
Zastosowanie metod obliczeniowych w badaniach bakteryjnych

biaªek TraR i AiiO

Dominika Jankowska

Pracownia Symulacji Ukªadów Biomolekularnych,

Mi¦dzyuczelniany Wydziaª Biotechnologii UG-GUMed

Streszczenie pracy doktorskiej

Bakterie wyksztaªciªy mechanizmy pozwalaj¡ce im zaadoptowanie si¦ do panu-

j¡cych warunków w zajmowanej przez nie niszy ekologicznej. Jednym z nich jest

mechanizm sygnalizatora zag¦szczenia (QS, ang. quorum sensing). Polega on na

kontrolowanej ekspresji genów w komórkach bakterii zale»nej od st¦»enia cz¡ste-

czek sygnaªowych przez nie produkowanych. Cz¡steczki te po zwi¡zaniu ze swoim

receptorem doprowadzaj¡ do aktywacji okre±lonych genów prowadz¡cych do pew-

nych zmian fenotypowych, takich jak produkcja czynników wirulencji lub synteza

cz¡steczek odpowiedzialnych za reakcj¦ chemiluminescencji. Najpowszechniejszym

mechanizmem sygnalizatora zag¦szczenia jest system typu LuxI/LuxR, w którym

cz¡steczkami sygnaªowymi s¡ acylowane laktony homoseryny (AHL).

Istniej¡ procesy, doprowadzaj¡ce do zablokowania dziaªania mechanizmu sygna-

lizatora zag¦szczenia i kontrolowanej przez niego ekspresji genów. Mog¡ si¦ do tego

przyczynia¢ inhibitory receptora, czyli cz¡steczki o budowie pozwalaj¡cej im na silne

oddziaªywanie z miejscem wi¡zania receptora. Gdy inhibitor jest zwi¡zany z re-

ceptorem cz¡steczki AHL, nie maj¡ mo»liwo±ci doprowadzi¢ do aktywacji genów.

Takie wªa±nie zjawisko badaªam w pierwszej cz¦±ci swojej pracy. Moim zadaniem

byªo okre±lenie, czy cz¡steczki plumbaginy i 3-chloroplumbaginy mog¡ oddziaªywa¢

z miejscem wi¡»¡cym ligand receptora TraR bakterii Agrobacterium tumefaciens.

Monomer biaªka TraR po zwi¡zaniu cz¡steczki sygnaªowej OOHL dimeryzuje dzi¦ki

czemu jest w stanie zwi¡za¢ si¦ z DNA w miejscu okre±lanym jako kaseta tra i akty-
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wowa¢ w ten sposób transkrypcj¦ genów odpowiedzialnych za transfer plazmidu Ti.

Plazmid Ti mo»e transfekowa¢ ro±liny, zawiera DNA, które m.in. wywoªuje chorob¦

guzowato±¢ korzeni. W bakterii A. tumefaciens obecny jest system quorum sensing

TraI/TraR b¦d¡cy systemem typu LuxI/LuxR. Stosuj¡c metod¦ dokowa« moleku-

larnych, wyliczyªam ±rednie energie wi¡zania plumbaginy i 3-chloroplumbaginy oraz

zaproponowaªam modele, wedªug których cz¡steczki te mog¡ wi¡za¢ si¦ do biaªka

TraR.

Drugim rozpatrywanym przeze mnie sposobem blokowania mechanizmu sygnali-

zatora zag¦szczenia byªo jego wyciszanie (ang. quorum quenching). Polega ono na

niszczeniu cz¡steczek sygnaªowych przez enzymy hydrolizuj¡ce ich wi¡zania. Enzy-

mem przeze mnie badanym byªo biaªko AiiO pochodz¡ce z bakterii Ochrobactrum

sp., które hydrolizuje wi¡zanie w obr¦bie wi¡zania acylowego cz¡steczek AHL i kla-

