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1. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla teoretyczna analiza interakcji bakteryjnych
metylotransferaz RNA z ich substratami i kofaktorami. Badanie to mialo pozwoli¢ na
ustalenie kluczowych dla interakcji ww. czasteczek reszt aminokwasowych oraz nukleotydow,
aby nast¢pnie blokowac¢ je opisywanymi nizej inhibitorami. Niektore z tych enzymow sa
odpowiedzialne za bakteryjna opornos¢ na antybiotyki MLSg, tylozyng lub aminoglikozydy,
powodowana przez metylacj¢ RNA w miejscu wigzania czasteczki danego antybiotyku.
W ramach niniejszej pracy zbadano kilka wybranych grup metylotransferaz RNA:

e metylotransferazy Erm wprowadzajace modyfikacje m°A2058 lub m®°A2058 w 23S
rRNA i odpowiedzialne za oporno$¢ bakterii na antybiotyki z grupy MLSs,

e metylotransferazy RIm wprowadzajace modyfikacje m'G745 lub m'G748 w 23S
rRNA i odpowiedzialne za opornos¢ bakteryjna na tylozyne,

e metylotransferazy Kam wprowadzajace modyfikacje m'A1408 w 16S rRNA

i odpowiedzialne za oporno$¢ bakterii na aminoglikozydy.

Dalszym celem, po analizie interakcji, byto poszukiwanie potencjalnych inhibitorow
poszczegdlnych metylotransferaz, ktore moglyby znies¢ bakteryjna opornos¢ na antybiotyki

powodowana przez ww. enzymy.
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opornosc¢ bakterii na antybiotyki.
2. Wstep

2.1. AntybiotykKi

Infekcje bakteryjne sa wielkim problemem trapiacym ludzkos¢. Takie choroby jak
dzuma (wywotywana przez Yersinia pestis) czy cholera (Vibrio cholerae) byty swego czasu
jednymi z najgrozniejszych chorob zakaznych [1, 2]. Réwniez bakterie z rodzaju
Mycobacterium sa odpowiedzialne za wiele ludzkich choréb m.in. trad (wywotywany przez
M. leprae) czy gruzlice (wywotywana przez M. tuberculosis) [3, 4]. Z kolei Helicobacter
pylori to bakteria kolonizujaca ludzki uktad pokarmowy, powodujaca wrzody oraz niezyt
zotadka, a takze przyczyniajaca si¢ do rozwoju raka zotadka [5]. Streptococcus pneumoniae,
Gram-dodatnia bakteria tlenowa powoduje zachorowania na zapalenie opon moézgowo-
rdzeniowych u matych dzieci a u dorostych prowadzi¢ moze ponadto do zapalenia stawow
czy otrzewnej. Powszechnym problemem sa Gram-dodatnie bakterie Staphylococcus aureus.
Wystepuja one w jamie nosowo-gardlowej oraz skorze ludzi i zwierzat [6]. Ich nosicielstwo
u personelu medycznego ma duzy wplyw na czgste zakazenia szpitalne.

Pojecie ,,antybiotyk" zostalo wprowadzone przez Waksmana [7]. Okre$la si¢ nim
zwiazek wytwarzany przez mikroorganizmy i majacy wptyw na inne drobnoustroje przez
hamowanie ich procesu namnazania sig¢, badz tez przez ich bezposrednie zabijanie.
Produkowane sa réwniez antybiotyki pdisyntetyczne bazujace na naturalnych oraz w pelni
syntetyczne.

Poczatki antybiotykow sigegaja 1929 roku, kiedy Aleksander Fleming zaobserwowal,
ze grzyb Penicillium notarium wptywa hamujaco na wzrost bakterii Streptococcus [8]. Mimo,
ze penicylina zostata uznana za cudowny lek, juz sam jej odkrywca przestrzegat, przed
nadmiernym stosowaniem jej w praktyce medycznej. Jego sugestia nie zostala niestety
wzigta pod uwage przez lekarzy ani w przypadku penicyliny, ani innych antybiotykow, co
z kolei doprowadzito do licznych przypadkow wytworzenia przez bakterie opornosci na te
leki.

W obecnych czasach duzym problemem jest uodparnianie si¢ bakterii na antybiotyki,
przez co coraz wigksza grupa lekéw staje si¢  bezuzyteczna w walce

z opornymi szczepami bakterii. Opornos¢ mikroorganizméw na antybiotyki jest zjawiskiem
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obserwowanym od potowy wieku, jednak w ciagu ostatnich Kilkunastu lat odnotowano jego
znaczne nasilenie, zwlaszcza w przypadku szczepow patogennych.

Coraz czesciej terapie infekcji bakteryjnych antybiotykami, ktore dotychczas byty
stosowane rutynowo sa nieskuteczne. Nawet pomimo znacznego rozszerzenia repertuaru
dostepnych antybiotykéw, aktualna sytuacja epidemiologiczna w zakresie lekoopornosci
wielu grup patogendéw ulegta drastycznemu pogorszeniu. Co wigcej, niepokojaco zwigksza sie
liczba izolowanych szczepow posiadajacych jednoczesnie determinanty opornosci na kilka
glownych klas antybiotykow. W takiej sytuacji niezwykle waznym zadaniem dla
wspotczesne] medycyny staje si¢ z jednej strony zracjonalizowanie wykorzystywania
dostepnych antybiotykow tak, aby zminimalizowaé procesy rozpowszechniania si¢ genow
opornosci, a z drugiej odbudowanie szerokiego repertuaru skutecznych lekow
antybakteryjnych, umozliwiajacych terapi¢ zakazen szczepami wieloopornymi.

Istnieje kilka glownych mechanizmow wytwarzania oporno$ci na antybiotyki
u bakterii [9-12]. Zaliczamy do nich m.in.:

e inaktywacje antybiotyku przez enzymy modyfikujace czasteczki antybiotykow.
Przyktadem inaktywnacji antybiotyku przez jego rozklad sa penicylinazy
zaobserwowane u S. aureus. Hydrolizuja one wigzania amidowe w penicylinach.
Antybiotyk moze tez by¢ inaktywowany przez modyfikacje chemiczna czasteczki
antybiotyku (np. fosforylacj¢), przez co zmienione zostaja jego wilasciwosci 1 nie
wiaze sig¢ on do swojego celu (np. oporno$¢ na aminoglikozydy u E. coli);

e zwiazanie antybiotyku przez biatko bakteryjne (np. penicylin przez oporne szczepy
S. aureus);

e pompy biatkowe usuwajace antybiotyk z komorki bakteryjnej (np. usuwanie
tetracyklin z E. coli);

e modyfikacj¢ docelowego miejsca dzialania antybiotyku — sprawiajaca, ze antybiotyk
jest niezdolny do rozpoznania celu i tym samym nieskuteczny. To na tym
mechanizmie skupia si¢ niniejsza praca, a konkretnie na enzymach modyfikujacych

rybosomalne RNAw celu uzyskania opornosci.

Modyfikacja 23S rRNA zwiazana z opornos$cia na antybiotyki z grupy MLSg (grupa
antybiotykow makrolidy-linkosamidy-streptogramina B - szerzej omdéwiona w dalszej czgsci

pracy) zostala po raz pierwszy zaobserwowana w badaniach nad Strepfococcus oraz
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Staphylococcus [13]. Streptokoki wykazuja rowniez powszechna opornos$¢ na penicyling oraz
tetracykliny. Natomiast u stafylokokéw stwierdzono oporno$¢ na aminoglikozydy [9].
Opornos¢ na antybiotyki oddzialujace na rybosom jest nabywana przez szczepy
patogenne glownie poprzez mechanizm transferu horyzontalnego plazmidéw (czasteczek
DNA wystepujacych w komorce poza chromosomem 1 zdolnych do autonomicznej
replikacji) ze szczepdéw uodpornionych do szczepow nie posiadajacych odpornosci na dany
antybiotyk. Istnieja takze przypadki, gdzie oporno$¢ pojawia si¢ jako efekt spontanicznej

mutacji w rRNA.

2.2. Makrolidy

Makrolidy to antybiotyki o dziataniu bakteriostatycznym. Ich nazwa wywodzi si¢ ze
stow ,,makro” (duzy) i ,,0ligo” (lakton), poniewaz czasteczki tych antybiotykow maja 12-16
atomowy rdzen laktonowy. Najcze$ciej wykorzystywane klinicznie sa makrolidy zawierajace
14-, 15- oraz 16-cztonowy pierscien laktonowy podstawiony zazwyczaj dwoma lub wigcej
cukrami. Przyktady niektorych makrolidéw oraz ketolidow zostaty przedstawione na Ryc.1.
Zobrazowane zostaty rowniez przyktadowe antybiotyki z pozostatych cztonkéw grupy MLSp
tj. linkozamidow oraz streptogramin (Ryc.2). Makrolidy z 14-czlonowym pierscieniem
laktonowym (m.in. erytromycyna) zawieraja 3 podstawowe elementy strukturalne, tj.:
pierscien laktonowy oraz reszty cukrowe dezozaminy i kladynozy. Azytromycyna ma
15-czlonowy pierScien, powstaly w wyniku wlaczenia do pierScienia laktonowego
erytromycyny grupy aminowej. Najnowszym rodzajem stosowanych makrolidow sa ketolidy,
ktore zamiast bocznego pierScienia aromatycznego zawieraja grupe ketonowa przy weglu C3,
a pozycje 11 oraz 12 potaczone zostalty w pierScien heterocykliczny [14]. Celem dzialania

antybiotykow makrolidowych jest rybosom bakteryjny omawiany w kolejnym podrozdziale.
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Ryc. 1 Od gory Erytromycyna (A) jako przyktad makrolidu z 14-cztonowym pier§cieniem laktonowym,

azytromycyna (B) — makrolid zawierajacy pierscien 15-cztonowy oraz telytromycyna (C) — jako przyktad
ketolidu.
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Ryc.2 Od goéry — klindamycyna jako przedstawiciel linkozamidow oraz virginiamycyna M jako lek z grupy

streptogramin B.

2.2.1. Rybosom jako cel dla makrolidow

Rybosom jest makromolekularnym kompleksem, ktory przepisuje informacje
zakodowang w mRNA na biatka [15]. Proces ten jest kluczowy dla wszystkich zyjacych
komorek i to wilasnie rybosom bakteryjny jest celem wielu antybiotykow [15]. Roznice
w budowie rybosoméw prokariontéw i eukariontdow sa podstawa stosowania antybiotykow,
gdyz blokuja translacje tylko u tych pierwszych. Dzigki temu mozna stosowac antybiotyki
bez ryzyka, ze zablokuja one translacje w ludzkim rybosomie.

