi covjeka. Uz proteine iz obitelji S100 djeluju i laktoferin i transferin
koji veZzu ione Zeljeza kao 1 hemopeksin 1 haptoglobin koji skupljaju hem i hemoglobin smanjujuci

dostupnost iona zeljeza (Price 1 Boyd 2020).

Ioni prijelaznih metala ne obnaSaju iste funkcije u stanici. U centralnim metabolickim
procesima najvise sudjeluju ioni Zeljeza, kojeg u uvjetima povecanog oksidacijskog stresa mogu
zamijeniti ioni mangana (Helmann 2014). Velika potreba za ionima zeljeza vjerojatno je rezultat
uvjeta zivota na Zemlji prilikom razvoja prvog oblika zivota. Anoksican svijet bio je bogat ionima
zeljeza koji su s lako¢om sudjelovali u redoks reakcijama i reakcijama na povrSini stanice. S
vremenom su se ioni zeljeza uklopili u enzime omoguéivsi razvoj biokemijskih procesa i
metabolickih puteva. Uz ione zeljeza, anoksican svijet sadrzavao je veliku koli¢inu reduciranog
sumpora koji je s ionima bakra i drugim metalima stvarao netopive minerale. Razvoj fotosustava

Il doveo je do generiranja kisika koji se prvo vezao za ione zeljeza i sumporne molekule, a zatim



se akumulirao u atmosferi. Ioni Zeljeza postali su tesko dostupni $to stvara veliki problem
organizmima danas (Imlay 2015). Neke bakterije kao §to su bakterije roda Lactobacillus i spiroheta
Borrelia burgdorferi u potpunosti su zamijenile ione zeljeza ionima mangana u metaboli¢ki vaznim
putevima (Helmann 2014). Pored njih, patogene bakterije takoder zahtijevaju prisutnost iona
mangana za virulentnost, a neke bakterije poput Escherichia coli mogu koristiti ione mangana u
nedostatku iona zeljeza sintetiziraju¢i izozime vaznih metabolickih enzima. Pojava kisika
oslobodila je ione bakra koji se danas koriste kao kofaktori nekolicine enzima. S obzirom da se
ioni cinka mogu pronaci u aerobnim i anaerobnim organizmima, smatra se da je oduvijek bio

dostupan stanicama (Imlay 2015).

1.2.1. Homeostaza iona Zeljeza

Glavni regulator homeostaze iona Zeljeza je protein Fur (engl. ferric uptake regulator).
Clanovi obitelji proteina Fur funkcioniraju kao homodimeri, a svaka podjedinica gradena je od N-
terminalne DNA vezujuée domene i C-terminalne dimerizacijske domene. Svaka podjedinica
sadrzi dva vezna mjesta za metalne ione. Vezno mjesto smjesteno izmedu dviju podjedinica sluzi
za osjeCanje koncentracije iona Zeljeza i aktivaciju regulatora. Vezanje iona Zeljeza uzrokuje
konformacijsku promjenu pri ¢emu se DNA vezuju¢e domene pomicu u poziciju kompatibilnu za
vezanje DNA. Strukturno vezno mjesto veze ion cinka ¢ime pokreée smatanje proteina i

dimerizaciju (Price i Boyd 2020).

U stanju povecane koncentracije iona Zeljeza u stanici protein Fur veZe ion Zeljeza u aktivno
mjesto i zauzima aktivnu konformaciju. Aktivirani protein Fur veze konzerviranu sekvencu DNA,
Fur kutiju, unutar promotorske regije ciljanih gena i inhibira njihovu transkripciju. Vezani protein
Fur Cesto preklapa mjesto inicijacije transkripcije na poziciji -35 i/ili -10 ¢ime sprjecava vezanje
RNA polimeraze (Price i Boyd 2020). Geni inhibirani proteinom Fur su sustavi za unos iona Zeljeza
u stanicu te sustavi za nabavu Zeljeza iz okolisa (Helmann 2014). Protein Fur moze djelovati i kao
aktivator transkripcije gena koji poti¢u skladistenje iona Zeljeza u stanici. loni zeljeza se u stanici
nalaze u sklopu raznih enzima i klastera sa sumporom. Klasteri zeljeza i sumpora sluze kao
kofaktori brojnim redoks enzimima, ali mogu djelovati i u neredoks reakcijama tako $to vezu i

aktiviraju supstrat ili stabiliziraju samu strukturu proteina. Samo neki od metaboli¢ki vaznih



enzima koji koriste ione Zeljeza su NADH dehidrogenaza |, akonitaza, endonukleaza IllI,

superoksid dismutaza, ribonukleotid reduktaza itd. (Imlay 2015).

U stanju smanjene koncentracije iona Zeljeza u stanici protein Fur otpusta ione Zzeljeza i
deaktivira se §to omogucava transkripciju gena za nabavu i unos iona zeljeza u stanicu (Imlay
2015). Nabava iona Zeljeza iz okolisa vrsi se preko siderofora, malih molekula koje otapaju
zeljezo(I11) 1 dostavljaju ga stanici. Jedan od poznatijih siderofora patogenih enterobakterija je
enterobaktin, a neke bakterije poput Salmonella typhimurium i Bacillus anthracis razvile su
derivate enterobaktina kojima su izbjegli obrambene mehanizme domacina. Odredene patogene
bakterije ne ovise o sideroforima ve¢ nabavljaju ione zeljeza iz drugih izvora. Bakterije iz roda
Neisseria sadrze visoko afinitetne receptore na povrsini stanice koji pronalaze laktoferin i
transferin, dok bakterija Staphylococcus aureus ima razvijen sustav Isd koji uzima ione Zeljeza
direktno iz hema (Begg 2019). Ukoliko je okoli§ siromaSan Zeljezom, bakterija se dalje prilagodava
na njegov deficit. Budu¢i da enzimi Krebsovog ciklusa koriste ione zeljeza, bakterije prelaze na
fermentaciju kao osnovni izvor energije. U bakterijama E. coli i B. subtilis pronadene su male RNA
(SRNA) koje u uvjetima niske koncentracije iona Zeljeza blokiraju translaciju enzima koji koriste
ione Zeljeza u korist izozima koji o njemu ne ovise. Jedan takav izozim je NADH dehidrogenaza
Il koja je manje efikasna od NADH dehidrogenaze |, ali ne ovisi 0 ionima zeljeza. Slican
mehanizam pronaden je u bakteriji Coryneabacteria diphteriae gdje protein RipA represira

funkciju proteina koji koriste ione Zeljeza (Imlay 2015).

Neke bakterije, poput E. coli, mogu zamijeniti ione zeljeza manganovim(l1) ionima u klju¢nim
metaboli¢kim putevima. loni mangana ne mogu direktno zamijeniti ione Zeljeza u redoks enzimima
jer su oni konfigurirani da uravnotezuju redukcijski potencijal Zeljeza. Umjesto toga, stanica
proizvodi izozime Kkoje aktiviraju ioni mangana, npr. mangan specifi¢éna superoksid dismutaza i
ribonukleotid reduktaza. U prisutnosti iona zeljeza aktivirani protein Fur represira transkripciju
gena izozima Kkoji koriste ione mangana sto ukazuje da postoji interferencija izmedu sustava za
odrzavanje homeostaze iona mangana i homeostaze iona zeljeza. Pored toga, aktivan protein Fur

inhibira ekspresiju glavnog transportera manganovih iona, MntH (Imlay 2015).

Homeostaza iona Zeljeza izrazito je vazna u zastiti od oksidativnog stresa. Naime, slobodni
ioni zeljeza(ll) reagiraju s vodikovim peroksidom u Fentonovoj reakciji pri ¢emu nastaje

zeljezo(III) 1 hidroksilni radikal. Hidroksilni radikal izrazito je reaktivan. lako reagira s ve¢inom



bioloskih makromolekula, najveca Steta nastaje u reakciji s DNA gdje stvara mutacije (Imlay
2015). Pored iona zeljeza, vazno je odrzavati homeostazu vodikova peroksida koji je normalan
produkt aerobnog metabolizma prokariota (Virgile i sur. 2018). Vodikov peroksid ima tendenciju
izvlaciti ione Zeljeza iz spremisnih klastera zeljeza i sumpora, ali i proteina koji ga koriste ¢ime se
dodatno poti¢e Fentonova reakcija. Jedan od proteina iz kojeg izvlac¢i ione Zeljeza je Fur Sto
rezultira unosom i povecanjem koncentracije slobodnih iona zeljeza(Il) u stanici koji stupaju u

Fentonovu reakciju i dodatno ostecuju stanicu (Imlay 2015).

Mehanizam obrane stanice od oksidativnog stresa ukljucuje sintezu transkripcijskog faktora
OxyR koji osjeca koncentraciju vodikova peroksida i inducira sintezu proteina Fur, kompenzirajuci
za smanjenu okupaciju metalom (Imlay 2015). Protein OxyR inducira ekspresiju proteina sli¢nih
feritinu, Dps i MrgA, koji vezu i skladiste viSak iona Zeljeza u stanici (Helmann 2014, Imlay 2015).
U bakteriji S. aureus nalazi se senzor peroksida PerR koji regulira gene za inducibilnu zastitu od
vodikova peroksida. Protein PerR moze vezati ili ione zeljeza ili ione mangana za aktivaciju nakon
koje disocira s DNA. Pod regulacijom proteina PerR nalaze se geni ukljuéeni u metabolizam
reaktivnih oblika kisika te geni za regulaciju i skladiStenje iona zeljeza npr. fur. Gen fur represiran
je samo kad je protein PerR vezan za ione mangana jer tako omogucava unos iona zeljeza u stanicu
(Price i Boyd 2020). U tom slu¢aju PerR funkcionira kao senzor omjera iona zeljeza i mangana u

stanici (Helmann 2014, Price i Boyd 2020).

1.2.2. Homeostaza iona cinka

Glavni regulator homeostaze iona cinka je protein Zur (Price i Boyd 2020), ¢lan obitelji
proteina Fur (Helmann 2014). Protein Zur takoder funkcionira kao homodimer te sadrzi tri vezna
mjesta za ione cinka, dva regulatorna 1 jedno strukturno. Regulatorna vezna mjesta imaju razliciti
afinitet za ione cinka §to omogucéava proteinu Zur da djeluje kao pufer cinka pri maloj
koncentraciji, a pri vecoj koncentraciji Stiti stanicu od pogresnog vezanja za nesrodne proteine
(Price 1 Boyd 2020). S obzirom da su ioni cinka u prirodi lako dostupni, ve¢i problem za bakterije
predstavlja njihov prekomjeran unos u citoplazmu. Unos iona cinka u stanicu odvija se pasivnim
putem preko porina i aktivnim putem pomocu protonske ili ATP pumpe. Uz to, ioni cinka ulaze u

stanicu preko manganskog transportera MntH koji je slabo specifi¢an (Imlay 2015).



