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Bakterie wyksztalcity mechanizmy pozwalajace im zaadoptowanie si¢ do panu-
jacych warunkéw w zajmowanej przez nie niszy ekologicznej. Jednym z nich jest
mechanizm sygnalizatora zageszczenia (QS, ang. quorum sensing). Polega on na
kontrolowanej ekspresji genow w komoérkach bakterii zaleznej od stezenia czaste-
czek sygnatowych przez nie produkowanych. Czasteczki te po zwigzaniu ze swoim
receptorem doprowadzaja do aktywacji okreslonych genéw prowadzacych do pew-
nych zmian fenotypowych, takich jak produkcja czynnikow wirulencji lub synteza
czasteczek odpowiedzialnych za reakcje chemiluminescencji. Najpowszechniejszym
mechanizmem sygnalizatora zageszczenia jest system typu LuxI/LuxR, w ktérym
czasteczkami sygnalowymi sa acylowane laktony homoseryny (AHL).

Istnieja procesy, doprowadzajace do zablokowania dzialania mechanizmu sygna-
lizatora zageszczenia i kontrolowanej przez niego ekspresji gendw. Moga sie do tego
przyczyniac¢ inhibitory receptora, czyli czasteczki o budowie pozwalajacej im na silne
oddzialtywanie z miejscem wiazania receptora. Gdy inhibitor jest zwigzany z re-
ceptorem czasteczki AHL, nie majg mozliwosci doprowadzi¢ do aktywacji genéw.
Takie wlasnie zjawisko badatam w pierwszej cze$ci swojej pracy. Moim zadaniem
byto okreslenie, czy czasteczki plumbaginy i 3-chloroplumbaginy moga oddziatywacé
z miejscem wigzacym ligand receptora TraR bakterii Agrobacterium tumefaciens.
Monomer biatka TraR po zwigzaniu czasteczki sygnatowej OOHL dimeryzuje dzieki

czemu jest w stanie zwigzac sie z DNA w miejscu okreslanym jako kaseta tra i akty-



wowa¢ w ten sposob transkrypcje genéw odpowiedzialnych za transfer plazmidu Ti.
Plazmid Ti moze transfekowaé rogliny, zawiera DNA, ktore m.in. wywotuje chorobe
guzowatosé korzeni. W bakterii A. tumefaciens obecny jest system quorum sensing
Tral/TraR bedacy systemem typu LuxI/LuxR. Stosujac metode dokowan moleku-
larnych, wyliczytam Srednie energie wigzania plumbaginy i 3-chloroplumbaginy oraz
zaproponowatam modele, wedtug ktorych czasteczki te moga wiaza¢ sie do biatka
TraR.

Drugim rozpatrywanym przeze mnie sposobem blokowania mechanizmu sygnali-
zatora zageszczenia bylo jego wyciszanie (ang. quorum quenching). Polega ono na
niszczeniu czasteczek sygnatowych przez enzymy hydrolizujace ich wigzania. Enzy-
mem przeze mnie badanym byto biatko AiiO pochodzace z bakterii Ochrobactrum
sp., ktore hydrolizuje wigzanie w obrebie wigzania acylowego czasteczek AHL i kla-
syfikowane jest jako acylaza. W momencie rozpoczecia przeze mnie prac jego struk-
tura nie byla jeszcze znana, zatem zanim mogltam przystapi¢ do dalszych badan,
musiatlam okresli¢ jego strukture. W oparciu o sekwencje aminokwasows z uzyciem
programu I-TASSER wymodelowalam je, a nastepnie scharakteryzowalam, rozpo-
znajac je jako a/ 8 hydrolaze posiadajaca triade katalityczng Ser-Glu-His. Stosujac
metode MetaPocket, okreslitam potencjalne miejsce aktywne enzymu. W miedzy-
czasie zostala opublikowana struktura krystalograficzna tego biatka, jej poréwnanie
z moimi wynikami pokazalo, ze sa one zgodne ze strukturg uzyskana eksperymental-
nie. W tej samej publikacji zostata potwierdzona innego rodzaju aktywnos$¢ hydroli-
tyczna tego biatka, ktora nastepowala w obrebie pierscienia laktonowego czasteczek
AHL, co klasyfikuje enzym jako laktonaze. Dysponujac takimi informacjami oraz
modelem enzymu, obliczeniowo zbadatam jego oddzialywanie z czasteczkami AHL
oraz typ hydrolizy. Stosujac procedure Water-Swap, okreslitam swobodng energie
wigzania w obrebie kompleksu biatko AiiO-wybrane czasteczki AHL oraz udziat po-
szczegbdlnych reszt aminokwasowych w ich wigzaniu. Wykorzystujac dokowania mo-
lekularne, przebadalam szereg czasteczek AHL réznigcych sie miedzy soba budowa
(dtugosé tancucha oraz podstawnik w pozycji 3. tegoz tanucha). Zaobserwowatam,

ze mogy one przyjmowaé dwie istotne konformacje wzgledem triady katalitycznej



eksponujac grupe acylowa lub pierscien laktonowy. Te dwie konformacje teoretycz-
nie pozwalaja na zajécie reakcji w tych dwoch roznych miejscach, doprowadzajac
do powstania roznych produktéw obserwowanych w eksperymentach, charaktery-
stycznych dla, odpowiednio, acylazy lub laktonazy. Wykorzystujac czasteczki HHL
i OdDHL, ktore wg literatury sa najefektywniej hydrolizowane przez ten enzym,
przeprowadzitam dtugie symulacje dynamiki molekularnej przy uzyciu pakietu AM-
BER12. Pokazaly one dynamike czasteczek i ich oddzialywania z biatkiem w miejscu
aktywnym. W oparciu o nie przygotowatam uktady badawcze do symulacji reakcji
metoda QM /MM przebiegajacych wedtug zaproponowanych przeze mnie mechani-
zmoOw dzialania laktonazy i acylazy obejmujacych transfer protonu w obrebie triady
katalitycznej oraz atak nukleofilowy na odpowiedni wegiel substratu. Metoda ta
taczy symulacje metoda mechaniki molekularnej z obliczeniami kwantowymi wy-
konywanymi na wybranym zestawie atoméw. Pozwala na symulowanie przesuniec¢
atomow i obserwacje tworzacych sie i zrywanych wigzan oraz wywotanych przez nie
zmian energii potencjalnej. Dzieki temu bytam w stanie okresli¢, ze hydroliza w obre-
bie grupy acylowej jest malo prawdopodobna, poniewaz wymaga nieporéwnywalnie
duzych nakladéw energii w poréwnaniu z hydrolizg pierscienia laktonowego. Spo-
wodowane jest to brakiem odpowiedniej stabilizacji tworzacego sie w trakcie reakcji

uktadu tetraedrycznego.