Rybosom u prokariontéw sktada si¢ z dwoch podjednostek: 30S oraz 50S, o réznych

wspotczynnikach ~ sedymentacji.  Mniejsza  podjednostka  (30S)  zlozona  jest

11
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z 16S rRNA oraz okoto 20 biatek rybosomalnych (oznaczanych S1-S20). Z kolei duza
podjednostka  (50S) sktada si¢ z dwoch czasteczek rRNA: 5S oraz 23S,
a takze z ponad 30 biatek rybosomalnych (oznaczanych L1-L36) [16].

Kazda z podjednostek rybosomu pelni okreslona funkcje podczas syntezy biatek.
Mata oddzialuje z mRNA 1 odczytuje informacje genetyczna. Duza podjednostka zawiera
m.in. transferaze peptydylowa, ktora katalizuje tworzenie wiazania peptydowego migdzy
kolejnymi aminokwasami w tworzonym fancuchu polipeptydowym [17]. W miejscu styku
podjednostek znajduja si¢ miejsca przylaczania tRNA E, P oraz A, odpowiadajace za
przebieg translacji. W miejscu P zaczyna si¢ translacja od zwigzania kodonu startowego
(najczegsciej] AUG) w mRNA. Do miejsca A, w ktorym w trakcie translacji znajduje si¢
kolejny kodon mRNA, przylaczane sa komplementarne antykodony tRNA zwiazane
z odpowiadajacymi kodonowi aminokwasami. tRNA w miejscu P i A sa polozone tak
blisko siebie, ze pozwalaja na utworzenie wigzania peptydowego mig¢dzy potozonymi w nich
resztami aminokwasowymi. Lancuch mRNA przesuwa si¢ z miejsca P do E oraz z A do P.
Dzigki temu tRNA z miejsca E jest uwalniane, a do miejsca A wiaze si¢ kolejne tRNA
z aminokwasem. Po udanym dodaniu kazdego kolejnego aminokwasu, tancuch peptydowy
jest przesuwany przez tunel nad miejscem P prowadzacy na zewnatrz duzej podjednostki.
Translacja konczy si¢ wraz z napotkaniem kodonu STOP, ktéry powoduje terminacjg
procesu, uwolnienie wytworzonego biatka oraz rozdzielenie si¢ podjednostek rybosomu.

Wraz ze wzrostem mozliwosci metod zwiazanych z badaniem struktur bioczasteczek
(gtownie krystalografii rentgenowskiej oraz NMR) w ostatnich latach znacznie zwigkszyla
si¢ liczba dostgpnych struktur rybosomoéw bakteryjnych. W chwili obecnej metody
krystalograficzne daja mozliwo$¢ badania struktury tych makromolekul z rozdzielczo$cia
nieco powyzej 2 A [18].

Rybosom bakteryjny jest celem dla bardzo wielu antybiotykow. Na przykiad do
podjednostki 16S rRNA =z 30S wiaza si¢: tetracykliny, paktamycyna oraz liczne
aminoglikozydy (np. streptomycyna, paromycyna, apramycyna) [19, 20]. Do podjednostki
50S w 23S rRNA antybiotyki wiaza si¢ glownie w centrum aktywnym transferazy
peptydylowej [21]. W ww. centrum wiaza si¢ m.in. omawiane w niniejszej pracy antybiotyki

z grupy MLSg [22].
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Tabela 1. Wybrane struktury antybiotykéw z grupy MLSg zwiazane do rybosomow.

Organizm Typ zwiazanego Nazwa antybiotyku Kod PDB  Cytowanie
antybiotyku

makrolid erytromycyna 1Jz2Y [23]
duza podjednostka telytromycyna 1P9X 14
Deinococcus : . .yt e [14]
radiodurans linkozamid klindamycyna 1JZX [23]
streptogramina dalfoprystyna 1SM1 [24]
kwinuprystyna 1SM1 [24]
azytromycyna 1IM1K [25]
. karbomycyna A 1K8A 26
duza podjednostka makrolid - yey [26]
Haloarcula spiramycyna 1KD1 [27]
marismortui tylozyna 1K9M [28]

streptogramina virginiamycyna M 1YIT [22,26]

Wspomniane struktury daly mozliwos¢ obserwacji specyfiki wigzania si¢
poszczego6lnych antybiotykéow do réznych rybosoméw, umozliwiajac tym samym dalsze

badanie opornosci bakterii na antybiotyki.

2.2.2. Dzialanie makrolidow

Dziatanie makrolidow polega na zwiazaniu si¢ z podjednostka 50S rybosomu bakterii
I unieczynnieniem rRNA, powodujacym przedwczesne zakonczenie syntezy tancucha
peptydowego (zahamowanie translokacji peptydylotransferazy) [27].

Zaobserwowano, Ze miejscem wigzania si¢ antybiotykéw z grupy makrolidow jest
gleboka bruzda w duzej podjednostce rybosomu bakteryjnego, znajdujaca si¢ blisko tunelu
wyjsciowego dla tworzonych tancuchow peptydowych [28, 29].

Istotng specyfika dziatania makrolidow jest to, ze wiaza si¢ one we wspomnianegj
bruzdzie do adenozyny A2058 (numeracja Escherichia coli) [30], konserwowanej wsrdd
prokariontéw [31]. Modyfikacja tego nukleotydu powoduje utrat¢ powinowactwa
antybiotykdw MLSp do miejsca wiazania, co omawiane jest szerzej w dalszej cze$ci pracy.
Natomiast u eukariontow w miejscu tym znajduje si¢ guanozyna, co sprawia, ze makrolidy
nie hamuja u tych organizmow translacji i nie sa toksyczne dla ludzi.

Zwiazany makrolid bezposrednio nie blokuje syntezy biatka, ale uniemozliwia

rozbudowe tancucha peptydowego tak, ze po syntezie kilku aminokwaséw tworzony tancuch
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nie ma dokad si¢ przesuna¢ i translacja ulega zahamowaniu. W przypadku obecnosci
makrolidow z pierscieniem 14- oraz 15-cztonowym rybosomy bakteryjne sa nadal zdolne do
produkcji krétkich peptydow [30]. W krysztatach rybosomow bez zwiazanych antybiotykow
z grupy makrolidow zasada A2103/A2062 (H. marismortui/E. coli) jest rownolegla do $ciany
tunelu. Natomiast w obecnos$ci makrolidow z pierScieniem 16-cztonowym ww. zasada
dokonuje reorientacji o niemal 90 stopni, blokujac wejscie do tunelu [31]. Makrolidy, wiazac
si¢ w tunelu, kieruja pierscien laktonowy (hydrofobowy) do $rodka tunelu, eksponujac czgs¢
hydrofilowa na zewnatrz [30].

Jako przyktad mechanizmu dzialania antybiotykéw z grupy MLSg postuza makrolidy
z pierScieniem 14-czlonowym. Jak zostalo wspomniane w poprzednim podrozdziale
zawieraja one trzy podstawowe elementy strukturalne: pierscien laktonowy i reszty cukrowe
dezozaminy i kladynozy. Reaktywne grupy dezozaminy oraz pierScienia laktonowego
posrednicza w tworzeniu wigzan wodorowych makrolidow z centrum transferazy
peptydylowej. Grupa 2'OH dezozaminy tworzy wiazania wodorowe z trzema atomami
czasteczki TRNA: N6 i N1 w A2058 oraz z N6 w A2059. Na rycinie 3 zobrazowana jest
erytromycyna zwiazana do rybosomu bakteryjnego na dnie tunelu, przez ktéry uwalniane sa
biatka. Mimo pewnych drobnych réznic strukturalnych wzgledem siebie makrolidy wiaza si¢
do rRNA w podobny sposob.

Ketolidy wykazuja wyzsze powinowactwo do rybosomu bakteryjnego od klasycznych
makrolidow, co wynika m.in. z tego, ze oprocz interakcji z A2058, wiaza si¢ z helisa 35
wystepujaca w domenie II w 23S rRNA [32-34]. Z faktu tego wida¢ wyraznie, ze domeny 11
oraz V potozone sa w przestrzeni trojwymiarowej blisko siebie. W poréwnaniu z sita
wiazania si¢ erytromycyny do 23S rRNA [23], wiazanie si¢ telytromycyny jest mniej
utrudnione w przypadku modyfikacji A2058 wiasnie ze wzgledu na dodatkowe interakcje
z domena I1 23S rRNA [35].

Linkozamid - klindamycyna wiaze si¢ na dnie tunelu wzdhuz jego osi. Jezeli za$
chodzi o antybiotyki streptograminowe, to na przyklad virginiamycyna M wiaze si¢ na
poczatku tunelu (miejsca A oraz P) [36, 37].

Bliskos¢ potozenia fragmentow II oraz V domeny 23S rRNA, a takze relatywnie
nieduzy rozmiar antybiotykow z grupy makrolidow w poréwnaniu do czasteczki rybosomu

sugeruje, iz antybiotyk dziala na juz ztozonej strukturze rybosomu [38].
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Tunel w centrum syntezy
biatek w rybosomie

Czasteczka erytromycyny
adenozyna 2058

Ryec. 3 Erytromycyna zwiazana w $rodku 23S rRNA w rybosomie E. coli [39].

2.2.3. Zastosowania makrolidow

W praktyce klinicznej makrolidy stanowia niezwykle cenna grupe antybiotykow ze
wzgledu na szerokie spektrum przeciwbakteryjne, niewielka liczbg dzialan niepozadanych

oraz wygodne dawkowanie. Antybiotyki makrolidowe sa stosowane m.in. jako leki
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pierwszego rzutu w leczeniu zakazen drog oddechowych, skory i tkanek migkkich [40, 41].
Makrolidy charakteryzuja si¢ doskonala penetracja do wngtrza komorek, a obok aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej wykazuja réwniez dziatanie przeciwzapalne [42].

Makrolidy sa bardzo dobrze tolerowana przez organizm grupa antybiotykéw [43]. Sa
one naturalnym produktem metabolizmu szczepoéw bakterii z grupy actinomycete [44].
Przyktadem moze by¢ erytromycyna A, ktora zostata wprowadzona klinicznie w 1953 roku.
Jest ona pierwszym stosowanym antybiotykiem z grupy makrolidow. Jej naturalnym
producentem jest Streptomyces erythraeus [45]. Erytromycyna A zawiera 14-elementowy
pier§cien aromatyczny.

Telytromycyna jest pierwszym z ketolidow zatwierdzonym do uzytku klinicznego
[46], a przepisywanym w leczeniu infekcji oddechowych powodowanych przez patogeny
Streptococcus [47]. Sa one skuteczniejsze od klasycznych makrolidow przy infekcjach
powodowanych przez bakterie Gram-dodatnie. Niemniej odnotowano juz przypadki szczepow
opornych, m.in. S. aureus. Mozna zatem przyjaé, ze pojawienie si¢ opornosci w przypadku
ketolidow jest kwestia czasu. Monometylacja nukleotydu A2058 wptywa w niewielkim
stopniu na dziatanie telytromycyny, natomiast dimetylowanie wspomnianego nukleotydu

prowadzi do opornosci.