Kako bi odrzale adekvatnu koncentraciju iona cinka u stanici, bakterije su razvile brojne
prilagodbe. Aktivira se protein Zur koji sprjeava transkripciju gena za importere iona cinka ¢ime
se smanjuje njihov aktivan unos. Dodatno se potice sinteza protonskih i ATP ovisnih eksportera
iona cinka iz citoplazme u periplazmu. Protein Zur potice transkripciju proteina ZirT koji je
zaduzen za akumulaciju iona cinka u periplazmi. Bakterije sadrze dodatne sustave koji reagiraju
na povecanu koncentraciju iona cinka izvan stanice. Sustav ZraSR osjec¢a koncentraciju cinka u
okoli$u i poti¢e sintezu periplazmatskog proteina ZraP koji djeluje kao pufer i Saperon. Drugi
sustav, BaeSR, aktivira sintezu proteina za eksport iona cinka iz citoplazme u periplazmu i eksport
cinkovih kompleksa u okoliS. Vec¢ina enzima koji koriste ione cinka za svoju funkciju nalaze se u
periplazmi, dok se enzimi koji koriste ione zeljeza ili ione mangana nalaze u citoplazmi. Bakterije
su na taj nacin stvorile dodatnu zastitu od pogresnog vezanja iona cinka u nesrodne proteine (Imlay

2015).

loni cinka odgovorni su i za virulenciju brojnih bakterija. Kod bakterije S. aureus aktivni
proteini Zur i Fur poticu transkripciju gena za sintezu i transport stafilopina. Tijekom infekcije,
stafilopini skupljaju razne dvovalentne metalne ione, a time i ione Zeljeza i cinka, iz stanica
domacina (Price i Boyd 2020) ¢ime su u direktnoj kompeticiji s kalprotektinom domacina (Begg
2019). Kalprotektin poti¢e bakteriju na gladovanje uzrokovano nedostatkom dvovalentnih
metalnih iona (Price i Boyd 2020). U nedostatku iona cinka poti¢e se sinteza homologa
ribosomalnih podjedinica L31 i L36 koji su neovisni o ionima cinka. S obzirom da ioni cinka
djeluju kao kofaktori esencijalnim proteinima kao $to je RNA polimeraza, u njihovom nedostatku

zaustavlja se i rast bakterija (Imlay 2015).

Intoksikacija ionima cinka drugi je mehanizam kojim se stanice domacina bore protiv
patogenih bakterija. Prema Irving-Williams seriji, ioni cinka se uz ione bakra najjace vezu za
ligande. Stovise, u nesvojstvenim proteinima vezu se s veéim afinitetom nego njihovi svojstveni
metali (Begg 2019). Na taj nacin ioni cinka ometaju funkciju esencijalnih enzima nuznih za rast 1
razvoj bakterije. Pored toga, ioni cinka mogu se vezati u aktivno mjesto regulatornih proteina, npr.
proteina Fur, ¢ime remete homeostazu drugih metalnih iona. Intoksikacija ionima cinka potice
oksidativni stres u stanici. loni cinka veZu se za sumpor unutar klastera sumpora 1 Zeljeza,
oslobadajuci ione zeljeza u stanici. Slobodni ioni zeljeza zatim ulaze u Fentonovu reakciju

oslobadaju¢i hidroksilne radikale. Ranije je spomenuto da vodikov peroksid potice disocijaciju



iona zeljeza iz svojstvenih proteina. Kod kroni¢nog oksidativnog stresa cinkovi ioni ulaze u
interakciju s takvim proteinima inhibiraju¢i njihovu funkciju. Jedan od tih proteina je i sam
regulator Fur koji ne moze obavljati svoju funkciju te se koncentracija iona zeljeza u stanici
dodatno povecava (Imlay 2015). ZabiljeZeno je da ioni cinka mogu ireverzibilno vezati i inhibirati
funkciju izvanstani¢nih proteina MntA, SitA 1 PsaA, ¢ija je uloga sakupljanje iona mangana iz
okolisa. Smanjena koncentracija iona mangana u stanici povecava njenu osjetljivost na oksidativni

stres zbog nemogucénosti aktivacije izozima (Begg 2019).

1.2.3. Homeostaza iona bakra

Za razliku od ostalih prijelaznih metala, bakrovi(ll) ioni aktiviraju samo nekolicinu
periplazmatskih i membranskih proteina. To ukljucuje proteine monoamin oksidazu, superoksid
dismutazu, citokrom oksidazu i plastocijanine koji sudjeluju u prijenosu elektrona i reakcijama
oksidacije. Jednovalentni bakar izrazito je reaktivan u ¢emu lezi njegova toksi¢nost. Moze
sudjelovati kao supstrat u Fentonovoj reakciji generirajuci hidroksilni radikal koji stvara oSte¢enja
na DNA, proteinima i lipidima. Pored toga, izrazito ¢vrsto veze sumpor §to dovodi do oksidacije
proteinskih tiola, ali i destabilizacije klastera Zeljeza i sumpora. Bakar(I) tako ometa sve
metabolicke puteve koji se oslanjaju na klastere Zeljeza i sumpora. Dvovalentni bakar je manje
reaktivan, ali se moZe vezati u vezna mjesta nesvojstvenih proteina onemogucavajuci njegovu

aktivaciju i funkciju (Imlay 2015, Begg 2019).

Ioni bakra najceSce ulaze u stanicu nespecifiénim unosom preko porina (Begg 2019) ili
preko manje specifi¢nih transportera za unos jedno- i dvovalentnih iona (Imlay 2015). Prilikom
ulaska u stanicu dolazi do redukcije bakra(ll) u bakar(l) preko tiola male molekulske mase (Price
1 Boyd 2020) koji onda lakSe prolazi kroz citoplazmatsku membranu (Imlay 2015). Kako bi se
odrzala homeostaza iona bakra, razvijeni su sustavi za eksport iona bakra iz citoplazme u
periplazmu (Imlay 2015) te iz periplazme u okoli§ (Begg 2019). Glavni eksporter kod veéine
bakterija je CopA, ATP ovisna pumpa koja je pod kontrolom transkripcijskih regulatora (Imlay
2015, Beg 2019). Mnoge bakterije sadrze dodatne sustave za eksport iona bakra npr. sustav
CusCFBA. Sustav se sastoji od malog proteina CusF koji veze viSak iona bakra u periplazmi i

membranskog sustava CusCBA koji ga iznosi iz citoplazme u periplazmu odnosno iz periplazme
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u okolis. Sustav CusCFBA djeluje u paru sa senzorima koncentracije iona bakra, sustavom CusSR,
smjeStenom na citoplazmatskoj membrani (Imlay 2015). Kod nekih bakterija otkriveni su
lipoproteini na povrSini stanice koje vezu slobodan bakar(I) iz okolisa i sprje¢avaju njihov unos u

stanicu (Price i Boyd 2020).

Brojni eksporteri i senzori iona bakra nalaze se pod kontrolom transkripcijskih regulatora,
CueR u bakteriji E. coli i CsoR u bakterijama S. aureus i M. tuberculosis (Imlay 2015, Begg 2019,
Price i Boyd 2020). Pri vecoj koncentraciji transkripcijski regulatori vezu bakrove(Il) ione u vezno
mjesto i zauzimaju aktivnu formu koja potice sintezu sustava za eksport iona bakra (Imlay 2015).
Aktivirani transkripcijski regulator potice i sintezu periplazmatskog enzima CueO koji oksidira
bakar(I) onemogucavajuéi njegov ulazak u citoplazmu (Imlay 2015, Begg 2019). Zbog svoje
toksicnosti, ioni bakra u citoplazmi nisu slobodni, ve¢ su vezani za pufere npr. CopZ (Price i Boyd
2020) ili za slobodne tiole (cistein, glutation) i amine (histidin, poliamin). U periplazmi ioni bakra
ne dolaze u doticaj s klasterima zeljeza i sumpora niti s enzimima koji vezu ione zeljeza ili mangana

Sto predstavlja idealno mjesto za njegovo skladistenje (Imlay 2015).

1.2.4. Homeostaza iona mangana

Glavni regulator homeostaze mangana je protein MntR (engl. Manganese transport regulator)
(Lee isur. 2019) koji djeluje kao inhibitor ekspresije gena za transportere mangana u stanicu (Price
i Boyd 2020). Glavni transporter iona mangana je protonska pumpa MntH. Transporter MntH slabo
je selektivan za ione mangana zbog ¢ega Cesto propusta ione drugih dvovalentnih kationa, posebice
ione cinka, bakra i kadmija. Toni kadmija sli¢ne su veli¢ine kao ioni mangana zbog ¢ega moze
aktivirati regulator MntR i inhibirati transkripciju gena. Rezultat toga je smanjen unos iona
mangana i zaustavljanje vitalnih funkcija stanice (Helmann 2014). Drugi sustav za unos iona
mangana koji je takoder pod kontrolom proteina MntR je ATP ovisna pumpe. Ne postoji jedinstven
naziv za pumpu pa se tako moze na¢i pod nazivom MntABCD u bakteriji B. subtilis (Helmann
2014, Lee 2019), SitABC u bakteriji S. typhimurim itd. (Imlay 2015). U uvjetima visoke
koncentracije iona mangana u stanici protein MntR djeluje i kao aktivator transkripcije gena za

eksportere iona mangana. Ti transporteri takoder nemaju jedinstveni naziv te se mogu naci pod
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imenima MntX (Neisseria meningitidis), MntE (S. aureus, B. subtilis) (Helmann 2014) i MntP (E.
coli) (Imlay 2015).

U uvjetima niske koncentracije iona mangana u stanici, MntR disocira s kontroliranih gena i
omogucava transkripciju importera mangana. Uz gen mntABC kotranskribira se i mala
nekodiraju¢a RNA, RsaC. Njena uloga je inhibicija translacije superoksid dismutaze A koja kao
kofaktor koristi ione mangana. U takvim uvjetima preferira se koristenje superoksid dismutaze M
koja veze ione zeljeza. RsaC takoder sprjeCava transkripciju enzima nuznih za sintezu klastera
zeljeza 1 sumpora. To je jos jedan mehanizam kojim bakterija regulira omjer iona Zeljeza i mangana
u stanici. Pored toga, RsaC djeluje i na homeostazu iona cinka jer zaustavlja sintezu regulatora Zur
te proteina odgovornih za transport iona cinka, ZnuB i ZnuC (Price i Boyd 2020).

Potreba za manganovim ionima razlikuje se od vrste do vrste. Kao §to je prethodno spomenuto,
bakterije iz roda Lactobacillus te bakterija Borrelia burgdorferi u potpunosti su zamijenile zeljezo
manganom (Helmann 2014), dok neke bakterije, kao §to je E. coli, koriste ione mangana u slu¢aju
oksidativnog stresa (Imlay 2015). Ipak, postoje bakterije kojima su ioni mangana vitalni za Zivot
kao $to je B. subtilis i S. aureus. Mangan(II) je kofaktor ¢ak dva enzima glikolitickog puta bakterije
B. subtilis, ribonukleotid reduktaze i fosfoglicerat reduktaze. Bakterija Bacillus japonicum ione
mangana koristi kao kofaktor piruvat kinazi (Helmann 2014), dok su bakteriji S. aureus ioni

mangana esencijalni za funkciju superoksid dismutaze (Begg 2019).

Kod bakterija koje koriste i ione zeljeza i ione mangana mehanizmi regulacije homeostaze tih
metalnih iona su isprepleteni. Protein PerR, koji je opisan ranije u poglavlju, jedan je od proteina
koji regulira omjer tih metalnih iona (Helmann 2014, Price i Boyd 2020). Protein Fur drugi je
regulator omjera iona zeljeza 1 mangana. Naime, kad u stanici ima dovoljno iona Zeljeza aktivira
se protein Fur koji inhibira ekspresiju transportera MntH i SitABC. U bakteriji E. coli protein Fur
dodatno inhibira ekspresiju superoksid dismutaze ovisne o manganu i ribonukleotid reduktaze
ovisne o manganu (Imlay 2015). Istu funkciju ne obnasa u bakterijama B. subtilis i S. aureus zato
Sto je mangan ovisna superoksid dismutaza dominantna (Begg 2019). U uvjetima manjka iona
zeljeza sintetiziraju se importeri iona mangana i pojedini izozimi koji omogucavaju prezivljenje

bakterije (Imlay 2015).
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1.3. Regulator transporta mangana

Regulator transporta mangana (MntR) je transkripcijski regulator koji kontrolira gene
ukljucene u prijenos manganovih(Il) iona kod bakterija. Dio je obitelji proteina DtxR/IdeR ¢ija je
uloga odrzavanje homeostaze metalnih iona. Protein MntR selektivno reagira na koncentraciju
vecih iona kao §to su manganovi(Il) ili kadmijevi(Il) ioni pri ¢emu mijenja konformaciju i prelazi
u aktivan oblik. Aktivirani protein MntR inhibira transkripciju gena mntABCD i mntH odgovornih
za unos manganovih(Il) iona u stanicu, ali i aktivira gene mneP i mneS zaduzene za eksport
manganovih(Il) iona iz stanice (Lee i sur. 2019). Protein MntR veZe se na specificnu sekvencu (5'-
TTTGCCTTAAGGAAAC-3") (Lieser i sur. 2003) poznatiju kao MntR kutija koja je smjeStena u
promotorskoj regiji ciljanih gena. Vezanjem proteina MntR na MntR kutiju onemogucéeno je

vezanje RNA polimeraze te je zaustavljena transkripcija (Price i Boyd 2020).