sy�kowane jest jako acylaza. W momencie rozpoczecia przeze mnie prac jego struk-

tura nie byªa jeszcze znana, zatem zanim mogªam przyst¡pi¢ do dalszych bada«,

musiaªam okre±li¢ jego struktur¦. W oparciu o sekwencj¦ aminokwasow¡ z u»yciem

programu I-TASSER wymodelowaªam je, a nast¦pnie scharakteryzowaªam, rozpo-

znaj¡c je jako α/β hydrolaz¦ posiadaj¡c¡ triad¦ katalityczn¡ Ser-Glu-His. Stosuj¡c

metod¦ MetaPocket, okre±liªam potencjalne miejsce aktywne enzymu. W mi¦dzy-

czasie zostaªa opublikowana struktura krystalogra�czna tego biaªka, jej porównanie

z moimi wynikami pokazaªo, »e s¡ one zgodne ze struktur¡ uzyskan¡ eksperymental-

nie. W tej samej publikacji zostaªa potwierdzona innego rodzaju aktywno±¢ hydroli-

tyczna tego biaªka, która nast¦powaªa w obr¦bie pier±cienia laktonowego cz¡steczek

AHL, co klasy�kuje enzym jako laktonaz¦. Dysponuj¡c takimi informacjami oraz

modelem enzymu, obliczeniowo zbadaªam jego oddziaªywanie z cz¡steczkami AHL

oraz typ hydrolizy. Stosuj¡c procedur¦ Water-Swap, okre±liªam swobodn¡ energi¦

wi¡zania w obr¦bie kompleksu biaªko AiiO-wybrane cz¡steczki AHL oraz udziaª po-

szczególnych reszt aminokwasowych w ich wi¡zaniu. Wykorzystuj¡c dokowania mo-

lekularne, przebadaªam szereg cz¡steczek AHL ró»ni¡cych si¦ mi¦dzy sob¡ budow¡

(dªugo±¢ ªa«cucha oraz podstawnik w pozycji 3. tego» ªa«ucha). Zaobserwowaªam,

»e mog¡ one przyjmowa¢ dwie istotne konformacje wzgl¦dem triady katalitycznej
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eksponuj¡c grup¦ acylow¡ lub pier±cie« laktonowy. Te dwie konformacje teoretycz-

nie pozwalaj¡ na zaj±cie reakcji w tych dwóch ró»nych miejscach, doprowadzaj¡c

do powstania ró»nych produktów obserwowanych w eksperymentach, charaktery-

stycznych dla, odpowiednio, acylazy lub laktonazy. Wykorzystuj¡c cz¡steczki HHL

i OdDHL, które wg literatury s¡ najefektywniej hydrolizowane przez ten enzym,

przeprowadziªam dªugie symulacje dynamiki molekularnej przy u»yciu pakietu AM-

BER12. Pokazaªy one dynamik¦ cz¡steczek i ich oddziaªywania z biaªkiem w miejscu

aktywnym. W oparciu o nie przygotowaªam ukªady badawcze do symulacji reakcji

metod¡ QM/MM przebiegaj¡cych wedªug zaproponowanych przeze mnie mechani-

zmów dziaªania laktonazy i acylazy obejmuj¡cych transfer protonu w obr¦bie triady

katalitycznej oraz atak nukleo�lowy na odpowiedni w¦giel substratu. Metoda ta

ª¡czy symulacje metod¡ mechaniki molekularnej z obliczeniami kwantowymi wy-

konywanymi na wybranym zestawie atomów. Pozwala na symulowanie przesuni¦¢

atomów i obserwacj¦ tworz¡cych si¦ i zrywanych wi¡za« oraz wywoªanych przez nie

zmian energii potencjalnej. Dzi¦ki temu byªam w stanie okre±li¢, »e hydroliza w obr¦-

bie grupy acylowej jest maªo prawdopodobna, poniewa» wymaga nieporównywalnie

du»ych nakªadów energii w porównaniu z hydroliz¡ pier±cienia laktonowego. Spo-

wodowane jest to brakiem odpowiedniej stabilizacji tworz¡cego si¦ w trakcie reakcji

ukªadu tetraedrycznego.
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