2.3. Mechanizmy opornosci na makrolidy

W latach 50-tych, krétko po wprowadzeniu erytromycyny zaobserwowano
wystepowanie mechanizméw opornos$ci u bakterii [48]. Stwierdzono, ze koncentracja
erytromycyny, przy ktérej nastgpuje opornos¢ to 10-100 ng/l 1 jest obserwowana juz po 40
minutach od poddania komoérek dziataniu antybiotyku [49].

Powszechne wystgpowanie opornosci na antybiotyki u bakterii osiagngto staty
poziom ok. 40% we wczesnych latach 60-tych [50]. Fenotyp ten jest popularny zaréwno
wsrod Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych bakterii [51].

Zaskakujacy jednak byl fakt, 1z mechanizm oporno$ci bakterii na erytromycyneg
powodowat nie tylko brak dziatania innych antybiotykow z grupy makrolidow, ale takze
niespokrewnionych z nimi chemicznie lekow: linkozamidow oraz streptograminy B [52].
Zjawisko to zostalo zaobserwowane najpierw u szczepu S. aureus [53] i nazwane zostato
fenotypem opornosci MLSp. Antybiotyki z tej grupy sa efektywne glownie przeciwko

bakteriom Gram—dodatnim oraz beztlenowcom [52]. Powyzsza grupa antybiotykow jest
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bardzo liczna i zawiera:
e makrolidy m.in.: karbomycyng, klarytomycyng, erytromycyneg, spiramycyn¢ oraz
tylozyne;
e linkozamidy m.in.: klindamycyng, linkomycyng;
e streptograminy m.in.: wirginiamycyng M, streptograming B.

Wiadomo rowniez, ze antybiotyki ze wszystkich trzech rodzin wspomnianej grupy
MLSg wiaza si¢ do tego samego miejsca w podjednostce S0S rybosomu [22].

Istnieja trzy mechanizmy oporno$ci bakteryjnej na antybiotyki z grupy MLSg:
aktywne usuwanie antybiotyku z komorki, enzymatyczna inaktywacja antybiotyku oraz
modyfikacja miejsca wiazania antybiotyku. Niniejsza praca skupia si¢ na ostatnim
z wymienionych mechanizméw, poniewaz jest to najczgéciej stosowany mechanizm
opornosci na antybiotyki z grupy MLSg.

W szczepach opornych nawet niewielka ekspozycja na dziatanie antybiotykow
z grupy MLSg powoduje produkcj¢ enzymu — metylotransferazy Erm — omawianego szerzej
w dalszej czeSci niniejszej pracy. Erm przeprowadza modyfikacj¢ miejsca wiazania
antybiotykdw z grupy MLSg — powoduje metylacj¢ w pozycji N1 adenozyny A2058
(numeracja E. coli), doprowadzajac do opornosci na wyze] wymienione antybiotyki.
Stwierdzono, ze juz pojedyncza metylacja wyzej wspomnianej A2058 u E. coli powoduje
oporno$¢ [31, 54]. W Gram-dodatnich bakteriach adenozyna 2058 jest modyfikowana do
mono- lub dimetylowanej adenozyny (m°A lub m®°A). Tymczasem w przypadku bakterii
Gram-ujemnych spotykana jest tylko postaé m°A.

Antybiotyki z grupy MLSg, oddziatuja z modyfikowana przez ErmC' adenozyna
2058 [13, 38, 55]. Znaczenie w wiazaniu niektorych antybiotykow maja réwniez biatka L4
oraz L.22 [56-58]. Stwierdzono, Ze niektére substytucje aminokwasowe w L[4 i L22 moga
potegowac opornos¢ [57]. Natomiast delecja reszt aminokwasowych 82-84 (MKR) w biatku
L22 wplywa na jego potozenie wzgledem biatka L4 oraz tunelu wigzania si¢ antybiotyku,
poszerzajac wejscie do tunelu [22]. Powyzsze poszerzenie tunelu sprawia, ze odlegtosé
niektorych antybiotykow od biatka L22 jest zbyt duza, aby powstato migdzy nimi wiazanie,
ktore stabilizowatoby antybiotyk w polozeniu w $rodku tunelu [58]. Nie zmienia to jednak
faktu, ze w przypadku potaczenia zmetylowanego rRNA z biatkami z organizmow
wrazliwych na antybiotyki, oporno$¢ nadal wystepowata [30], co podkresla kluczowos¢

metylacji A2058.
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Wspomniana adenozyna w pozycji 2058 okazuje si¢ by¢ konserwowana u wszystkich
bakterii typu dzikiego [38]. Stwierdzono takze konserwacje¢ parowania typu Watson-Crick
u pary 2057-2611, niemniej juz same nukleotydy tworzace t¢ parg nie sa az tak istotne jak
sama obecno$¢ wyzej wspomnianego parowania [55].

Mimo mocne] konserwacji sa spotykane mutacje A2058 wspomagajace wiele
szczepOw bakterii w walce z antybiotykami. Wykazano jednak, ze mutanty te powoduja
mniejsza stabilno$¢ rybosomu, przez co w przypadku braku antybiotykdw w roztworze,
utrzymywanie tego typu zmiany jest dla bakterii bardzo niekorzystne.

Gatunki bakterii Gram-dodatnich z grupy Actinomycetes produkuja wigkszos¢ ze
znanych antybiotykow, wiazacych si¢ z rybosomem bakteryjnym [59] Aby chroni¢ sig przed
wytwarzanymi przez siebie antybiotykami, ich producenci posiadaja gam¢ mechanizmow
obronnych, z ktorych wiele zostato zaadaptowane przed bakterie patogenne.

Makrolidowy antybiotyk — tylozyna byl szeroko stosowany w weterynarii, jako
dodatek do zywnos$ci majacy na celu zwigkszenie wzrostu bydta oraz jako lek przeciwko
dyzenterii 1 chorobom ukladu oddechowego u wielu zwierzat hodowlanych [60].
Producentem tylozyny jest bakteria Gram-dodatnia Streptomyces fradiae, ktora chroni sig¢
przed dzialaniem tego antybiotyku przez ekspresj¢ determinantdow opornosci tlrA, tlrB, tlrC
i tlrtD [61]. Gen tlrB odpowiada za produkcje metylotransferazy RImA(II) (dawniej
nazywanej TIrB), modyfikujacej G748 w 23S rRNA [62]. Tylozyna dziala przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim. Co ciekawe, w innych niz Streptomyces bakteriach
Gram-dodatnich oraz w przypadku bakterii Gram-ujemnych oporno$¢ nie jest obserwowana
mimo metylacji G748. Sugeruje to istnienie dodatkowego czynnika niezbgdnego do
zaistnienia oporno$ci. Okazalo sig, ze modyfikacja G748 w synergii z metylacja A2058
prowadzi do oporno$ci na tylozyng [63]. Ten synergistyczny mechanizm jest zauwazalny dla
makrolidow, posiadajacych cukry w zakresie od 5- do 14- pozycji pierscienia
makrolaktonowego (tylozyny oraz mykanamycyny). Natomiast u innych antybiotykow z tej
grupy, np. karbomycyny, spiramycyny czy erytromycyny, posiadajacych inne potozenia
cukrow synergia modyfikacji nukleotydéw nie zachodzi.

Nukleotydy z petli transferazy peptydylowej 23S rRNA (G2057, A2058, A2059,
A2062, C2611) biora udzial w wiazaniu lekéw MLSg (Ryc.4). W obecnos$ci antybiotykow
chronione sa przed modyfikacja rozne nukleotydy w zaleznosci od uzytego leku,

uniemozliwiajac bakterii wprowadzenie modyfikacji powodujacej opornos¢, jesli antybiotyk
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juz si¢ zwiazal. W przypadku erytromycyny chronione sa A2058 i A2059, a karbomycyny —
A2058, A2059 i A2062 [64]. Z kolei linkomycyna chroni A2058, natomiast klindamycyna,
oprocz ww. adenozyny, rowniez A2059 [65]. Roznice te pokazuja wyraznie, ze migdzy
antybiotykami z grupy MLSg istnieje istotne podobienstwo w ich miejscu wigzania do

rybosomu, niemniej nie sa to miejsca identyczne [66].

C2611 erytromycyna

NGB, Y

A2062

Ryc. 4 Nukleotydy w rybosomie E. coli bedace w interakcjach z antybiotykami MLSB i erytromycyna [39].

2.4. Metylotransferazy

Metylotransferazy sa enzymami przenoszacymi grupg metylowa (-CHs) z donora tej
grupy zwanego tez kofaktorem, do akceptora — w omawianych w niniejszej pracy
przypadkach jest to rRNA bakteryjne. Najczgsciej spotykanym donorem grupy metylowej jest
S-adenozylo-L-metionina (zwana inaczej AdoMet). Po odtaczeniu grupy metylowej od
AdoMet przeksztatcany jest on w S-adenozylo-homocysteing w (AdoHcy) [67].

Mimo  wspdlnego  kofaktora, = mechanizm transferu  grupy metylowej
U metylotransferaz nie jest konserwowany. Nie wida¢ rowniez wyraznej konserwacji
sekwencji pomigdzy poszczegdlnymi rodzinami metylotransferaz. Konserwowany jest tylko
rejon wiazania AdoMet [24].
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2.4.1. Metylotransferaza ErmC'

Geny kodujace metylotransferazg ErmC' nosza nazwg erm (ang. erythromycin
ribosome methylation). W latach 90- tych stwierdzono wystgpowanie okolo trzydziestu
genow erm pochodzacych z roéznych zrdédet, zardowno wsrdéd patogendéw jak i1 naturalnych
producentow antybiotykéw. Geny kodujace ten enzym oraz jego homologi sa obecne
u wigkszosci szczepow S. aureus przejawiajacych oporno$¢ na antybiotyki z grupy MLSg
[30]. Swiadczy to o tym, jak istotnym czynnikiem dla Zycia komorki jest obecno$é¢ tych
enzymow.

Metylotransferazy z rodziny Erm przeprowadzaja posttranskrypcyjna metylacje
adenozyny A2058 (numeracja E. coli) w pozycji N6 przez co antybiotyki z grupy MLSp
traca zdolno$¢ wiazania si¢ do niej [30, 45]. Kofaktorem przeprowadzanej reakcji metylacji
jest AdoMet. Nukleotyd A2058 jest obecny we wszystkich sekwencjach bakteryjnych.
Znajduje si¢ on w petli transferazy peptydylowej utworzonej przez 5 helis potaczonych
mocno konserwowanymi rejonami jednoniciowymi.