Proteini iz obitelji DtxR/IdeR funkcioniraju kao homodimeri, a svaki monomer graden je od
tri domene: N-terminalne DNA vezuju¢e domene, dimerizacijske domene i C-terminalne SH3
slicne domene. Svaki monomer sadrZi dva vezna mjesta za ione metala. Primarno vezno mjesto
smjesteno je izmedu DNA vezujuce i1 dimerizacijske domene, dok je sekundarno vezno mjesto
smjesteno izmedu dimerizacijske i SH3 sli¢éne domene. Protein MntR iz bakterije H. halodurans
takoder funkcionira kao homodimer, ali za razliku od proteina DtxR/IdeR ne sadrzi SH3 sli¢nu
domenu na C-kraju niti sekundarno vezno mjesto za ione mangana(ll) (Slika 1). Svaki lanac

proteina MntR iz bakterije H. halodurans sadrzi 139 aminokiselina (Lee i sur. 2019).
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Slika 1. Domene proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans s vezanim
manganovim(Il) ionima u primarnom veznom mjestu prikazanim kao kuglice. DNA vezujuca
domena prikazana je crvenom, a dimerizacijska domena plavom bojom. Struktura je prikazana u

programu VMD.

1.3.1. N-terminalna DNA vezuju¢a domena

N-terminalna domena proteina MntR iz bakterije H. halodurans obuhva¢a aminokiseline 1-71
koje stvaraju krilni HTH motiv (engl. winged helix — turn — helix motif ili wHTH) (Lee i sur.
2019). Osnovni HTH motiv graden je od tri a zavojnice koje zajedno €ine desno zavijeni snop
djelomic¢no otvorene konfiguracije (Slika 2). Motiv najc¢es¢e zauzima oblik trokuta pri ¢emu je o3
zavojnica smjestena horizontalno i prema van. Upravo je a3 zavojnica zasluzna za prepoznavanje
i vezanje molekule DNA sto se ostvaruje unutar velikog utora DNA molekule (Aravind i sur. 2005).
U interakciju s DNA ulaze pozitivno nabijene aminokiseline. Pretpostavlja se da su za te interakcije
kod bakterije H. halodurans odgovorne pozitivno nabijene aminokiseline (Lys41, Lys45 i Lys48)
unutar a3 zavojnice (Lee i sur. 2019).
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Slika 2. Krilni HTH motiv u DNA vezuju¢oj domeni proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans s oznacenim sekundarnim strukturama. DNA vezuju¢a domena

prikazana je u programu VMD.

Motiv HTH sadrzZi dodatne karakteristike koje ga definiraju. Jedna od njih je oStar zavoj
izmedu druge i trece o zavojnice koji je netolerantan prema insercijama ili distorzijama. Unutar
zavoja moze se naéi uzorak ,,shs* pri cemu slovo ,,s* oznacava malu aminokiselinu, najéesée glicin,
a slovo ,,h* hidrofobnu aminokiselinu. Unutar druge o zavojnice nalazi se drugi karakteristi¢an
uzorak ,,phs* gdje slovo ,,p“ predstavlja aminokiselinu s nabojem, najéesc¢e glutamat. Hidrofobne
aminokiseline iz uzoraka ,,shs“ 1 ,,phs* te jo§ barem dvije hidrofobne aminokiseline unutar motiva
HTH stvaraju hidrofobne interakcije kojima stabiliziraju N-terminalnu domenu (Aravind i sur.
2005).

Buduc¢i da osnovni motiv HTH sadrZi rascjep izmedu prve i trece a zavojnice, evolucijski su
se razvile dodatne strukture koje su ga smanjile. Jedna takva struktura je p ukosnica smjeStena na
C-kraju motiva HTH i zajedno s njim ¢ini krilni HTH motiv (Slika 2). Osim §to zatvara
konfiguraciju motiva HTH i dodatno ga stabilizira, sudjeluje u interakciji s molekulom DNA preko
pozitivno nabijenih aminokiselina. Motiv WHTH nalazi se u velikom broju transkripcijskih faktora

prokariota, ali 1 kod nekih eukariotiskih DNA vezuju¢ih domena (Aravind 1 sur. 2005).
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1.3.2. Binuklearno vezno mjesto manganovih(ll) iona (binuklearni metalni centar)

Izmedu N-terminalne i C-terminalne domene proteina MntR iz bakterije H. halodurans nalazi
se binuklearno vezno mjesto manganovih(Il) iona. U vezanju manganovih(II) iona sudjeluje Sest
aminokiselina. Tri aminokiseline (His77, Glu102 i His103) konzervirane su unutar obitelji proteina
IdeR/MntR, dvije aminokiseline (Asp8 i Glu99) konzervirane su unutar obitelji proteina MntR,
dok se aminokiselina Glul1 specifi¢no nalazi u proteinu MntR iz bakterija B. subtilis i E. coli (Lee
i sur. 2019).

Ovisno o tome koje aminokiseline koordiniraju drugi manganov(Il) ion te o udaljenosti izmedu
dva iona, protein moze zauzeti AB ili AC konformaciju. U konformaciji AB drugi manganov(ll)
ion koordiniran je aminokiselina Asp8, Glull, Glul02 1 Hisl03, a udaljenost izmedu
manganovih(II) iona iznosi 3,3 A. Kod AC konformacije drugi manganov(ll) ion koordiniran je
aminokiselinama Asp8, Glu99, Glu102 i His103, a udaljenost iona iznosi 4,4 A. Protein MntR iz
bakterije H. halodurans zauzima AC konformaciju s udaljenosti izmedu manganovih(ll) iona od
4,5 A (Lee i sur. 2019).

Geometrija vezanja metalnih iona u vezno mjesto odgovorna je za specifi¢nost reakcije na
manganove(l1) ione. Manji metalni ioni (Fe?*, Co?*, Zn?*) mogu se vezati u protein MntR, ali zbog
svoje veli¢ine ne okupiraju u potpunosti vezno mjesto. Uz to, veze se samo jedan metalni ion
stvaraju¢éi mononuklearni kompleks slabe ili nikakve aktivnosti. Mehanizam vezanja
manganovih(II) iona jo§ uvijek nije poznat, ali je uocena jedna strukturna razlika izmedu veznog
mjesta s dva manganova(ll) iona i s jednim magnezijevim ionom. Kada su vezana dva
manganova(ll) iona aminokiselina His77 stvara vodikovu vezu direktno s Glu81, dok je kod
vezanog magnezijevog iona ta vodikova veza ostvarena preko molekule vode. Uz to, kod vezanog
magnezijevog iona, His77 dodatno je stabiliziran n-n interakcijom s Tyr57. Pretpostavlja se da su
te dvije interakcije odgovorne za prisutnost pogreSnog rotamera His77 koji onemogucéava vezanje
drugog metalnog iona te da je promjena rotamera His77 inicijator vezanja metalnih iona (Lee i sur.
2019).
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1.3.3. C-terminalna dimerizacijska domena

C-terminalna domena proteina MntR iz bakterije H. halodurans ukljuéuje aminokiseline
72-139 koje stvaraju Cetiri a zavojnice (Slika 3). Prva a zavojnica (04) sluzi kao spojnica dviju
domena, dok ostale imaju funkciju u dimerizaciji. Povezivanje lanaca postize se hidrofobnim
interakcijama u kojima sudjeluju bo¢ni ogranci 14 hidrofobnih aminokiselina (Phe83, 11e87, Gly88,
Val89, Gly100, 1le101, Leul05, Alal09, lle113, Leull6, Tyrl19, Phel20, Leul30 i Vall33) i
vodikovim vezama (Tablica 1) koji zajedno stabiliziraju dimerizacijsku domenu. Dimerizacijska

domena ne ovisi znacajno o povezanosti manganovih(Il) iona (Lee i sur. 2019).

Slika 3. Dimerizacijska domena proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans s

oznac¢enim sekundarnim strukturama. Dimerizacijska domena prikzana je u programu VMD.

17



Tablica 1. Vodikove veze unutar C-terminalne dimerizacijske domene proteina MntR iz bakterije

Halalkalibacterium halodurans.

Prva aminokiselina Druga aminokiselina
Asp90 N Asp108 052
Asp97 031 Ser106 N
Asp97 052 Ser106 Oy
Tyr119 On Tyr119 On
Glul22 O¢l Lys136 NC
Aspl15 Od1 Asnl137 No2
GInl118 Oel Asnl137 No2

Istrazivanja napravljena na proteinu MntR iz bakterije B. subtilis pokazala su da se a4
zavojnica giba poput Sarke sa centralnom tockom izmedu 72. i 75. aminokiseline. Gibanje je
prisutno neovisno o manganovim(II) ionima, ali se otklon zna¢ajno razlikuje. U strukturi koja nema
vezane manganove(Il) ione (apo struktura) otklon moze iznositi do 36 °, dok u strukturi s vezanim
manganovim(Il) ionima (holo struktura) iznosi maksimalno 4 °. Razlika u otklonu ocitava se u
udaljenosti DNA vezujué¢ih domena koja je znatno veéa u apo strukturi (3,5 A) nego u holo strukturi
(1,8 A). Vezanje manganovih(I) iona stabilizira DNA vezujuée domene, smanjuje njihovu
pokretljivost prema van i tako omogucava vezanje proteina na DNA. Osim navedenih razlika nema
znacajnijih strukturnih razlika izmedu apo i holo strukture proteina MntR iz bakterije B. subtilis
(DeWitt i sur. 2007).
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1.4. Racunalne simulacije bioloSkih sustava

Molekulska dinamika (MD) je racunalna metoda koja simulira gibanje atoma molekulskog
sustava u prostoru kroz odredeni vremenski period (Hollingsworth i Dror 2018). Simulacije se
sastoje od numerickih rjeSenja Newtonovih jednadzba gibanja (Allen 2004) gdje se atomima,
uslijed djelovanja sila i kineticke energije, dodaje ubrzanje koje ih pokreée kroz prostor. Pri tome,
gibanje atoma u molekuli nije medusobno neovisno. Rezultat simulacije MD je trajektorija tj.
trodimenzionalni film koji opisuje konfiguraciju molekulskog sustava kroz vrijeme. Uvjet za
koriStenje ove metode je poznavanje pocetnog polozaja atoma u molekuli koji se odreduje
eksperimentalnim metodama poput kristalografije, krio-elektronske mikroskopije (krio-EM) ili

nuklearne magnetske rezonancije (NMR) (Hollingsworth i Dror 2018).

Prve simulacije MD provedene su nad plemenitim plinovima kasnih 1950-ih godina, a 20
godina kasnije simuliran je prvi protein. Posljednje desetlje¢e metoda MD dobiva na popularnosti
te se sve viSe moze naci u istrazivackim radovima iz podruc¢ja molekularne i strukturne biologije.
Svoju popularnost metoda MD stekla je zahvaljuju¢i razvoju racunalne tehnologije. Naime, razvoj
graficke procesorske jedinice (GPU) omogucio je lokalno provodenje simulacija MD umjesto na
superracunalima. Uz nadogradnju hardvera, razvijali su se i softveri za provedbu simulacija MD.
Softveri su postali pouzdaniji, jednostavniji za kori$tenje od strane nestru¢njaka uz bolju tehnicku
podrsku proizvodaca. Osim racunalnih tehnologija, poboljSale su se i eksperimentalne metode
poput kristalografije i krio-EM. To je dovelo do otkri¢a brojnih novih struktura koje sluze kao
pocetna tocka simulacija MD (Hollingsworth 1 Dror 2018). U sadaSnjem trenutku, program
Alphafold (Jumper i sur. 2021) predstavlja izvrstan izvor pocetnih struktura za pripremu i provedbu

MD simulacija.

Uloga simulacija MD usko je povezana s eksperimentima (Allen 2004). Osnovna upotreba
simulacija je proucavanje strukturnih i dinamickih svojstava bioloskih makromolekula. Naime,
strukture dobivene kristalografijom i krio-EM stati¢ni su prikaz bioloske makromolekule pri
nefizioloskoj temperaturi. Metodom MD stati¢noj strukturi dodaje se medij pri odgovarajucoj
temperaturi zbog ¢ega se ona relaksira 1 dolazi u prirodno stanje gdje se ostvaruju njena dinamicka
I strukturna svojstva. Osim strukture, odreduju se i dinamicka svojstva molekula otapala i
otopljenih iona soli koji su neophodni za proteinsku funkciju i vezanje liganda. Uloga otapala samo

je jedno od molekulskih svojstava koji se mogu proucavati simulacijama MD. Metodom MD
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istrazuju se vazni bioloski procesi poput konformacijskih promjena, vezanje liganda, smatanje
proteina, prijenos molekula preko membrane itd. (Hollingsworth i Dror 2018). Dobiveni zakljucci
mogu dodatno interpretirati postoje¢e rezultate ili posluziti kao pocetna tocka novim

eksperimentima (Allen 2004).

Eksperimentalno odredene strukture mogu se dodatno doraditi metodom MD. Simulacijama
se mogu ukloniti artefakti nastali kao posljedica kristalizacije, nadopuniti strukture kojima zbog
loSe rezolucije nedostaju atomi, odrediti ispravna pozicija liganda iz kolekcije mogucih, generirati
nekoliko konformacija iz podataka NMR itd. Cilj navedenih postupaka je ispravak nedostatak
eksperimentalnih metoda. Na strukturama se osim ispravak mogu vrsiti i modifikacije. U
modifikacije ubrajaju se mutacije aminokiselina, dodavanje posttranslacijskih skupina, promjena
protonacijskog stanja te zamjena, micanje ili dodavanje liganda. Upravo zbog toga je mocan alat u
farmaceutskoj industriji gdje se koristi za predvidanje bioloski aktivnih spojeva u sintezi lijekova.
Simulacije djeluju kao brz i relativno jeftin filter potencijalnih kandidata, a aktivnost najboljih
odreduje se eksperimentima (Hollingsworth i Dror 2018). Simulacije MD mogu provesti
istrazivanja ¢iji se uvjeti tesko ili nikako ne mogu replicirati u laboratoriju poput ekstremnih

temperatura, tlaka, simulacije u vakuumu i sl. (Allen 2004).

1.4.1. Poljesila

Sile u simulaciji MD rac¢unaju se pomocu polja sila molekulske mehanike (Hollingsworth 1
Dror 2018). Polje sila sastoji se od skupa parametara koji opisuju konformaciju molekule i svojstva
atoma u molekuli te matematickih funkcija koji koriStenjem tih parametara racunaju potencijalnu
energiju molekule ovisno o konformaciji (Guvench i MacKerell 2008). Ukupna potencijalna

energija sustava ovisi o doprinosima razli€itih veznih i neveznih interakcija izmedu atoma:
Eukupna = Estretch + Ebend + Etors + Eoop + Eel + Evdw + Z Ecross (1)

Doprinosi veznih interakcija su potencijali koji nastaju u molekuli zbog istezanja veza (Estretch),
promjene valentnih (Epend) 1 torzijskih kuteva (Etors) te odstupanja atoma planarnog prstena iz
ravnine prstena (Eqop). Vezne interakcije nisu neovisne jedna o drugoj te se kao posljedica toga
javljaju mijesani ¢lanovi (Ecross) koje neka polja sila uzimaju u obzir, a neka ne (van Gustersen i

sur. 2006). Vezne interakcije raCunaju se prema sljede¢im formulama:
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ks
Estrech = Py (I- lo)z (2)

k
Epena = 7b(9 - 90)2 (3)
N Vn
Etors = n=0", [1+ cos (np —v)] (4)
k
Eoop = ?f ) 52 %)

Elektrostatske (Eer) i van der Waalsove (Evaw) interakciju su nevezne interakcije ¢iji je doprinos
eksplicitno izraZen u jednadzbi (1). Nekovalentne interakcije ra¢unaju se samo za atome koji su
medusobno udaljeni vise od tri veze (van Gustersen i sur. 2006). Vodikove veze koje su najjace
nekovalentne interakcije implicitno su ukljucene kroz elektrostatski i van der Waalsov potencijal

(Guvench i MacKerell 2008). Nevezne interakcije racunaju se prema formulama:

_ 4192
Eel - 4mery, (6)
A C
Evaw =57~ 7

Pretpostavka za koriStenje polja sila je prenosivost parametara, tj. da se skup parametara
definiran na skupu atoma moZe iskoristiti za opisivanje njima slicnih atoma unutar istog polja sila
(Allen 2004, van Gustersen i sur. 2006). Formule (2-7) koriste parametre koji su odredeni
razli¢itim eksperimentalnim metodama. Parametri veznih interakcija uglavnom su odredeni
metodama kristalografije 1 sprektroskopije, dok su parametri neveznih interakcija odredeni
termodinamickim podacima, dielektricnim podacima, difuzijskim koeficijentima i1 kvantno
mehanickim izraCunima (van Gustersen i sur. 2006). U modeliranju bioloskih makromolekula
najéeSce se koriste polja sila Amber, CHARMM, GROMOS i OPLS-AA. Navedena polja sila
razlikuju se po parametrima koja koriste, pogotovo u raCunanju neveznih interakcija, ali i u samoj
funkciji potencijalne energije. Polje sila CHARMM tako sadrzi dodatan ¢lan CMAP koji dodatno
ispravlja torzijske kutove. Nasuprot njemu, polja sila Amber i OPLS-AA sadrze ¢lan manje u
odnosu na jednadzbu (1). Ona ne racunaju Clan Eqop eksplicitno, ve¢ se on izrazava u sklopu
torzijskog kuta (Guvench i MacKerell 2008). Zbog ovih razloga vrijednosti razliitih polja sila nisu

usporedive, ali energija razli¢itih konformacija istog polja sila je.

21



1.4.2. Priprema struktura za racunalne simulacije

Prije pokretanja simulacija MD potrebno je pripremiti sustav za simulaciju (Hollingsworth i
Dror 2018). Prvi korak u pripremi sustava je kompletiranje trodimenzionalne strukture zeljene
makromolekule. Strukturama dobivenim kristalografijom uglavnom nedostaju koordinate
vodikovih atoma, a ponekad i koordinate drugih aminokiselinskih ostataka ili dijelova sekundarnih
struktura (Anandakrishnan i sur. 2012). Dijelovi strukture koji nedostaju izgraduju se programima
za homologno modeliranje strukture. Programi koriste evolucijski srodnu strukturu kao predlozak
za sravnjavanje aminokiselinske sekvence. Nakon sravnjavanja, program izgraduje modele i
procjenjuje njihovu kvalitetu (Waterhouse i sur. 2018). Sljedeci korak u pripremi strukture je
protonacija aminokiselina. Mala promjena pH vrijednosti moze dovesti do promjene distribucije
naboja u makromolekuli, a time 1 utjecati na njenu strukturu i funkciju (Swails 1 sur. 2014). Najve¢i
izazov za protonaciju predstavlja aminokiselina histidina. Bo¢ni lanac histidina je imidazolni prsten
koji pri neutralnom pH moze zauzeti tri razlicita protonacijska stanja. Pored toga, vecina kristalnih
struktura nema dovoljno dobru rezoluciju kojom bi se jednozna¢no odredio rotamer imidazolnog
prstena histidina. Polozaji donora i akceptora vodikove veze znacajno se razlikuju izmedu rotamere

zbog ¢ega histidin moZze zauzeti Sest protonacijskih stanja (Kim 1 sur. 2013).

Kompletiranim strukturama dodaju se molekule otapala, najéesce voda, i definiraju se rubni
uvjeti. Kao §to je prethodno spomenuto, molekule otapala i otopljene soli imaju znacajan utjecaj
na strukturu 1 funkciju bioloskih makromolekula zbog ¢ega ih se mora ukljuciti u simulaciju MD
(Hollingsworth i Dror 2018). Molekule otapala mogu se ukljuéiti implicitno i eksplicitno u
simulacije. Implicitni modeli tretiraju molekule otapala kao kontinuum bez strukture s odredenim
dielektricnim i medufaznim svojstvima (Zhang J. i sur. 2017). Eksplicitni modeli otapala direktno
ukljucuju molekule otapala u ratunanje potencijalne energije, ali su zbog utroska energije smanjeni
stupnjevi slobode gibanja. Tako su eksplicitni modeli racunalno skuplji od implicitnih, daju
vjerodostojnije rezultate (Onufriev i Case 2019). Kako bi se izbjegao ucinak povrSine kod
eksplicitnog modela vazno je definirati rubne uvjete. Najces¢i se koriste periodi¢ni rubni uvijeti
gdje se sredisnji poliedar sa zeljenom makromolekulom okruzi vlastitim replikama sa svih strana.
Time se sprjecava gubitak molekula otapala i izlaganje makromolekula povrsini, ali se 1 uvodi

umjetna periodi¢nost (van Gustersen 1 sur. 2006).
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1.4.3. Optimizacija geometrije i simulacije uravnotezenja

Pripremljene strukture zatim prolaze kroz jedan ili viSe ciklusa minimizacije energije
(optimizacije geometrije) kojima se sustav relaksira u obliznji lokalni minimuma. Cilj ovog
postupka je ukloniti izrazito nepovoljne interakcije koje su posljedica eksperimentalnih metoda, a
ne stvarne pozicije u nativnoj strukturi (Rydzewski i sur. 2015). Za postupak minimizacije koriste
se iterativni algoritmi koji se postepeno priblizavaju minimumu potencijalne energije. Ovisno o
tome koji red derivacije koriste, metode se dijele na nulti, prvi i drugi red. NajéeSce se koriste
metode prvog stupnja jer su preciznije od metoda nultog reda, ali i ratunalno jeftinije od metoda
drugog reda. Jedna od metoda prvog reda je metoda najstrmijeg spusta (engl. steepest decent).
Metoda se bazira na pronalazenju tocke u prostoru u kojoj funkcija potencijalne energije poprima
najnizu vrijednost. Ta pozicija sluzi kao pocetna tocka sljedece iteracije, a vektor na kojem se
pretrazuje prostor je okomit na prethodni. Ova metoda jedna je od robusnijih metoda optimizacije
te se Cesto koristi na poCetku minimizacije. Metoda najstrmijeg spusta nailazi na probleme blizu
stvarnog minimuma funkcije te je potrebno upotrijebiti precizniju metodu. Jedna od njih je metoda
konjugiranih gradijenata (engl. conjugate gradient). Osim podataka o funkciji, metoda
konjugiranih gradijenata koristi informacije o gradijentu. Stovise, u kalkulaciju sljedeéeg koraka
ukljuéi poziciju i gradijent prethodna dva iteracijska koraka. Samim time je sposobna relativno
jednostavno pronac¢i minimum funkcije i koristi se u kasnijim ciklusima minimizacije (Payne i sur.