Przeprowadzona analiza ewolucyjna [52] sugeruje, Ze metylotransferazy rRNA
u bakterii Gram-dodatnich cocci, Bacillus licheniformis oraz u Actinomycetes wystgpuja od
bardzo dawna, a transfer genu erm nastgpuje horyzontalnie migdzy roznymi bakteriami.

Eksperymenty ze znakowana adenozyna 2058 wykazuja, ze modyfikacja na tym
nukleotydzie dokonywana jest przez enzym przed ztozeniem rybosomu [51].

Badania za pomoca DMS (ang. Dimethyl Sulfate) wykazaty, ze ErmC' chroni niektore
nukleotydy w domenie V 23S rRNA. Sa to rejony 2033-2049, 2085-2089 oraz kilka helis.
Czg$ciowo chroniona jest tez petla spinki w zakresie 2060-2067 zawierajaca trzy nastgpujace
po sobie adenozyny [52].

Przeprowadzono rowniez badania wujawniajace, iz enzym ErmC' wystepuje

W roztworze w postaci monomerycznej [68].

2.4.1.1. Mechanizm reakcji przeprowadzanej przez ErmC'

Dimetylacja N6, N6 przeprowadzana przez metylotransferazy z rodziny Erm jest
ztozona z dwoch nastgpujacych po sobie reakcji [69]. W pierwszej z nich grupa metylowa
transportowana jest na atom N6 zasady A2058 tworzac monometylowany produkt posredni.

Weczesniej przypuszczano, ze moze istnie¢ sytuacja, w ktdrej po etapie monometylacji enzym
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jest uwalniany 1 wiaze si¢ po raz drugi z nizsza specyficznoscia. W rzeczywistosci okazato
si¢, ze niezmetylowany substrat wiaze si¢ z taka sama specyficznoscia jak monometylowany.
Kinetyki obu wiazan sa bardzo zblizone. Rozwazania te sugeruja, ze metylacja N6 A2058 nie
wptywa na strukturg drugo- i trzeciorzgdowa substratu, a powinowactwo enzymu do RNA
po pierwszym etapie reakcji nie zmienia si¢. Omawiane procesy zobrazowane sa ponize;j:

1. 23S rRNA + AdoMet — (m°Ade)-23S rRNA + AdoHcy

2. (m°Ade)-23S rRNA + AdoMet — (m>®Ade)-23S rRNA + AdoHcy

2.4.1.2. Wymagania odnosnie substratu dla ErmC'’

Zdefiniowana  zostata  struktura motywu RNA  rozpoznawanego przez
metylotransferazy Erm [70]. Miejsce wiazania si¢ metylotransferazy ErmC' znajduje si¢
w domenie V 23S rRNA[71, 72].

Poczatkowo w poszukiwaniu minimalnego substratu [30] skupiono si¢ na catlej
domenie V 23S rRNA liczacej 625 nukleotydow. Stwierdzono, ze w przypadku mniejszych
fragmentow rRNA mogacych by¢ substratami dla enzyméw Erm, metylacja zachodzi
W nieco mniejszym stopniu, niz w stosunku do catej domeny V [73]. Rezultat ten
zasugerowal, ze musi istnie¢ wiele specyficznych oddzialywan w domenie V, ktore
w przypadku znacznej czgsSci testowanych substratow zostaty utracone. Przebadano 187
oligonukleotydow w celu identyfikacji substratu majacego reprezentowa¢ metylowane przez
ErmC' 23S rRNA [74]. Zastosowano tu selekcje negatywna, sprawdzajac jakie zmiany
w rRNA spowoduja brak oddzialywania z bialkiem. Poczatkowym substratem byt 72-
nukloetydowy odcinek RNA, bedacy helisa 73 z 23S rRNA z dodanym fragmentem petli
zawierajacym modyfikowana zasade. Mutacja A2060C zmniejsza 10-krotnie stopien
metylacji. Podobny efekt wywoluje rowniez podstawienie innych niz natywne nukleotydow
w pozycji 2057, gdzie w formie dzikiej wystgpuje guanozyna. Z kolei delecja
jednonukleotydowej petli C2055 powoduje zmniejszenie metylacji az o 80% [74]. Wida¢
zatem, ze istnienie w tym miejscu wybrzuszenia jest bardzo istotne. Réwniez mutacje tego
nukleotydu wywotluja negatywny efekt na metylacje. Istnienie pary zasad 2054-2615 wydaje
si¢ by¢ wazniejsze niz same konkretne nukleotydy na tych pozycjach sugerujac, ze rejon ten
wazny jest dla podtrzymania struktury istotnej dla metylacji. Obecno$¢ dwoch guanozyn

G2056 oraz G2057 w tych pozycjach jest bardzo istotna. Natomiast rodzaj nukleotydu
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z ktérymi tworza one parg jest mniej istotny 1 pelni tylko role stabilizacyjna. Okazuje si¢
rowniez, ze u bakterii stopien konserwacji nukleotydow w pozycjach 2055, 2058 i 2061
sigga ponad 95%, podkreslajac ich istotnos¢ dla tych organizmoéw. Podsumowujac wnioski
dotyczace poszczegdlnych zasad, wida¢, ze wymagany dla wigzania Erm motyw zawiera
sekwencje cgGAHAg [75] (numeracja 2055-2061 w E. coli), gdzie H oznacza dowolny
nukleotyd oprécz guanozyny, pogrubione A to modyfikowana adenozyna, natomiast stabsza
preferencja dla pozostatych nukleotydéw uwidoczniona jest matymi literami.

W cze$ci wynikowej pracy poswigconej ErmC' wykorzystano model minimalnego
substratu RNA. Zostal on skonstruowany przez seri¢ prob wydajnosci jego metylacji na
roznych, stworzonych przez grupe badawcza Stevena Douthwaite [76], oligonukleotydach
RNA. Substrat ten wykazujacy metylacj¢ pordwnywalna do natywnego rRNA, zostat
wykorzystany w badaniach podczas niniejszego doktoratu i ma struktur¢ drugorzedowa

przedstawiona na Ryc.5.

¢ A
8- CGCGACGGA GG

LT T ¢

- GCGCUGCCY CC A
Al

Ryc.5 Model minimalnego substratu RNA dla ErmC’- struktura drugorzedowa [76].

Minimalny substrat ErmC’ ma ksztalt spinki do wtosow, z dwoma wybrzuszeniami
w czesci  helikalnej — z jednej strony jednonukleotydowym (cytozyna), z drugiej
dwunukleotydowym  (adenozyna i uracyl). Na koncu substratu znajduje  si¢
siedmionukleotydowa petla zawierajaca modyfikowang adenozyne (ADE 2058).

Minimalny substrat pochodzi z duzej podjednostki rybosomu bakteryjnego,
z fragmentu przedstawionego na Ryc.6 (zaznaczona adenozyna posiada numeracjg A2058

w E. colilub A2085 w B. subtilis).
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Ryc.6 Motyw V 23S rRNAw B. subtilis z zaznaczona modyfikowana adenozyna [76].

2.4.1.3. Budowa ErmC’

W roku 1998 rozwiazano strukture bialka ErmC' z rozdzielczoscia do 3,0 A [77],
natomiast w 1999 z kofaktorem i jego analogami oraz rozdzielczoscia 2,2 A [78]. Opisano
struktur¢ domenowa enzymu, gdzie wida¢, ze domena N-koncowa — odpowiedzialna za

wiazanie AdoMet — jest konserwowana u wielu enzymoéw bakteryjnych. Zasugerowano, ze
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domena C-koncowa ma rzadki zwo¢j i prawdopodobnie odpowiada za wiazanie RNA [77]
(Ryc. 7). Wneka miedzy domenami w biatku ErmC' jest pozytywnie natadowana. Na tej
podstawie mozna do przypuszczaé, ze miejsce to moze by¢ odpowiedzialne za wiazanie

substratu.

Kieszen wigzgca AdoMet Kieszen wiazaca
| modyfikowang A 2058

Domena N-koncowa Domena C—-koncowa

Ryc.7 Powierzchnia biatlka ErmC' z zaznaczeniem domen oraz kieszeni wiazacych kofaktor (AdoMet)

i modyfikowana przez enzym adenozyng 2058.

Struktura krystalograficzna ErmC' [78] zawiera reszty aminokwasowe GIn10-Lys244.
Koniec N biatka okazal si¢ by¢ na tyle labilny, Zze jego pozycja byla trudna do ustalenia.
Fragment ten byt obiektem wielu pozniejszych badan podjetych w niniejszej pracy, w celu
doktadnego scharakteryzowania poziomu interakcji migdzy enzymem a jego substratem.

ErmC' zawiera arkusz B zlozony z 7 wsteg B (wstegi B1-B6 utozone sa rownolegle,
natomiast wstega 7 utozona jest antyrownolegle miedzy B5 a 6, stad utozenie w ramach
arkusza [ jest nastepujace: P6-B7-p5-p4-p1-p2-p3). Arkusz P jest otoczony helisami
o (Ryc.8A). Ta konserwowana struktura tworzy wspomniang wyzej domeng N-koncowa.
Z kolei za siodma wstega B zaczyna si¢ domena C-koncowa. Lacznikiem migdzy wstggami

B5 oraz B7 sa dwie helisy: oE oraz oF. Domena helikalna ztozona jest z trzech helis a tzn.
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oG, oH oraz ol. Pierwsza z nich jest najdtuzsza i potozona prostopadle do pozostatych

dwoéch (Ryc.8B). Migdzydomenowe reszty aminokwasowe to: Argl78-Argl82. Maksymalna

ruchomos$¢ w ErmC' wykazuja: koniec N oraz petla migdzy wstegami f6 oraz (7.

N

koniec C

8B
Ryc. 8 Reprezentacja struktur 2D w biatku ErmC', widok ptaski (A) oraz przestrzenny (B). W widoku

przestrzennym helisy o sa oznaczone na czerwono, wstggi B na zoto, a petle na zielono. Kod PDB struktury

krystalograficznej biatka ErmC'": 1QAO.
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Na rycinie 9, znajduje si¢ przyrownanie sekwencyjne czlonkéw rodziny Erm,
obrazujace podobienstwa i réznice w strukturze pierwszorzedowej tych biatek, a takze

omawiane nizej motywy strukturalne.
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Ryc. 9 Przyréwnanie ErmC' oraz innych czlonkdéw rodziny Erm obrazujace struktury drugorzedowe oraz
motywy strukturalne. Gwiazdka oznaczone sa reszty poddane mutagenezie w celu okreslenia ich roli

w wiazaniu RNA [80].