1992).

Dobivene strukture nakon minimizacije energije nisu nuzno i termodinamicki stabilne.
Termodinamicki stabilne strukture nalaze se na globalnom minimumu plohe slobodne energije i
obic¢no predstavljaju nativnu strukturu proteina. Pomocu polja sila, tijekom simulacije, pretrazuje
se ploha potencijalne energije. Cilj simulacije MD je pretraziti Sto vecu, ako ne 1 cijelu plohe
potencijalne energije kako bi se pronasla termodinamicki najstabilnija konformacija, a tako i
nativna struktura (Rydzewski 1 sur. 2015). Kako bi se osigurala numericka stabilnost, vremenski
korak u simulaciji MD mora biti kratak, obi¢no nekoliko femtosekundu (101° s). Buduéi da se
ve¢ina biokemijskih procesa od interesa dogadaju na skali od nanosekunde ili mikrosekunde,

tipi¢na simulacija ima preko milijun koraka (Hollingsworth 1 Dror 2018).

Produkcijskoj fazi simulacije MD prethode simulacije uravnoteZenja €ija je svrha dovesti

sustav na odgovaraju¢u temperaturu, tlak i volumen. Simulacije uravnotezenje odvijaju se u dva ili
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viSe ciklusa, a zapoCinju NVT ekvilibracijom. Tijekom NVT ekvilibracije volumen simulacijske
kutije odrzava se konstantnim, dok se temperatura povisuje od 0 K do zeljene definirane
temperature. Polozaji atoma fiksiraju se harmonijskim potencijalom konstantne sile, a molekule
otapala gibaju se slobodno. Nakon NVT ekvilibracije slijedi NPT ekvilibracija koja se odvija pri
konstantnom tlaku i temperaturi bez ikakvih restrikcija na koordinate atoma (Braun i sur. 2018).

Po zavrSetku simulacija uravnotezenja slijedi produkcijska faza MD.

2. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je odrediti razlike u strukturnim i dinamickim svojstvima izmedu apo i holo
strukture proteina MntR iz bakterije H. halodurans metodom molekulske dinamike. S obzirom da
holo struktura veze molekulu DNA, o¢ekuje se da prisustvo manganovih iona uzrokuje promjenu
strukturnih 1 dinamickih svojstava koji dovode do povecanog afiniteta proteina za vezanje DNA.

Pretpostavlja se da ¢e te razlike biti posebno izrazene kod DNA vezujuéih domena.
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3. Materijali i metode

3.1. Priprema sustava za simulacije molekulske dinamike

1z baze podataka PDB (engl. Protein Data Base) (Burman i sur. 2000) preuzela sam strukture
proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans u apo (identifikacijski kod u bazi PDB:
6KTA) i holo obliku (identifikacijski kod u bazi PDB: 6KTB). Apo strukturi nedostajale su
posljednje dvije aminokiseline koje sam nadodala koristenjem programa MODELLER, dok je holo
strukturu bilo potrebno dodatno upotpuniti. U veznom mjestu lanca A holo strukture kristalizirao
je magnezijev ion umjesto dva manganova(ll) iona (Slika 4). Stoga sam preklopila lanac A s
lancem B u programu VMD (engl. Visual Molecular Dynamics) (Humphrey i sur. 1996) i spremila
koordinate u zasebnu datoteku te ion magnezija zamijenila ionom mangana(ll). Koordinate
,novog* lanca A spojila sam s originalnim koordinatama lanca B 1 dobila ispravnu holo strukturu.

Pomocu programa MODELLER (Yang i sur. 2012) dodala sam aminokiseline koje nedostaju.

Slika 4. Kristalna struktura proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans koja sadrzi
kristalizirani magnezijev ion u veznom mjestu za manganove ione. Manganovi(ll) ioni prikazani

su plavim kuglicama.
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Dodavanje atoma vodika provela sam koriste¢i mrezno dostupan program H-++ (Anandakrishnan i
sur. 2012). S obzirom na neutralnu pH vrijednost citoplazme bakterije H. halodurans (Slonczewski
i sur. 2009), atomi vodika dodani su pri pH = 7. Protonacijska stanja histidina nisu se znacajnije

razlikovala izmedu lanaca (Tablica 2).

Tablica 2. Protonacijska stanja histidina i asparaginske kiseline u apo i holo strukturi proteina MntR

iz bakterije Halalkalibacterium halodurans dobivenih mrezno dostupnim programom H++.

T Apo Holo
Program Aminokiselina ry 5 ry 5
35 HID HIP HIE HIE
77 HIP HIP HIE HIE
H++ 93 HIP HIP HIP HIP
97 ASP ASP ASP ASH
103 HIP HIP HID HID
104 HIP HIP HIE HIE

Simulacije molekulske dinamike jedne replike apo strukture i dviju replika holo strukture
provela sam pomocu programskog paketa Amber20 (Case i sur. 2020). U sklopu paketa Amber20
nalazi se alat tleap koji sam koristila za parametrizaciju struktura. Upotrijebila sam polje sila ff14SB
(Maier i sru. 2015) za parametrizaciju proteina te polje sila gaff (engl. general Amber force field)
(Wang 1 sur. 2004) za parametrizaciju manganovih(Il) iona u slu¢aju simulacija s neveznim
parametrima. Za provedbu simulacije holo strukture definirala sam vezne interakcije izmedu
manganovih(I1) iona i aminokiselina koje ga koordiniraju (Slika 5) koristenjem veznih parametara
razvijenih od strane ostalih ¢lanova istrazivacke grupe (Jeli¢ Matosevié i sur. 2023). Strukturama
sam dodala eksplicitan model otapala, tj. model molekula vode TIP3P kojima sam ispunila
simulacijsku kutiju s dimenzijom simulacijske ¢elije 10 A x 10 A x 10 A. Ukupan naboj sustava
neutralizirala sam dodavanjem iona natrija. Apo strukturi dodala sam osam iona natrija, a holo

strukturi pet iona natrija.
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Slika 5. Koordinacijska sfera aminokiselina manganovih(Il) iona u veznom mjestu holo strukture
proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans. Manganovi ioni prikazani su kao roza

kuglice.

Provela sam pet ciklusa optimizacije geometrije (minimizacije energije) apo i holo strukture
proteina MntR iz bakterije H. halodurans. Svaki ciklus ukljuc¢ivao je 200 koraka algoritma
najstrmijeg spusta (engl. steepest decent) i 800 koraka algoritma konjugiranih gradijenata (engl.
conjugate gradients). U prvom ciklusu optimizirala sam molekule otapala tako $to je na protein
djelovao harmonijski potencijal s konstantom sile od 100 kcal mol® Al U drugom ciklusu
uklonjena je restrikcija na atome vodika dok je na ostatak proteina djelovao isti harmonijski
potencijal. U tre¢em 1 Cetvrtom ciklusu harmonijski potencijal djelovao je samo na atome
proteinske okosnice, ali je u Getvrtom ciklusu smanjen na 50 kcal mol* A, U petom ciklusu

uklonjena je restrikcija gibanja za sve atome.

Nakon optimizacije geometrije provela sam tri simulacije uravnotezenja sustava. Prva
simulacija uravnotezenja odvijala se pri konstantnom volumenu pri ¢emu je temperatura linearno

rasla od 0 do 310 K tijekom 300 ps. Gibanje atoma u proteinu, iona mangana i molekule vode WT1
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koja koordinira ion mangana ograni¢eno je harmonijskim potencijalom konstante sile 32 kcal mol
1A Druga i treéa simulacija uravnotezenja odvijale su se pri konstantnom tlaku (1 bar) i
temperaturi (310 K), bez restrikcija gibanja. Vrijeme trajanja druge simulacije uravnotezenja je

200 ps, a trece 500 ps.

Produkcijska faza simulacije MD provedene su pri konstantnom tlaku (1 bar) i temperaturi
(310 K) u trajanju od 1,25 us. Kvalitativnu analizu trajektorija, odnosno vizualizaciju, provela sam
programom VMD (engl. Visual Molecular Dynamics). Uocene promjene kvantificirala sam
koriste¢i alat cpptraj u sklopu programskog paketa Amber20. Rezultate kvantitativne analize
prikazala sam u programu RStudio pomocu paketa ggplot2. Izra¢un elektrostatskog potencijala

povrsine provela sam koriste¢i mrezno dostupan softver APBS - PDB2PQR (Jurrus i sur. 2018).

3.2. Identifikacija potencijalnih veznih mjesta transkripcijskog faktora MntR u
genomu Halalkalibacterium halodurans bioinformatickim metodama

U bazi podataka UniProt (The UniProt Consortium 2021) pronasla sam sekvence proteina
MntA, MntB i MntC iz bakterije H. halodurans. Koristenjem baze podataka ensemblBacteria
(Howe i sur. 2020) identificirala sam pozicije gena mntA, mntB i mntC unutar genoma. Geni mntB
i mntC nalaze se jedan iza drugoga na lokaciji 1473077-1474707, dok je mntA smjesSten na lokaciji
544053-544955. Koristenjem baze podataka KEGG (Kanehisa i Goto 2000) preuzela sam sekvence
promotorske regije gena mntA i operona mntBC.

S obzirom da je protein MntR iz bakterije B. subtilis najblizi homolog proteinu MntR iz
bakterije H. halodurans za kojeg je vezno mjesto u genomu poznato, preuzela sam sekvencu
promotorske regije operona mntABC iz bakterije B. subtilis u kojoj se nalazi vezno mjesto za
protein MntR pomocu baze podataka KEGG (Kanehisa i Goto 2000). To¢nu sekvencu veznog
mjesta proteina MntR iz bakterije B. subtilis u promotorskoj regiji operona mntABC preuzela sam
iz literature (Lieser i sur. 2003). Koriste¢i mrezno dostupan program EMBOSS (Rice i sur. 2000)
i algoritam Smith-Waterman sravnala sam navedene sekvence s promotorskim sekvencama

operona mntBC i gena mntA.
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Sekvence promotora gena mntA i operona mntBC dodatno sam analizirala paketom
Biostrings unutar programskog jezika R. Funkcijom findPalindromes pretrazila sam promotorske
sekvence za nesavrSene palindrome. Pronadene palindrome usporedila sam s rezultatima

dobivenim sravnavanjem sekvenci.
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4. Rezultati

4.1. Stabilnost sustava i fluktuacije proteinskih regija

Stabilnost sustava tijekom MD simulacija odredena je korijenom srednjeg kvadrata
udaljenosti (RMSD) pri ¢emu je svaka konformacija dobivena tijekom simulacije usporedena s
pocetnom konformacijom (Slika 6). Vrijednosti RMSD apo strukture ne mijenja se zna¢ajno od
pocetka MD simulacije, a struktura je stabilna nakon 500. ns (Slika 6). Obje replike holo strukture
znatno su manje stabilne tijekom simulacije MD te se mogu zamijetiti brojni nagli skokovi u
RMSD vrijednosti. Druga replika holo strukture stabilizirala se tek nakon 850. ns simulacije, dok
je prva replika holo strukture stabilna od 500. ns uz blaga odstupanja oko 750. i 1000. ns (Slika 6).