ErmC' zawiera motywy [I-VIII oraz X, ktore stwierdzono pierwotnie
u metylotransferaz DNA, a potem u metylotransferaz RNA. Motyw X poprzedza
w strukturze motywy I-VIII. Na koncu C wstegi Bl wystgpuje motyw 1. Laczy on f1 z oB
1 tworzy czes¢ kieszeni wiazacej grupe metylowa AdoMet.

Wsrdd powyzszych metylotransferaz wida¢, ze motyw Il zawiera ujemnie natadowane
reszty aminokwasowe w C-koncowej czgsci wstggi f2. Zawierajaca ten motyw petla tworzy
wigzanie wodorowe z grupami hydroksylowymi rybozy w AdoMet. Na koncu niniejszego
motywu wystepuje hydrofobowa reszta aminokwasowa (w ErmC' — [1e60) oddzialujaca przez

sity van der Waalsa z pierscieniem purynowym AdoMetu.

26



Bioinformatyczna analiza struktury i oddziatywan z substratami metylotransferaz RNA odpowiedzialnych za
opornosc¢ bakterii na antybiotyki.

W motywie Ill, tworzonym przez reszty aminokwasowe 77-88, Asp84 wiaze si¢
wodorowo z grupa aminowa adeniny w AdoMet. W ErmC' sekwencja GNIPY o pozycjach
100-104 tworzy trzon motywu IV poprzedzanego przez stabiej konserwowana wsrdd
metylotransferaz sekwencj¢ YKIF [77].

W wystepujacym dalej motywie V reszty aminokwasowe tworza w ErmC' helis¢ aD,
a jego sekwencja poprzedzana przez Asnl05 jest nastepujaca: ISTDIIRKIV [77].

Centrum motywu VI rozpoczynajacego si¢ w ErmC' od reszty aminokwasowej 123,
zawiera reszty LIV w pozycji 125-127. Zasugerowano, ze ww. reszty z motywu VI sa
zaangazowane w interakcj¢ z pier§cieniem purynowym modyfikowanej adenozyny [81].

Motyw VII jest stabo konserwowanym rejonem tworzacym petle taczaca oE z 6
w granicach okoto 145-155 reszty.

Z kolei petla migdzy P6 a P7, sktadajaca si¢ z reszt aminokwasowych Prol59-
Vall69, tworzy w ErmC' motyw VIIL. Jest to tukowata struktura przy centrum aktywnym
enzymu 1 zawiera mocno konserwowana sekwencj¢ rozpoczynajaca si¢ od Phel63,
a skladajaca si¢ z reszt FXPXPXVXS (gdzie X oznacza dowolng reszt¢ aminokwasowa).
Przeprowadzone zostalo przeszukiwanie bazy SWISSPROT [79] powyzsza sekwencja,
ujawniajac, ze u ponad 90% z 50 najlepiej ocenionych w ww. przeszukiwaniu
metylotransferaz zawierajacych ten mocno konserwowany rejon, odpowiada on za wiazanie
adeniny [77]. Postuluje si¢ zatem, ze fragment ten odpowiada za wiazanie modyfikowanego
nukleotydu w ErmC".

Za wiazanie AdoMet odpowiadaja hydrofobowe reszty aminokwasowe: Ile37
z motywu [, Ile60 z motywu II, 1le85 1 Leu86 z motywu III oraz Ilel10 z motywu
V tworzac $ciany wglgbienia na kofaktor. Rowniez tancuch boczny Glu59 oddziatuje
z grupami hydroksylowymi rybozy, a Asp84 z azotem z czgsci adenylowej kofaktora.

Jezeli natomiast chodzi o miejsce wiazania RNA, to znaczenie maja reszty
aminokwasowe wystgpujace na powierzchni biatka bliskie kieszeni katalitycznej (Tyr104
oddziatujacej z adenozyna) oraz zblizone do domeny C-koncowej, tj. Lys133, Argl34,
Lys139, Argl401 Lys201 [77].

Kilka lat pdzniej przeprowadzono analiz¢ trzynastu reszt aminokwasowych na
powierzchni biatka ErmC, przewidywanych jako odpowiedzialne za wigzanie RNA [76].
Przeprowadzone testy in vitro oraz in vivo sugerowaty, ze kluczowe reszty aminokwasowe

petniace tg funkcje znajduja si¢ w domenie N-koncowej biatka ErmC.
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Wymienione jako najwazniejsze dla oddzialywan z RNA sa Tyr 104, Arg 134 oraz
Argl40, ktorych modyfikacje zmniejszaja aktywno$¢ metylotransferaz ErmC in vitro
w stosunku do niemodyfikowanego biatka 0 95%. Z wymienionych reszt aminokwasowych
modyfikacja w Arg 134 prowadzita do catkowitej utraty aktywnosci ErmC in vivo.
Substytucje reszt aminokwasowych 112 oraz 140 mocno zmniejszaja aktywnos¢ enzymu, co
sugeruje, ze reszty te sa wazne, ale nie krytyczne dla aktywnosci ErmC. Natomiast biatko
z modyfikacja Y104A wykazuje catkowita utrat¢ aktywnosci, co potwierdzily przytaczane
dalej badania reszt Dbliskich miejsca aktywnego. Istnieje natomiast spore
prawdopodobienstwo, ze sa one zaangazowane w wiazanie RNA, z czego wynika¢ moze ich

wplyw na aktywnos$¢. Wymienione reszty przedstawione sa na Ryc.10.

Tyr 104

Arg 134 Arg 140

Arg 112

Ryc.10 Reszty aminokwasowe w ErmC kluczowe dla wigzania RNA.

Substytucje aminokwasowe (N192A, M196A, KI197A, N200A, E202A, K204A,
K205A oraz K209A) C-koncowej domeny biatka ErmC' [76] pokazaly, ze reszty te nie
wplywaja na wiagzanie enzym—substrat. Aktywno$¢ enzymu typu dzikiego, w pordéwnaniu ze
zmodyfikowanym byta zblizona. Okazato sig, ze nawet pig¢ substytucji wprowadzonych

réwnoczesnie w domenie C-koncowej nie wplywa na wiazanie si¢ enzymu do RNA.
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Wywnioskowano zatem, ze domena ta nie ma znaczenia w rozpoznawaniu substratu przez
enzym i moze raczej petnic rolg stabilizujaca podczas wigzania si¢ biatka z RNA.

Przeprowadzono réwniez badania polegajace na modyfikacjach reszt bliskich miejsca
aktywnego, w tym Asnll, Asnl01, Tyr104, Glul28, Phel63, Prol65, Lys166 i Lys168 na
alaning [80].

Co ciekawe, przy badaniach parametrow kinetycznych zmodyfikowanych biatek
okazalo sig, ze oprocz biatka zawierajacego modyfikacje Y104A przejawiaja one niemal
identyczna aktywno$¢ katalityczna jak enzym typu dzikiego. Aktywnos$¢ biatka zawierajacego
modyfikacje¢ N101A zmniejszyta si¢, ale zaledwie o 10%, ukazujac ze mimo istotno$ci
w oddziatywaniu z modyfikowana adenozyna Asnl101, ma niewielki wplyw na wiazanie si¢
RNA. Reszty aminokwasowe Asnl01 oraz Tyrl04 leza w motywie IV ErmC'
Przeprowadzone badania sugeruja, ze Asnl01 wiaze si¢ wigzaniem wodorowym z AdoMet.
Z kolei tylko bialtko z modyfikacja Y104A wykazuje catkowita utrat¢ aktywnosci. Widaé
zatem, ze najistotniejsza reszta aminokwasowa dla wiazania RNA jest Tyr104. Wazna jest
takze Prol65 co wida¢ dzicki temu, ze aktywno$¢ katalityczna biatka zawierajacego
modyfikacje P165A ulegta mocnemu zmniejszeniu. Podkresli¢ warto rowniez, ze reszta ta jest
konserwowana u wszystkich metylotransferaz.

Przeprowadzono badania reszt aminokwasowych w nieustrukturalizowanym
w strukturze krystalograficznej koncu N biatka ErmC' [82]. Ser9 jest pierwsza reszta
aminokwasowa w strukturze krystalograficznej, co pozwala sklasyfikowac pierwsze osiem
reszt jako labilne. Badania wykazaty, ze koniec N jest stabo konserwowany w rodzinie Erm.
Jednakze znajdowanie si¢ w nim reszt aminokwasowych natadowanych dodatnio
sugerowaloby mozliwo$¢ stabilizacji konformacji podczas wigzania si¢ RNA do biatka.
W trakcie modyfikacji K4A oraz K7A okazato sig, ze biatka zmodyfikowane przejawiaja
aktywno$¢ obnizona o 30% w stosunku do enzymu typu dzikiego. Obserwacja ta popiera
tezg, ze mimo 1z reszty aminokwasowe na konicu N analizowanego bialka nie sa istotne przy
mechanizmie reakcji, moga mie¢ wplyw na optymalne umiejscowienie modyfikowanego

RNA wzgledem ErmC'.
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2.4.2. Metylotransferazy RImA

Kilkanascie grup Gram-ujemnych bakterii (w tym E. coli) posiada metylotransferazg
RImA(I) (dawniej nazywanej RrmA) [83, 84] przeprowadzajaca metylacj¢ nukleotydu G745
w 23S rRNA [85, 86]. Metylacja pozycji N1 w G745 nie prowadzi do opornosci na
antybiotyki. Funkcja RImA(I) nie jest do konca poznana. Wiadomo jednak, ze bakterie nie
posiadajace modyfikacji w tej pozycji maja wyraznie mniejsza zdolno$¢ asocjacji
podjednostek rybosomu i zmniejszona predkosé syntezy biatek. W rezultacie predkosé
wzrostu bakterii zmniejsza si¢ az o 40% [83]. Na Ryc.11 zobrazowana jest miedzy innymi
spinka 35 z 23S rRNA, kluczowa dla interakcji z biatkiem RImA(I). Natomiast pamigtac
nalezy rowniez o tym, ze helisy 33 i 34 majq istotny wplyw na sil¢ wiazania si¢ ww.
metylotransferazy. Warto roéwniez wspomnie¢, iz sekwencja spinki 35 jest mocno

konserwowana u bakterii [34].