4.0
3.5
3.0
2.5
) Sustav
<
‘j 2.0 I Apo
2 —— Holo, prva replika
é 1.5 Holo, druga replika
1.0
0.5
0.0

0 250 500 750 10001250 0 250 500 750 10001250 0 250 500 750 10001250
Vrijeme / ns

Slika 6. Graficki prikaz korijena srednjeg kvadrata udaljenosti (RMSD) za atome proteinske
okosnice tijekom simulacija molekulske dinamike apo i holo strukture proteina MntR iz bakterije

Halalkalibacterium halodurans. U slu¢aju holo strukture prikazane su dvije replike MD simulacije.
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Nema znacajnih razlika u fluktuaciji aminokiselina izmedu razli¢itih sustava tijekom MD
simulacija (Slika 7). Aminokiseline koje najvise fluktuiraju nalaze se na N- i C-krajevima lanaca,
a povecana fleksibilnost prisutna je i u DNA vezujué¢oj domeni izmedu 50. i 60. aminokiseline koje
se nalaze unutar [ ukosnice motiva WHTH (Slika 7). B ukosnica bogata je lizinima koji sudjeluju

u vezanju molekule DNA. Moguce da njihova fleksibilnost olakSava pozicioniranje na DNA.

Aminokiseline unutar DNA vezuju¢ih domena opcenito fluktuiraju vise od aminokiselina
unutar dimerizacijskih domena (Slika 7). Razlike u stabilnosti izmedu apo strukture i replika holo
strukture pojavljuju se oko 100. odnosno 240. aminokiseline gdje se nalaze ¢ak tri aminokiseline
koje koordiniraju manganove(Il) ione (Glu99, Glu102 i His103). Primjecuje se razlika u fluktuaciji
DNA vezujuée domene u lancu B pri ¢emu aminokiseline 170-180 vise fluktuiraju u apo strukturi

nego holo strukturama (Slika 7). Te aminokiseline nalaze se na prijelazu zavojnice 02 u a3.

Lanac A Lanac B

DBD Dim DBD Dim

Sustav

— Apo

=== Holo, prva replika
Holo, druga replika

RMSF / A

Aminokiselina

Slika 7. Grafi¢ki prikaz fluktuacije aminokiselina tijekom 1,25 us MD simulacije apo (crno) i holo
(zeleno i crveno) strukturama proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans.
Strelicama su oznacene regije DNA vezujuc¢ih omena (DBD) i dimerizacijske domene, a ravnom

linijjom oznacen je kraj lanca A 1 pocetak lanca B.
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4.2. Stabilizacija veznog mjesta za manganove(ll) ione

Prisutnost manganovih(ll) iona odreduje polozaj aminokiselina veznog mjesta (Asp8,
Glull, His77, Glu99, Glul02 i His103). U holo strukturi navedene aminokiseline stupaju u
interakciju s manganovim(II) ionima $to dovodi do pomicanja aminokiselina prema unutrasnjosti
I smanjenja volumena metalnog centra (Slika 8). U apo strukturi te aminokiseline medusobno
stvaraju vodikove veze (Slika 9a) kojima odrzavaju povec¢an volumen metalnog centra (Slika 8).
Najzastupljenija vodikova veza stvara se izmedu Asp8 i His103 koji povezuju al i a5 zavojnicu
(Slika 9a) i prisutna je u 68 % MD simulacije. His77 ulazi u interakciju s dvije aminokiseling,
Glu99 i Glul02, ali je vodikova veza s Glu99 zastupljenija (45 % naspram 29 %). U odrzavanju
integriteta veznog mjesta u obje strukture vaznu ulogu ima vodikova veza izmedu Glu7 1 Arg76

koja je stabilna i u apo i u holo strukturi (Slika 10).
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Slika 8. Srednja vrijednost i standardna devijacija polumjera vrtnje aminokiselina koje vezu
manganove(ll) ione (Asp8, Glull, His77, Glu99, Glu102 i His103) u lancima A i B proteina MntR

iz bakterije Halalkalibacterium halodurans tijekom 1,25 ps MD simulacije.
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Slika 9. Vodikove veze unutar veznog mjesta za manganove(ll) ione u: a) apo strukturi i b) holo
strukturi proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans.
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Slika 10. Udaljenost atoma Glu7:CD i Arg76:CZ tijekom simulacija molekulske dinamike proteina
MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans. Crnom bojom oznacena je apo struktura, a

crvenom i zelenom bojom replike holo strukture.
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4.3. Interakcije oko metalnog centra ovisno o prisustvu manganovih(ll) iona

Oko metalnog centra uo¢ene su nekovalentne interakcije koje doprinose konformaciji
pojedine strukture (Slika 11). Nakon postupka minimizacije, u apo strukturi bila je prisutna kation-
7 interakcija izmedu Arg72 i Trp107 (Slika 12a). Tijekom simulacije apo strukture bo¢ni ogranak
aminokiseline Arg72 mijenja orijentaciju prema bo¢nom ogranku Asplll s kojim ulazi u
interakciju preko vodikovih veza (Slika 12b). Stvaranje vodikove veze (Slika 13) medusobno
priblizava aminokiseline Arg72, Tyr75, Trp107 i Asp111 ¢ime se smanjuje volumen veznog mjesta
(Slika 14). Prosje¢na udaljenost atoma Arg72:CZ i Aspl11:CG tako iznosi 6,49 + 2,03 A, a
prosjecan polumjer vrtnje aminokiselina Arg72, Tyr75, Trp107 i Aspl11 iznosi 5,40 + 0,29 A
(Tablica 3). Uz Arg72, aminokiselina Tyr75 takoder moze stvarati vodikove veze s Aspl11 ¢ime

dodatno poti¢e pomicanje a4 zavojnice (Slika 12b).

Slika 11. Pozicija aminokiselina Arg72, Tyr75, Trp107 i Aspl11 koje stvaraju dodatne interakcije
oko veznog mjesta za manganove(ll) ione u proteinu MntR iz bakterije Halalkalibacterium
halodurans.
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Kation-m interakcija postojana je tijekom skoro cijele simulacije prve replike holo strukture
pri ¢emu prosje¢na udaljenost atoma Arg72:CZ i Aspl11:CG iznosi 8,56 = 1,5 A (Tablica 3), a
prosjecan polumjer vrtnje Koji tvore aminokiseline Arg72, Tyr75, Trp107 i Aspl1l iznosi 5,71 +
0,24 A (Tablica 3). U drugoj replici holo strukture lanci se ponasaju asimetri¢no (Slike 13 i 14).
U lancu A pojavljuje se vodikova veza izmedu Arg72 i Aspl11, dok je u lancu B stabilna kation-
n interakcija. To se ocCitava i na vrijednostima udaljenosti atoma Arg72:CZ i Aspl11:CG te
polumjeru vrtnje aminokiselina Arg72, Tyr75, Trpl107 i Aspl11 pri ¢emu se vrijednosti lanca A
poklapaju s vrijednostima apo strukture, a vrijednosti lanca B s vrijednostima prve replike holo
strukture (Tablica 3).

Y75 |

R72

Slika 12. Pozicije aminokiselina Arg72, Tyr75, Trpl07 i Asplll proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans u: a) pocetnoj strukturi u kojoj je prisutna kation-m interakcija
oznacena crtkanom linijom na slici, i b) strukturi dobivenoj nakon 1,04 ps simulacije molekulske
dinamike u kojoj je kation-m interakcija zamijenjena vodikovim vezama oznacenim plavim
crtkanim linijama na slici. Udaljenost atoma Arg72:CZ i Aspl111:CG oznacena je punom crnom

linijom.
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Slika 13. Udaljenost atoma Arg72:CZ i Asp111:CG tijekom simulacije proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans. Crnom bojom prikazana je apo struktura, a crvenom i zelenom
bojom prikazane su replike holo strukture.
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Slika 14. Polumjer vrtnje aminokiselina Arg72, Tyr75, Trpl07 i Asplll tijekom simulacije
molekulske dinamike proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans. Crnom bojom

prikazana je apo struktura, a crvenom i zelenom prikazane su replike holo strukture.
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Tablica 3. Srednja vrijednost i standardna devijacija udaljenosti atoma Arg72:CZ i Asp111.CG te
polumjera vrtnje koji tvore aminokiseline Arg72, Tyr75, Trp107 i Asplll

Struktura Apo Holo, prva replika Holo druga replika
Lanac A B A B A B
Prosjecna udaljenost
Arg72:CZi 6,48 6,49 8,60 8,53 6,14 8,15
Aspl11:CG (A)
Standardna devijacija
udaljenosti Arg72:CZ i 2,23 1,83 1,54 1,46 2,23 1,42
Aspl11:CG (A)
Prosjecan polumjer
vrtnje Arg72, Tyr75, 5,36 5,43 5,69 5,72 5,35 5,72
Trp107i Aspl11 (A)
Standardna devijacija
polumjera vrtnje
Arg72, Tyr75, Trpl07 i
Aspll1 (A)

0,31 0,27 0,22 0,25 0,31 0,28

Iz dijagrama gusto¢e moZe se uociti da postoje dva stanja u kojima se mogu naci
aminokiseline Arg72 i Asp111 (Slika 15). Udaljenost atoma Arg72:CZ i Asp111:CG ima izrazen
ostar vrh na oko 4 A koji se uo¢ava u lancima apo strukture i lancu A druge replike holo strukture
(Slika 15). U lancima prve replike holo strukture i lancu B druge replike holo strukture ne uocava
se taj ostar vrh, ve¢ se uoava glatki vrh oko 8 A (Slika 15). Sli¢na distribucija gustoée prati
polumjer vrtnje aminokiselina Arg72, Tyr75, Trp107 i Asp111. U lancima apo strukture i lancu A
druge replike holo strukture postoje dva karakteristi¢na vrha s vrijednostima oko 5 A 15,5 A (Slika
15). U prvoj replici holo strukture i lancu B druge replike holo strukture ponovno se uocava jedan

vrhna 5,7 A (Slika 15).

37



Iz ovoga se moze zakljuciti da srednje vrijednosti udaljenosti Arg72:CZ 1 Asp111:CG u apo
strukturi koja iznosi 6,49 A (Tablica 3) nije realan prikaz udaljenosti na kojoj se nalaze ti atomi,
ve¢ srednja vrijednost dva razdvojena stanja. Isti zakljuCak vrijedi i1 za polumjer vrtnje
aminokiselina Arg72, Tyr75, Trp107 i Aspl111. Za prvu repliku holo strukture srednje vrijednosti
se u potpunosti poklapaju s distribucijom vrijednosti i udaljenosti i polumjera vrtnje jer opisuje

jedno kontinuirano stanje gdje je prosjek najzastupljeniji (Slika 15).
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Slika 15. Graf gustoce polumjera vrtnje aminokiselina Arg72, Tyr75, Trp107 i Asp111l i udaljenosti
atoma Arg72:CZ i Aspl11:CG u proteinu MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans.
Crnom bojom prikazane su vrijednosti za simulaciju apo strukture, dok su dvije replike simulacije

holo strukture prikazane crvenom i zelenom bojom.
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4.4. Polozaj a4 zavojnice i udaljenost DNA vezujuc¢ih domena

Glavna razlika izmedu apo i holo strukture proteina MntR iz bakterije H. halodurans je
pozicija a4 zavojnice koja se u apo strukturi lomi (Slika 16a). Posljedica lomljenja a4 zavojnice je
odmicanje a3 zavojnica koje vezu molekulu DNA (Slika 17) i povecéanje vrijednosti polumjera
vrtnje proteina MntR (Slika 18).