U-A
C-G-=+—690
G-C
770 —» G —C
U-A
Ge U Helisa33
Ue G
Ue G
C-G
AG—C
AU AG 700
760 —» G O
Helisa 35 GC\\CCAGCA/ UGA Helisa 34
[ ]
Ao et A
AU\\AU A % U./G
AA LT S C » U«—710
A U woh B
G-—745
748 —£ Gy U 720—>U”

A
A CA
Ryc.11 Helisy 33-35 w 23S rRNA E. coli, z uwidocznionymi modyfikowanymi nukleotydami G745 przez
RImA(I) oraz G748 przez RImA(II).
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Niektore Gram-dodatnie bakterie posiadaja natomiast omawiany dalej enzym
ortologiczny do wspomnianego, tj. RImA(II) (dawniej nazywany TlrB). Enzym ten pochodzi
z S. fradiae 1 przeprowadza metylacje guanozyny G748 [62], co skutkuje opornoscia na
tylozyng produkowana przez ten organizm [53, 79, 80]. Antybiotyk ten wiazac si¢ do
rybosomu bakteryjnego wypelnia soba przestrzen obecna migdzy A2058 a G748.
U H. marismortui w podjednostce 50S odlegto$¢ miedzy tymi nukleotydami wynosi 15A
[89]. Enzymy RImA sa obecne tylko u bakterii, jednak ich podobienstwo sekwencyjne do
enzymow o podobnej funkcji obecnych u Eukaryota oraz Archaea sugeruje, ze mamy tu do
czynienia z wigksza, niescharakteryzowana strukturalnie rodzing bialek. Podobienstwo
sekwencyjne migdzy enzymami RImA(I) i RImA(II) wynosi ok. 29%.

N-koncowa domena RImA(I) wiazaca atom Zn (reszty aminokwasowe 1-35) oraz
C-koncowa domena metylotransferazowa (reszty aminokwasowe 51-269), potaczone sa
gictkim linkerem dtugo$ci 12-15 reszt aminokwasowych [90]. W wiazaniu cynku uczestnicza
reszty aminokwasowe: Cys-5, Cys-8, Cys-21 oraz His-25. Domena ta posiada niespotykany
dotad zw¢6j Cys3His Zn, rézniacy si¢ od dotychczas spotykanych motywow palca cynkowego
(ang. zinc finger domain).

Przyrownanie sekwencji obu metylotransferaz RImA wujawnito dwie grupy
konserwowanych reszt aminokwasowych: CGEGYY 1 MTPF/yA/gW [90]. Konserwowane
reszty aminokwasowe CGEGYY znajduja si¢ w rejonie N-koncowym i odpowiadaja za
wiazanie donora grupy metylowej, ktorym jest S-adenozylo-L-metionina [91]. Natomiast
druga grupa konserwowanych reszt aminokwasowych MTPF/yA/gW o nieznanej dotad
funkcji lezy w rejonie C-koncowym.

Udowodniono, ze RImA(I) metyluje swdj substrat, zanim RNA zostaje zlozone
z biatkami rybosomalnymi w funkcjonalna podjednostkg¢ 50S [86]. Struktura rybosomu,
w tym rejonu rozpoznawanego i metylowanego przez RImA(I) zostala rozwiazana technika
NMR ukazujac, ze G745 oddzialuje z A752 tworzac niekanoniczng pare zasad G-A [92].
W przypadku obecnosci cytozyny w pozycji 752, proces metylacji za pomoca RImA(I) ulega
znacznemu ostabieniu. Prawdopodobnie powodem ostabienia metylacji jest zaangazowanie
docelowo metylowanego atomu N1 w wiazaniu powstajacej pary zasad typu Watson-Crick

(G-C) w miejscu niekanonicznej pary zasad G-A [92].
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Rozwiazano strukture krystalograficzna RImA(I) z rozdzielczoscia 2,8 A [93], co
dalo wiele uzytecznych informacji o tym enzymie. Biatko to wystepuje w postaci
dimerycznej, zobrazowanej na rycinie 12. Ksztalt tego dimeru tworzy szczeling w ksztalcie

litery ,,W”, ktéra jest miejscem wiazania spinki 35 rRNA (Ryc.12).

Ryec.12 Struktura dimeryczna biatka RImA(I) (kod PDB-1P91).

Struktura drugorzgdowa monomeru RImA(I) zawiera jedenascie wstgg 3, osiem helis
a oraz jedna helisg¢ 319 (w odroznieniu od helisy o w ktorej wiazania wodorowe tworza si¢
pomigdzy resztami aminokwasowymi o numerach i oraz i+4, w helisie 3¢ tworzone sa one
miedzy i oraz i+3). Pierwsze trzy wstegi f tworza maty, antyrownolegly arkusz B, bedacy
czg$cia domeny wiazacej cynk. Pozostale osiem wsteg B tworzy zwoj charakterystyczny dla
metylotransferaz.

Trzon szczeliny ,,W” tworza dwie domeny metylotransferazowe monomeréw. Obie
doliny szczeliny ,,W” — po jednej dla kazdego z monomerdéw, zawieraja zwiazane czasteczki
kofaktora — S-adenozylo-L-metioniny. Helisy a: 6, 7, 8, helisa 39 tworza miejsce styku
monomerdéw sktadajacych si¢ na strukture dimeryczna. Rowniez wstega P10 z jednego

monomeru oddziatuje ze swoim odpowiednikiem w drugim monomerze.

32



Bioinformatyczna analiza struktury i oddziatywan z substratami metylotransferaz RNA odpowiedzialnych za
opornosc¢ bakterii na antybiotyki.

Znane sa reszty aminokwasowe uczestniczace w wiazaniu AdoMet. Sa nimi: Arg5S8,
Leu62, Tyr67, Leu70, Gly93, Tyr99, Ile155, Tyr156, His183, Leul84, Met233 oraz Pro235
[90]. Co ciekawe, sa one identyczne lub podobne w obu enzymach — zarowno RImA(I) jak
i RImA(II).

Jesli chodzi o cala domeng metylotransferazowa RImA(I) ma ona charakterystyczny
zw0] przypominajacy analogiczng domeng¢ w analizowanym biatku ErmC'. Mimo
wystepujacych homologii strukturalnych miejsca wigzania kofaktora, podobienstwo
sekwencyjne odpowiadajacych sobie przestrzennie regionéw wynosi jedynie 9%.

Dane doswiadczalne [89] ujawnily, ze atomy N1 czterech adenozyn o numeracji od
749 do 752 sa silnie eksponowane w strong rozpuszczalnika. Stwierdzono takze, iz RImA(II)
chroni przed modyfikacja A749, A751 oraz A752 w spince 35 oraz A734 i A761

w trojkierunkowym rozwidleniu (ang. three way junction) migdzy helisami 33-34-35 [89].

2.5. Aminoglikozydy i metylotransferazy z rodziny Kam

Aminoglikozydy to antybiotyki takie jak gentamycyna czy neomycyna, ktore wiaza
si¢ do 16S rRNA bakteryjnej podjednostki 30S, blokujac wzrost tancuchéw biatkowych
[94, 95]. Antybiotyki te skladaja si¢ ze zwiazkow polikationowych 2z centralnym
pierscieniem aminocyklicznym, potaczonym wiazaniami glikozydowymi z reszta cukrowa
(Ryc.13).

NH2 |

HO .
NH2

Ryc.13 Neomycyna jako przyktadowy aminoglikozyd.
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Aminoglikozydy sa w ostatnich latach obiektem licznych badan, co zaowocowato
rozwiazaniem struktur krystalograficznych dla tych antybiotykéw zwiazanych do rybosomow
bakteryjnych [96 — 98]. Liczne grupy hydroksylowe oraz aminowe nadaja czasteczkom
aminoglikozydoéw tadunek dodatni. Istnieja trzy klasy tych antybiotykow [99]. Do pierwszej
naleza: kanamycyna, gentamycyna, tobramycyna, amikacyna tj. 2-deoksystreptaminy
podstawione w pozycjach 4 oraz 6 (4,6-DOS). Druga klasa to 4,5-DOS czyli leki
analogiczne, ale podstawione w pozycjach 4 oraz 5, do ktorych naleza neomycyna
1 paromomycyna. Ostatnia z tych klas zawiera pozostate aminoglikozydy czyli apramycyne,
streptomycyng, hygromycyng B oraz spektynomycyng. Aminoglikozydy byly uzywane
w weterynarii przeciwko wielu groznym infekcjom wywolanym przez zar6wno
Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne bakterie chorobotworcze. Sa one uzyteczne do leczenia
takich infekcji jak posocznica, czy infekcje gornych drog oddechowych.

Aminoglikozydy byly pierwotnie produkowane przez szczepy Streptomyces
i Micromonospora [100, 101]. Wraz z poczatkiem lat 50-tych, gdy zaczgto stosowaé te
antybiotyki, odnotowano powstawanie opornosci wsrod patogenow [102].

W 2003 roku zostata zaobserwowana oporno$¢ na aminoglikozydy spowodowana
przez dziatalno$¢ metylotransferazy operujacej na 16S rRNA [103, 104]. Rozpoznano
wowczas pie¢ genéw kodujacych metylotransferazy Arm, homologiczne do enzyméw Kam
modyfikujacych ten fragment rybosomu: rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, armA [105, 106].

Metylotransferazy powodujace wspomniang oporno$¢ dziela si¢ na dwie grupy.
Pierwsza grupa metyluje atom N7 nukleotydu G1405 w 16S rRNA powodujac oporno$¢ na
kanamycyng oraz gentamycyng [107]. Metylotransferazy z drugiej grupy metyluja atom N1
nukleotydu A1408 w 16S rRNA (ryc. 14), przez co powstaje oporno$¢ na kanamycyne,
tobramycyne, sisomycyng oraz apramycyne [101, 108, 109]. Metylacje m’G1405
przeprowadzaja enzymy z rodziny Arm (ang. Aminoglycosyde Resistance Mtase) [110],
a modyfikacje m'A1408 — biatka z rodziny Kam (ang. Kanamycin Apramycin
Methyltransferase) [111]. Kolejne badania pozwolity zidentyfikowa¢ nowy plazmid,
w ktorym przenoszona byla informacja o metylotranferazie NpmA, metylujacej

A1408 [112].
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neomycyna

adenozyna 1408

Ryc. 14 Neomycyna w poblizu adenozyny 1408 w 16S rRNA rybosomu E. coli.

Analizowane w niniejszej pracy biatko KamB rozpoznaje nast¢pujaca sekwencje:
1406-UCACACCAUG-1415 [113]. Jak wspomniano wcze$niej, aminoglikozydy wiaza
si¢ do 16S rRNA. Wowczas podstawniki obecne przy ich pier§cieniu aromatycznym znajduja
si¢ w poblizy nukleotydu A1408, stad zmiana tego nukleotydu ma tak istotne znaczenie
w mechanizmie opornosci. Zjawisko to obserwowane jest w przypadku apramycyny
1 kanamycyny, nie dotyczy natomiast paronomycyny [114]. Przypuszcza si¢, ze dodatkowe

interakcje, w ktére wchodzi ten ostatni antybiotyk kompensuja czgsciowo utrate
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oddzialywania z A1408. Paronomycyna okazata si¢ skuteczna mimo metylacji A1408. Ww.
antybiotyk nie tylko utrudnia proces translacji, ale rowniez zaburza proces sktadania sig¢
podjednostki 30S [115, 116]. Z kolei gentamycyna [117] oraz tobramycyna [118] wiazac si¢
z RNA uzyskuja kontakt z G1405 przez podstawniki pierScienia aromatycznego. Metylacja
powyzszego nukleotydu powoduje utrudnienia w wiazaniu si¢ antybiotykéw m.in. przez
oddzialywania elektrostatyczne. W tym przypadku paronomycyna oraz neomycyna okazuja
si¢ nadal skuteczne, gdyz wiaza si¢ pod innym katem do RNA, przez co metylacja G1405 nie
utrudnia im wigzania substratu.

Minimalne stezenie powodujace inhibicj¢ (ang. MIC — minimum inhibitory
concentration) aminoglikozydow, zostalo zmierzone w szczepie E. coli zawierajacym
plazmid kodujacy KamB. Okazato sig, ze dla 4,6-DOS poziom MIC dla aminoglikozydow
wyniost 1000 pg/ml. W przypadku higromycyny B zaobserwowano nawet MIC wynoszace
150 pg/ml. Z kolei obecno$¢ KamB nie spowodowata opornosci na gentamycyne.

Przez dlugi czas cztonkowie rodzin Arm oraz Kam wystepowali tylko w organizmach
bedacych producentami antybiotykéw. Niestety przez horyzontalny transfer genow
alarmujaco wzrosta ilo$¢ patogendw takich jak Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter oraz Proteus, u ktorych wystgpuja te enzymy [119].

Zaobserwowano przenoszenie si¢ genow opornosci np. kodujacych biatka z rodziny
Arm z bakterii Gram-dodatnich do Gram-ujemnych [120]. Jest to niewatpliwie jeden

z czynnikOw sprawiajacych, ze problem opornosci jest tak powazny.
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3. Metody

3.1. Dynamika molekularna

Dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics) jest metoda pozwalajaca na
symulowanie  zachowania si¢ systemOow  biologicznych (zaréwno mikro- jak
1 makromolekularnych) w warunkach natywnych przy pomocy sprzetu komputerowego
1 odpowiedniego oprogramowania.

Metoda ta znajduje kilka gléwnych zastosowan np. przy badaniu struktury
1 oddzialywan w biatkach, kwasach nukleinowych oraz ich kompleksach przez probkowanie
przestrzeni konformacyjnej [121]. Symulacje pozwalaja $ledzi¢ ruch indywidualnej czasteczki
w funkcji czasu. Moga zatem dostarczy¢ wielu cennych informacji o wewngtrznych
wlasciwosciach symulowanego systemu. Omawiana dalej analiza wektoréw wiasnych
umozliwia uzyskanie opisu systemu w stanie rownowagi (np. amplitudy ruchu czasteczek).
Analiza trajektorii pozwala zbada¢ tendencje zmian uktadu w czasie np. przez zmiany RMSD
(ang. Root Mean Square Deviation) — czyli §redniego odchylenia kwadratowego — mowiacego
w przypadku dynamiki molekularnej o tym, na ile model w danej chwili czasu (np. na
koncu symulacji) odbiega od poczatkowego:

model poczatkowy = {X11 X21, ... , Xn1}

model koncowy = {X12 X22, ... , Xn2}
|
RM5D(modelkoticowy, modelpoczatkowy) = ! Z(xy—x5.)%/n
NS '
gdzie:

Xij — Wspotrzedna i-tego atomu modelu j

n — liczba atomdéw badanej czasteczki

Oddzialywania pomigdzy atomami uktadu opisuje si¢ za pomoca pola silowego
(ang. force field), czyli funkcji energii potencjalnej i zestawu parametréw. W odrdznieniu od

mechaniki kwantowej w ktorej bierze si¢ pod uwage nawet elektrony, w dynamice
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molekularnej najczesciej uktad uproszczony jest do poziomu atomowego. Funkcja energii
potencjalnej zawiera wiele sktadowych m.in. energie wiazan, katy torsyjne, oddziatywania
elektrostatyczne czy van der Waalsa. Parametry pola sitowego wyznacza si¢ eksperymentalnie
lub teoretycznie na podstawie obliczen kwantowo-mechanicznych [122].

Uproszczone réwnanie funkcji energii potencjalnej przedstawione jest ponize;j:

E= 251 ' sz'z_nsrzri + ZSE ' EkE_nrﬁw + 253 ' Erors}'_;l'n}'ch +ES4 ' Eniaswiazr:n}'ch

gdzie:

Ewiazan — to energia wigzan migdzy atomami. Odpowiada na pytanie, w jaki sposob
zmieni si¢ energia danego wiazania w zalezno$ci od jego dtugosci;

Ekatow — méwi o zmianach katow wiazania migdzy tréjkami atomows;

Eorsyjnych — informuje jak zmieni si¢ energia w zaleznosci od obrotu wiazania;

Ericzwiazanyeh — MOW1 0 pozostatych oddziatywaniach w ukfadzie pomigdzy atomami nie
polaczonymi bezposrednimi  wigzaniami tj. o oddziatywaniach
elektrostatycznych i van der Waalsa.

s1,52,83,54 — parametry poszczegolnych elementow pola sitowego

Istnieje kilka najcze$ciej uzywanych pol sitowych, a najbardziej popularnymi sa
CHARMM [122] oraz AMBER [123]. Pelnoatomowe pola sitowe zapewniaja parametry
(np. katy, fadunki, dlugosci wigzan) do opisu kazdego atomu w analizowanym ukladzie.
Istnieja rowniez na potrzeby zlozonych symulacji tzw. gruboziarniste pola sitowe, w ktorych
cata reszta aminokwasowa jest traktowana jako atom (zredukowana reprezentacja czasteczki).
Pozwala to na zmniejszenie liczby symulowanych atoméw, a przez to skrdcenie czasu
obliczen.

Symulacje dynamiki molekularnej prowadzi si¢ zwykle w mikrokanonicznym zespole
statystycznym (NVE), w ktorym liczba czastek, objeto$¢ i catkowita energia sa state. Inne
mozliwe zespoty to NVT, w ktoérym utrzymywana jest stata temperatura i objgto$¢ lub NPT,
w ktorym utrzymywana jest stata temperatura i ci$nienie.

Parametrem, przy pomocy ktérego mozna regulowa¢ przebieg procesu dynamiki
molekularnej jest temperatura uktadu. Im jest ona wyzsza, z tym wigksza predkoscia
poruszaja si¢ wszystkie symulowane atomy. Predkosci poczatkowe przypisywane sa losowo

na podstawie rozktadu Maxwella-Boltzmanna dla danej temperatury — rdéwnania
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okreslajacego, jaka czes¢ ogolnej liczby czasteczek gazu doskonatego porusza si¢ w danej
temperaturze z okreslona predkoscia przy zalozeniu rdwnowagi termicznej tego gazu. Przy
tej samej poczatkowej temperaturze mozna uzyska¢ odmienne rezultaty zmieniajac
przypisanie predkosci poczatkowych dla poszczegoélnych atomdéw za pomoca generatora liczb
pseudolosowych.

Do numerycznego rozwiazywania rownania ruchu Newtona (obliczania potozen
1 predkosci ukladu oddziatujacych czasteczek w funkcji czasu) stosowane jest kilka
algorytmow. Jednym z najpopularniejszych jest algorytm Verleta [124], ktory wykorzystuje
pozycje atomow i ich przyspieszenia w chwili czasu t i t-1, aby uzyska¢ nowe potozenie
atomu w chwili czasu t+1. Jest to jeden z najbardziej znanych algorytméw rozwiazywania
newtonowskich réwnan ruchu gtéwnie ze wzgledu na prostotg oraz latwos$¢ implementacji.
Wada tak uproszczonego algorytmu jest jego niska dokladnos$¢, gdyz nie wykorzystuje on
bezposrednio predkosci do obliczen potozenia atomu w chwili t+1.

Rozwinigciem metody Verleta jest algorytm ,leap-frog” [125] bioracy pod uwage
predkosci atoméw w chwili t-1 oraz przyspieszenia i potozenia atomu w chwili t. Zaleta
podejscia ,leap-frog” w stosunku do algorytmu Verleta jest bezposrednie wykorzystanie
predkosci, jednak jako ze uzywana jest predkos¢ z innej chwili czasu niz aktualne potozenie
atomu w chwili t, obarczony jest on rowniez bledem obliczeniowym.

Warto podkresli¢, iz w trakcie symulacji ukladu zmieniaja si¢ potozenia wszystkich
atomow. Jak mozna si¢ domysli¢, w pewnych warunkach gdy chcemy badac¢ tylko fragment
uktadu, zjawisko to moze okaza¢ si¢ wysoce nieekonomiczne. W przypadku badania
dynamiki dla fragmentu ukladu mozliwe jest natozenie wigzow na pewna czgs$¢ uktadu,
a w podanej sytuacji — ,,zamrozenie” struktury fragmentu domeny. Zastosowanie takiego
posunigcia niesie za soba kolejna wymierna korzy$¢ — zmniejsza, czgsto w znaczacym
stopniu, rozmiar symulowanego uktadu, a tym samym skraca czas symulacji. Nadmieni¢
mozna, ze Ww przypadku usztywnionego fragmentu uktadu nie jest on usuwany
z symulowanego systemu, ale jest traktowany jak bryta nieruchoma, dzigki czemu nie istnieje

konieczno$¢ wyliczania predkosci oraz ich modyfikacji dla takiego fragmentu.
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Rozroznia si¢ dwa sposoby traktowania rozpuszczalnika w metodzie dynamiki

molekularnej:

1.