Slika 16. Protein MntR s oznac¢enom a3 zavojnicom iz bakterije Halalkalibacterium halodurans u
apo (crno) i holo (crveno) obliku preklopljeni u programu VMD. Prikazane su strukture dobivene
nakon 1 ps simulacije molekulske dinamike, a prikazuju: a) cijeli protein i b) poloZaj a3 zavojnice

unutar DNA vezuju¢e domene koja veze molekulu DNA.
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Slika 17. Udaljenost a3 zavojnica unutar DNA vezujuc¢ih domena proteina MntR iz bakterije

Halalkalibacterium halodurans tijekom simulacije molekulske dinamike s izraZzenim srednjim

vrijednostima i standardnim devijacijama. Crnom bojom prikazane su vrijednosti za simulaciju apo

strukture, dok su dvije replike simulacije holo strukture prikazane crvenom i zelenom bojom.

23234027
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Slika 18. Graficki prikaz polumjera vrtnje proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium

halodurans tijekom simulacije molekulske dinamike s izrazenim srednjim vrijednostima i

standardnom devijacijom. Crnom bojom prikazane su vrijednosti za simulaciju apo strukture, dok

su dvije replike simulacije holo strukture prikazane crvenom i zelenom bojom.
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Polumjer vrtnje proteina MntR direktno je povezan s udaljenosti DNA vezujuc¢ih domena
Sto se jasno vidi iz grafi¢kih prikaza tih vrijednosti (Slike 17 i 18). Anomalija se primjecuje kod
druge replike holo strukture gdje polumjer vrtnje ne prati promjenu udaljenosti a3 zavojnica nakon
875. ns MD simulacije (Slike 17 i 18).

Udaljenost a3 zavojnica u prvoj replici holo strukture proteina MntR (36,83 + 1,68 A)
omogucava njeno vezanje u dva susjedna velika utora molekule DNA (Slika 19b). U apo strukturi
udaljenost a3 zavojnica je znatno veéa (42,66 + 2,01 A) zbog &ega se apo struktura proteina MntR

ne moze vezati na molekulu DNA (Slika 19a).

Slika 19. Spojen prikaz proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans i molekule

DNA. Lijevo (a) je prikazana apo struktura dobivena nakon 1,25 us simulacije molekulske
dinamike, a desno (b) je prikazana prva replika holo strukture dobivena nakon 1,25 ps simulacije
molekulske dinamike. Strukture su spojene u programu VMD.
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Mijerenjem kuta y kojeg zatvaraju Ca atomi aminokiselina Leu68, Tyr75 i Met86 te kuta &
kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, His77 i Met86 moze se pratiti lomljenje a4 zavojnice (Slika
20).

Slika 20. Kut y kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, Tyr75 i Met86 i kut & kojeg zatvaraju
aminokiseline Leu68, His77 i Met86 unutar o4 zavojnice proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans. Kut y oznacen je punom linijom crne boje, a kut 6 punom linijom

crvene boje.

U apo strukturi srednja vrijednost kuta y iznosi 167,84 + 4,45 °, a kuta 6 133,23 + 4,42 °
(Slika 21). U prvoj replici holo strukture prosjeéne vrijednosti kutova y i & za par su stupnjeva vece
nego u apo strukturi (171,47 £3,13 °zakut yi 136,70 + 2,75 ° za kut 5) (Slika 21). U drugoj replici
holo strukture to nije slucaj, pa tako kut y iznosi 168,02 + 3,61 °, a kut 6 131,98 + 3,43 °. Nadalje,
kutovi vy i 6 stabilni su u prvoj replici holo strukture, dok se u apo strukturi i lancu A druge replike
holo strukture mogu uociti nagli skokovi u vrijednostima (Slika 21).
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Slika 21. Promjena kuta y kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, Tyr75 i Met86 (lijevo) i promjene
kuta o kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, His77 i Met86 (desno) tijekom simulacije molekulske
dinamike proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans. Crnom bojom oznacena je

apo struktura, a crvenom 1 zelenom bojom oznacene su replike holo strukture.

Nagli pad u vrijednosti kuta & u lancu A apo strukture uocava se nakon 125. ns MD
simulacije (Slika 21). Preklapanjem apo struktura dobivenih u 100. i 500. ns simulacije MD uocava
se promjena u poziciji Arg72 (Slika 21). U 100. ns simulacije apo strukture Arg72 ostvaruje kation-
7 interakciju s Trp107, dok je u 500. ns orijentiran prema Aspl11 s kojim stvara vodikove veze
(Slika 22a). Nagli pad u vrijednosti kuta 6 uo¢ava se i u lancu A druge replike holo strukture nakon
250. ns simulacije MD (Slika 22). Preklapanjem druge replike holo strukture dobivene u 100. i
500. ns simulacije MD dobiven je isti rezultat kao i u apo strukturi (Slika 22b). Stovise, usporedbom
kutova y 1 0 s udaljenosti atoma Arg72:CZ i Asp111:CG moze se zakljuciti da su nagle promjene
direktna posljedica priblizavanja aminokiselina Arg72 i Aspl1l (Slike P1 i P2 u Prilogu). Iz
usporedbe takoder se moze zakljuciti da nakon inicijalne promjene kuta 6, vodikova veza izmedu
Arg72i Asplll ne utjeCe znacajnije na kut d pa tako i na lom a4 zavojnice (Slike P1 i P2 u Prilogu).

To ukazuje da postoje dodatni mehanizmi koji stabiliziraju konformaciju s lomom o4 zavojnice.

43

Sustav

Apo
Holo, prva replika

Holo, druga replika



Slika 22. Usporedba pozicije aminokiselina Arg72, Trp107 i Asp111 u A lancu proteina MntR iz

bakterije Halalkalibacterium halodurans dobivenih preklapanjem: a) apo struktura u 100. ns (crno)
i 500. ns (Zuto) simulacije molekulske dinamike i b) druge replike holo strukture u 100. ns (crno) i

500. ns (zuto) simulacije molekulske dinamike.
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4.5. Elektrostatski potencijal DNA vezuju¢e domene

DNA vezujuc¢e domene apo i holo strukture razlikuju se u povrsSinskom naboju (Slika 23).
DNA vezujuée domene holo strukture imaju izraZeniji pozitivan elektrostatski potencijal
lokaliziran na a3 zavojnici WHTH motiva (Slika 23a). Pozitivan elektrostatski potencijal u holo
strukturi proteze se duz DNA vezuju¢e domene prema veznom mjestu manganovih(II) iona (Slika
23c). lako nema vezane manganove(Il) ione, apo struktura takoder ima pozitivno nabijene DNA
vezujuce domene (Slika 23b), ali je taj elektrostaski potencijal manjen izrazen nego kod holo

strukture. Naboj se na krilnom dijelu WHTH motiva znacajno ne razlikuje izmedu struktura.

Slika 23. Elektrostatski potencijal povrSine proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium
halodurans. Lijevo ((a) i (c)) je prikazana holo struktura, desno ((b) i (d)) je prikazana holo
struktura u dvije orijentacije. Na slikama a) i b) su u prvom planu DNA vezuju¢e domene. Skala
elektrostatskog potencijala prikazana je desno s maksimalnom vrijednosti 5,00 kT/e i minimalnom
vrijednosti -5,00 kT/e.
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4.6. Stabilizacija dimerizacijske domene

Nema znacajnih razlika u stabilizaciji dimerizacijske domene izmedu apo i holo strukture
proteina MntR (Slika 24). Polumjer vrtnje dimerizacijske domene apo strukture iznosi 13,20 + 0,14
A, dok u holo strukturi iznosi 13,15 + 0,12 A. U stabilizaciji dimerizacijske domene sudjeluju
brojne vodikove interakcije izmedu lanaca. Jedna od njih je vodikova veza izmedu Asp97 jednog
lanca i Serl06 drugog lanca koja je zastupljena u 63 % simulacije (Slika 25). Navedene
aminokiseline smjestene su na a5 zavojnici (Slika 25). Druga vodikova veza koja povezuje o6
zavojnice nastaje izmedu Tyr119 jednog lanca i Tyr119 drugog lanca (Slika 25), a prisutna je u
viSe od 75 % simulacije. Posljednja interakcija koja je podjednako (31,47 %) prisutna u apo i holo
strukturama je vodikova veza izmedu I1e87 i GIn134 koja povezuje o4 i a7 zavojnice istih lanaca
(Slika 25).
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13.8 ! 13,140,124 ! 13,15+ 0,11 &
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Slika 24. Srednja vrijednost i standardna devijacija polumjera vrtnje dimerizacijske domene apo
I holo strukture proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium halodurans. Crnom bojom

oznacena je apo struktura, a crvenom 1 zelenom replike holo strukture.
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Slika 25. Najzastupljenije vodikove veze unutar dimerizacijske domene proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans. Vodikove veze istaknute su isprekidanim plavim i crvenim

linijama.

4.7. Analiza veznog mjesta proteina MntR u promotorskim regijama gena mntA i
operona mntBC

Lokalno sravnjenje sekvence promotora gena mntA i sekvence poznatog veznog mjesta za
protein MntR iz bakterije B. subtilis pokazalo je podudaranje na poziciji 237-252 s 87,5 % sli¢nosti
u sekvenci. Funkcijom findPalindromes pronaden je nesavrseni palindrom na sli¢noj poziciji, 235-
252, §to bi upucivalo da se radi o trazenoj sekvenci (5'-GTTTTGCCTTGGGGAAAC-3).

Lokalno sravnjenje sekvence promotora operona mntBC i sekvence poznatog veznog
mjesta pokazalo je podudaranje na poziciji 116-130 s 80 % sli¢nosti u sekvenci. Funkcijom
findPalindromes pronaden je nesavrSeni palindrom na poziciji 111-134 koji ukljucuje trazenu

sekvencu (5-AAAAGTTTACTTAGGGAAACTTTT-3').
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5. Rasprava

5.1. Lom a4 zavojnice

Lom a4 — zavojnice dogada se izmedu 75. 1 77. aminokiseline $to se djelomicno poklapa s
istrazivanjima DeWitt i sur. (2007) koji su procijenili da se centar savijanja proteina MntR iz
bakterije B. subtilis nalazi izmedu 72. i 75. aminokiseline. Cak &etiri aminokiseline na potezu
izmedu 72. i 77. aminokiseline stupaju u interakcije koje poticu lom o4 zavojnice i otvoreniju
konformaciju. Lom 04 zavojnice kvantificiran je preko kutova y i 8. Kut y u apo strukturi iznosi
167,84 + 4,45 °, u prvoj replici holo strukture 171,47 + 3,13 °, a u drugoj replici 168,02 + 3,61 °.
To je u skladu s istrazivanjem napravljenim na proteinu MntR iz bakterije B. subtilis u kojem je
navedeno da se kut kojeg zatvaraju ugljikovi atomi proteinske okosnice ne razlikuje znacajno
izmedu apo i holo strukture i iznosi 170.3 + 4.1 © za apo i 169.5 £ 3.7 © za holo strukturu (Jeli¢

Matosevic i sur. 2023).

Klju¢na interakcija koja poti¢e lom a4 zavojnice prema van je vodikova veza izmedu Arg72
i Aspl11 (Slika P1 u prilogu). Na pocetku simulacije apo strukture Arg72 orijentiran je prema
veznom mjestu za manganove(ll) ione (Slika 12a). Tijekom simulacije Arg72 mijenja svoju
orijentaciju prema a6 zavojnici i ulazi u interakciju s Aspl11 (Slika 12b). Naglo smanjenje
vrijednosti kuta & nakon 125. ns simulacije apo strukture u lancu A popraceno je naglim
smanjenjem udaljenosti atoma Arg72:CZ i Asp111:CG (Slika P1 u prilogu) sto ukazuje da je to
interakcija koja potice inicijalni lom o4 zavojnice. Tijekom ostatka simulacije apo strukture
vodikova veza izmedu Arg72 1 Aspl11 ne utjece tako znacajno na promjenu kuta 8 ve¢ su promjene
blago izrazene (Slika P1 u prilogu). To upuéuje na postojanje dodatnih nekovalentnih interakcija

koje stabiliziraju konformaciju proteina s lomom o4 zavojnice.

U prvoj replici holo strukture u niti jednom trenutku simulacije Arg72 nije u blizini Asp111,
ve¢ stvara kation-m interakciju s Trp107 (Slika 12a). U drugoj replici holo strukture u lancu A
prisutna je vodikova veza izmedu Arg72 i Aspl11 (Slika 13). Reorijentacija Arg72 oko 250. ns
simulacije MD druge replike holo strukture dovodi do naglog smanjenja vrijednosti kuta & (Slika
P2 u prilogu). Tijekom ostatka simulacije MD druge replike holo strukture, kut  je stabilan i ne

ovisi zna¢ajno o zamjeni vodikove i kation-r veze (Slika P2 u prilogu) $to ukazuje na postojanje
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dodatnih mehanizama stabilizacije otvorenije konformacije. U lancu B druge replike holo strukture
dominantnija je kation-r interakcija zbog Cega je taj lanac rigidan poput lanaca prve replike holo
strukture (Slika 21). Rezultat asimetriénog ponasanja lanaca druge replike holo strukture je
povecéan polumjer vrtnje proteina i veca udaljenost a3 zavojnica u odnosu na prvu repliku (Slike
171 18).

5.2.  Vezanje molekule DNA

Prikaz vezanja proteina MntR na molekulu DNA nije idealan jer se a3 zavojnica ne nalazi u
optimalnom polozaju za vezanje DNA (Slika 19b). Ovako pripremljeni sustav potrebno je
simulirati kako bi se prouc¢io na¢in vezanja. Ipak, iz prikaza se jasno vidi da i prva replika holo
strukture koja ima najmanju udaljenost a3 zavojnica (36,83 A) jedva stane u dva susjedna velika
utora (Slika 19b). Iz toga se jasno da zakljuciti da je udaljenost DNA vezujuéih domena limitirajuci
faktor u vezanju molekule DNA. Nadalje, to takoder pokazuje da konformacije dobivene
simulacijom apo strukture (Slika 19a), kao ni simulacije uzorkovane tijekom simulacije druge
replike holo strukture (Slika P3 u prilogu), nisu pogodne za vezanje na ciljanu sekvencu bez

dodatnih konformacijskih promjena uzrokovanih interakcijom s DNA ili nekim drugim faktorom.

Protein MntR ¢lan je obitelji proteina DtxR (Lee 1 sur. 2019) za kojeg je poznata struktura
vezanja na molekulu DNA (identifikacijski kod u PDB: 1F5T). Protein DtxR veZe se za molekulu
DNA preko a3 zavojnica DNA vezuju¢ih domena koje upadaju u dva susjedna velika utora
molekule DNA. U isto vrijeme veZu se dva proteina DtxR sa suprotnih strana molekule DNA (Chen
i sur. 2000). Prema tome, pretpostavka je da ce se i protein MntR iz bakterije H. halodurans vezati

na slican nacin na pretpostavljenu sekvencu gena mntA (Slika 26).
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Slika 26. Prikaz vezanja dviju molekula holo strukture proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans s molekulom DNA koja sadrzi predvidenu sekvencu vezanja u
promotoru gena mntA. Prikazane strukture proteina dobivene su nakon 1,25 ps simulacije

molekulske dinamike.

5.3. Odrzavanje integriteta veznog mjesta manganovih(II) iona

Lom a4 zavojnice u apo strukturi povlaci sa sobom al i a5 zavojnicu ¢ime se odrzava
integritet metalnog centra. Za to su zasluzne tri vodikove veze koje se stvaraju izmedu zavojnica.
Jedna od njih stvara se izmedu Glu7 1 Arg76 koja povezuje al 1 a4 zavojnicu 1 odrzava njihovu
udaljenost stabilnom. Udaljenost atoma Glu7:CD i Arg76:CZ stabilna je tijekom cijele simulacije
te iznosi 4,31 + 0,35 A za apo strukturu odnosno 4,25 + 0,40 A za holo strukturu (Slika 10). Ostale
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vodikove veze u apo strukturi nastaju izmedu aminokiselina koje u holo strukturi koordiniraju
manganove(l]) ione. Vodikova veza izmedu His77 i Glu99 povezuje 04 i a5 zavojnice, dok veza
izmedu Asp8 i His103 povezuje al i a5 zavojnicu (Slika 9). Njihovo djelovanje zauzima oblik
trokuta unutar metalnog centra (Slika 27a). Rezultat navedenih vodikovih veza je ocuvanje
volumena metalnog centra (Slika 8). U holo strukturi aminokiseline Asp8, His77, Glu99 i His103
koordiniraju manganove(ll) ione koji povezuju zavojnice umjesto vodikovih veza. Manganovi(ll)
ioni omogucavaju priblizavanje aminokiselina prema unutra$njosti metalnog centra ¢ime se
smanjuje njegov polumjer vrtnje (Slika 8). Smanjen polumjer vrtnje metalnog centra moguce

potiCe stvaranje 1 stabilizaciju kation-r interakcije priblizavanjem Arg72 i Trp107.

Slika 27. Vodikove veze unutar metalnog centra apo strukture proteina MntR iz bakterije

Halalkalibacterium halodurans s ozna¢enom udaljenosti izmedu atoma Glu7:CD i Arg76:CZ.
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5.4. Dimerizacijska domena

Osim 04 zavojnice, nema znacajnih razlika u dimerizacijskim domena apo i holo strukture
proteina MntR. Lee i sur. (2019) predvidjeli su sedam vodikovih interakcija koje stabiliziraju
dimerizacijsku domenu (Tablica 1). Interakcije izmedu Asp97 1 Ser106 te Tyr119 i Tyr119 stabilne
su tijekom simulacije apo i holo strukture. Dvije navedene interakcije (Asp90 i Asp108, Glul22 i
Lys136) nisu prisutne u niti jednoj strukturi. Interakcije izmedu Asp115 i Asn137 pojavljuje se u
obje strukture, ali se njena zastupljenost razlikuje. U apo strukturi prisutna je u 10 % simulacije,
dok je u holo strukturi prisutna u oko 32 % simulacije. Posljednja interakcija izmedu GIn118 i

Asn137 nije prisutna u apo strukturi dok je u holo strukturi prisutna u otprilike 18,5 % simulacije.

5.5. DNA vezujuc¢a domena

DNA vezuju¢a domena holo strukture ima izrazeniji pozitivni elektrostatski potencijal od
DNA vezujuée domene apo strukture (Slika 23). Najintenzivniji pozitivan elektrostatski potencijal
odgovara poziciji aminokiselina Lys41, Lys45 i Lys48 na a3 zavojnici za koje se pretpostavlja da
vezu molekulu DNA (Slika 28) (Lee i sur. 2019). Pozitivan naboj uo¢ava se duz DNA vezujuce
domene prema metalnom centru holo strukture (Slika 23c). Ta promjena naboja nastaje zbog
vezanja manganovih(I1) iona koja potice orijentaciju negativnog naboja prema metalnom centru, a
pozitivnog naboja prema povrsini te moguce da predstavlja dio alosteri¢kog mehanizma kojime se

povecava afinitet proteina za DNA.
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Slika 28. DNA vezujuée domene prve replike holo strukture proteina MntR iz bakterije
Halalkalibacterium halodurans prikazane nakon 1,25 ps simulacije molekulske dinamike.
Prikazani su: (a) elektrostatski potencijal DNA vezuju¢e domene, (b) pozicija a3 zavojnice unutar
DNA vezuju¢e domene u odnosu na elektrostatski potencijal, (c) aminokiseline Lys41, Ly45 i

Lys48 unutar a3 zavojnice koje vezu molekulu DNA .
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6. Zakljucak

Vezanje manganovih(ll) iona u metalni centar proteina MntR doprinosi stabilnosti holo
strukture 1 omogucava medusobno priblizavanje a3 zavojnica DNA vezuju¢ih domena. Takva
konformacija holo strukture moze se vezati u dva susjedna velika utora molekule DNA i represirati
transkripciju ciljanih gena. Nekovalentna interakcija koja doprinosi kompaktnosti holo strukture je
kation-m interakcija izmedu Arg72 i Trp107. Ona je takoder potaknuta vezanjem manganovih(II)
iona ¢ime se smanjuje volumen metalnog centra te olakSava stvaranje i odrzavanje kation-m
interakcije. U apo strukturi volumen metalnog centra je veci §to potice Arg72 da se reorijentira
prema Asplll na a6 zavojnici dimerizacijske domene s kojim stvara vodikove veze. Stvaranje
vodikovih veza potic¢e inicijalni lom o4 zavojnice koja povezuje domene i razdvajanje DNA

vezujuc¢ih domena.

Lom o4 zavojnice preko vodikovih veza povlaéi al i a5 zavojnicu ¢ime se dodatno odvajaju
DNA vezuju¢e domene. Funkcija povezanosti triju zavojnica je odrzavanje volumena metalnog
centra koji je konstantan neovisno o vezanosti manganovih(Il) iona. Polumjer vrtnje metalnog
centra apo strukture iznosi 5,76 + 0,16 A, a holo strukture 5,21 = 0,04 A. U holo strukturi funkciju
povezivanja zavojnica provode manganovi(ll) ioni, dok se u apo strukturi stvaraju tri stabilne
vodikove veze. Vezanje manganovih(Il) iona takoder poti¢e promjenu elektrostatskog potencijala
na povrsini stanice. Potencijal DNA vezuju¢e domene holo strukture pozitivniji je od apo strukture.
NajizraZeniji pozitivan naboj odgovara poziciji aminokiselina Lys41, Lys45 i Lys48 za koje se
pretpostavlja da sudjeluju u vezanju negativno nabijene molekule DNA. Stabilizacija

dimerizacijske domene ne razlikuje se znacajno izmedu struktura.

Bioinformati¢ka analiza promotora gena mntA i operona mntBC pokazala je da se vezno mjesto
za protein MntR nalazi na poziciji 235-252 u promotorskoj regiji gena mntA te na poziciji 111-134

u promotorskoj regiji operona mntBC.
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9. Prilozi
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Slika P1. Promjena kuta y kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, Tyr75 i Met85, kuta § kojeg
zatvaraju aminokiseline Leu68, His77 i Met85 te udaljenosti atoma Arg72:CZ i Aspl11:CG
tijekom simulacije molekulske dinamike lanca A apo strukture. Plavom bojom oznacen je kut 6,
crvenom bojom kut vy, a crnom bojom udaljenost atoma Arg72:CZ 1 Aspl111:CG. Strelicama su

oznacene nagle promjene primije¢ene u jednom od kutova 1 udaljenosti.
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Slika P2. Promjena kuta y kojeg zatvaraju aminokiseline Leu68, Tyr75 1 Met85, kuta & kojeg
zatvaraju aminokiseline Leu68, His77 i Met85 te udaljenosti atoma Arg72:CZ i Aspll1l:CG
tijekom simulacije molekulske dinamike lanca A druge replike holo strukture. Plavom bojom
oznacen je kut 6, crvenom bojom kut v, a crnom bojom udaljenost atoma Arg72:CZ i Asp111:CG.

Strelicom je oznacena nagla promjena primijec¢ena u jednom od kutova i udaljenosti.



Slika P3. Spojen prikaz druge replike holo strukture proteina MntR iz bakterije Halalkalibacterium
halodurans dobivene nakon 1,25 us simulacije molekulske dinamike i molekule DNA u kojem se
jasno prikazuje nemoguénost vezanja proteina MntR u dva susjedna velika utora molekule DNA.

Strukture su spojene u programu VMD.