Dynamika molekularna z pelnoatomowa reprezentacja roztworu (ang. Explicit Solvent
Molecular Dynamics) — wspolcze$nie najczgsciej stosowana odmiana dynamiki
molekularnej, polegajaca na dodaniu do uktadu czasteczek rozpuszczalnika (wody).
Objetos¢ uktadu jest dobierana indywidualnie i zalezy od rozmiaru badanej
czasteczki. Najczesciej tworzy si¢ uklady prostopadtoscienne oraz oktaedryczne.
W metodzie tej stosuje si¢ omawiane ponizej tzw. periodyczne warunki brzegowe
(ang. periodic boundary conditions). Symulowana molekuta jest wowczas zanurzona
w czasteczkach rozpuszczalnika tworzac ukiad, ktory ma z kazdej strony swoje
wierne kopie. Dzigki temu, np. w przypadku przesuwania si¢ czasteczki wody
w ramach uktadu 1 jej wyjscia poza jego krawedz, czasteczka ta ,,wejdzie” do tego
uktadu z przeciwnej strony, a ilo§¢ czasteczek w symulowanym uktadzie jest stata.
Dobieranie rozmiaru uktadu jest waznym procesem w procedurze wykonywania
dynamiki molekularnej. Zbyt duzy rozmiar powoduje, ze symulowana liczba atomow
wlasciwej biomolekuly bedzie stanowi¢ znikomy procent wszystkich atoméw uktadu.
W takim przypadku zuzywana bgdzie niepotrzebnie nadmiarowa moc obliczeniowa
na symulowanie ruchdéw samych czasteczek wody. Konieczne jest zachowanie
bezpiecznego marginesu odleglosci skrajnych atoméw badanej molekuty od brzegow
systemu (np. 5-12A) oraz zdefiniowania tzw. punktu odciecia (ang. cut off), ktéry
mowi na jaka odlegto$¢ beda brane pod uwage oddzialywania migdzyczasteczkowe.
Dzigki temu unika si¢ ww. oddzialywania czasteczki badanej z jej kopiami. Schemat
obrazujacy wzajemne ulozenie ukladu badanego biatka oraz otaczajacych go kopii
w metodzie explicit solvent jest przedstawiony na Ryc.15. Dla zwigkszenia
czytelnosci ryciny czasteczki wody wypelniajace poszczegodlne uklady nie zostaly

przedstawione.
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i 0

Ryc.15 Uktad symulowanego biatka (czerwony prostokat) wraz z otaczajacymi go kopiami.

2. Dynamika molekularna z rozpuszczalnikiem modelowanym jako osrodek ciagty
(ang. Implicit Solvent Molecular Dynamics) — dynamika molekularna, w ktoérej do
ukladu nie sa dodawane zadne czasteczki rozpuszczalnika, a jego obecno$¢ jest
jedynie symulowana poprzez odpowiednie rdwnania fizyczne pola sitowego. Jest to
metoda znacznie mniej zlozona obliczeniowo od wariantu pierwszego, jednak
uproszczenie zwigzane z brakiem rzeczywistych czasteczek rozpuszczalnika sprawia,
ze niektore oddziatywania np. poprzez czasteczki wody nie zostana uwzglednione.
Natomiast duza zaleta tej metody jest mozliwo$¢ prowadzenia dtuzszych symulacji

1 lepszego przeszukiwania przestrzeni konfiguracyjnej uktadu.

Rotacja wokot wiazan w peptydzie jest dopuszczalna wg Scisle okreslonych regut.
Warto w tym miejscu zdefiniowac katy torsyjne (Ryc. 16), bedace jednym z elementéw
okreslajacych strukturg trojwymiarowa czasteczek. Kat torsyjny jest to kat obrotu wokot
wiazania 2-3 w lancuchu utworzonym przez cztery potaczone ze sobg atomy 1-2-3-4. Dla
dwoch sasiadujacych grup CONH istnieja rézne kombinacje katow torsyjnych ¢ 1 y, gdzie
¢ (kat fi — miedzy weglem o a azotem) oraz y (kat psi — miedzy weglem o a weglem
karbonylowym). Jest ich jednak skonczona liczba, ze wzgledu na to, iz grupy CONH tworza
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sztywne plaszczyzny, ktore przy pewnych kombinacjach tych katow kolidowalyby ze soba.
Mimo tego ograniczenia, liczba mozliwych kombinacji katow torsyjnych grup CONH jest
duza i ro$nie lawinowo wraz ze wzrostem dlugosci tancucha biatkowego. Dopuszczalnymi
warto$ciami tych katow zarzadzaja programy przeprowadzajace proces dynamiki

molekularne;.

Ryc.16 Graficzna reprezentacja katow torsyjnych ¢ oraz y (definiujacych ksztalt szkieletu bialka).

Dozwolone zestawienia katow torsyjnych sa opisywane wykresem Ramachandrana
[17], ktory obrazuje dopuszczalne rotacje w lancuchu peptydowym. Modyfikacje katéw
torsyjnych prowadza do zmiany energii czasteczki, a takze energii catego uktadu. Zmiany te
mozna uwidoczni¢ jako mape energetyczna, w ktorej dotki to minima energetyczne,
wierzchotki — maksima, a krawedzie tacza minima z maksimami (Ryc. 17).

W dynamice molekularnej poczatkowa konformacja badanej bioczasteczki pochodzi
zazwyczaj z danych krystalograficznych, NMR lub zostata wymodelowana. Znajduje si¢ ona
najprawdopodobniej na jednej z krawedzi taczacych minimum z maksimum. Gdyby
zastosowa¢ bardzo zachowawcze ustawienia metody (np. niska temperatura), dotarliby$Smy
najprawdopodobniej jedynie w dot krawedzi do najblizej potozonego minimum
energetycznego (minimum lokalne), ktére mogtoby okazaé si¢ nic nie znaczaca konformacja

artefaktyczna.
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A / Globalne maksimum energetyczne

Lokalne maksimum energetyczne

Krawedz
Lokalne minimum energetyczne

Globalne minimum
energetyczne

-

Czas symulacji

Ryc. 17. Przykltadowa mapa energetyczna symulacji dynamiki molekularnej. W 0si pionowej przedstawiona jest

energia potencjalna uktadu, a w poziomej — czas przeprowadzanej symulacji. Zobrazowane sg takze lokalne

i globalne maksimum oraz minimum energetyczne.

Proces dynamiki molekularnej mozna przedstawi¢ nastgpujaco:

1.
2.

Struktura poczatkowa.

Przygotowanie pliku specyficznego dla danego uktadu (np. PSF- Protein Structure File
w CHARMM) zawierajacego szczegdtowy opis poszczegdlnych atomoéw czasteczek
wspottworzacych uktad, nie zawiera natomiast parametrow pola sitowego.
Zobojetnienie uktadu, wytworzenie sity jonowej (Na'/Cl). W niektorych uktadach
istnieje konieczno$¢ dodania jondéw mogacych w znacznej mierze wplywaé na
wlasciwosci symulowanych czasteczek. Czynno$¢ ta realizowana jest specjalnym
skryptem, a stosowana zwlaszcza w przypadku obecnosci w ukladzie kwasow
nukleinowych, ktérych ujemny tadunek ze wzgledu na obecno$¢ fosforanow
neutralizowany jest odpowiednia liczba jonow dodatnich. Najczesciej stosuje sig
kationy jednowartoéciowe tj. Na"lub K", ale w niektorych uktadach wykorzystuje si¢
tez dodatek jondw dwuwartosciowych Mg”".

Otoczenie symulowanego uktadu czasteczkami rozpuszczalnika — dzigki czemu
uzyskujemy uktad do symulacji opisywanej wczesniej dynamiki molekularnej typu
explicit solvent.

Etap minimalizacji — przed samym procesem dynamiki molekularnej przeprowadzany

jest proces minimalizacji energii uktadu. Sprzyja to redukcji lub zniwelowaniu
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ewentualnych naprezen istniejacych w uktadzie. Minimalizacja energii jest procesem
bardzo istotnym, gdyz jest znacznie mniej obciazajaca czasowo od dynamiki
molekularnej, a mimo to wprowadza pewne niewielkie zmiany konformacyjne
w analizowanym uktadzie. Poddanie czasteczek dzialaniu tak duzych sil, jak
w dynamice molekularnej bez uprzedniej minimalizacji energii mogloby skutkowac
niestabilnym zachowaniem si¢ uktadu w toku badania. W drastycznych przypadkach
mogloby to spowodowaé rozpadem czasteczek lub catego uktadu ze wzgledu na
niezrdwnowazone napigcia wewngtrzne.

6. Weryfikacja poprawnosci uktadu na podstawie minimalizacji. Etap ten jest rzadko
wymienianym, a bardzo waznym punktem calego procesu badawczego.
W przypadku uktadéw silnie labilnych istnieje mozliwo$¢, ze sama minimalizacja
spowoduje jego catkowita destabilizacje. Dzigki temu, juz na etapie mato zlozonej
obliczeniowo minimalizacji, ujawniana jest niestabilno$¢ systemu. Umozliwia to
powr6t do poprzednich krokéw procesu przygotowywania dynamiki molekularnej
I jego stosowna optymalizacj¢. W pewnych przypadkach pomaga samo zwigkszenie
dhugos$ci procesu minimalizacji, co prowadzi do stabilizacji uktadu. Niemniej nie jest
rzadko$cia na tyle silna destabilizacja uktadu, ze niecelowe jest jego dalsze
symulowanie. Zachodzi wéwczas konieczno$¢ weryfikacji potozen poczatkowych
sktadnikow uktadu (w przypadku komplekséw) badz tez optymalizacja struktury
badanej bioczasteczki.

7. Przeprowadzenie procesu symulacji dynamiki molekularnej 1 weryfikacja wynikow.
Jest to kluczowy etap, w ktorym po wstepnym przypisaniu predkosci poszczegdlnym
atomom uktadu, program symuluje ich wzajemne zachowania i oddziatywania.

8. Analiza wuzyskanej trajektorii dynamiki molekularnej. Badane sa ruchy
wewnatrzczasteczkowe, wzajemne ruchy czasteczek w ramach kompleksu, badanie
tendencji zmienno$ci RMSD lub analiza gléwnych sktadowych (ang. PCA — principle
component analysis), a w szczegdlnosci  wyznaczenie ruchow poszczegdlnych
aminokwasow wzdtuz wektorow wilasnych. Przez wektor wlasny rozumiany jest
wektor wzdhuz ktorego istnieja oscylacje w ramach danej czasteczki. Wyodrgbnienie
ruchow wzdtuz wektorow wlasnych pozwala na odrdéznienie oscylacji od tla tzn. drgan
poszczegolnych atomow czy tez drobnych ruchéw innych reszt, nie majacych wptywu

na globalna strukture czasteczki lub jej lokalny fragment.
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W pracy wykorzystano program CHARMM, uzywajac pola sitowego CHARMM?22
dla biatek i CHARMM?27 dla kwasé6w nukleinowych. Do obliczenia oddziatywan
elektrostatycznych wykorzystane zostalo sumowanie Ewalda [126]. Do zréwnowazenia
ujemnego tadunku RNA obecnego w symulowanych uktadach uzyto jonéw Na'.
Przy =~ minimalizacji zostala wykorzystana metoda najwigkszego spadku
(ang. Steepest Descent) [127]. Do dynamiki molekularnej uzywano algorytmu ,leap-frog”.
Symulacje przeprowadzono w temperaturze 300°K.

Wykorzystana zostata metoda symulacyjna explicit solvent — symulowany uktad
czasteczek byt otaczany czasteczkami wody. Model kompleksu biatko-RNA stworzony przez
prof. Janusz Bujnickiego [76] zostat wykorzystany jako wejsciowa struktura do badan.
Symulacje dynamiki molekularnej prowadzone byty wedtug nastepujacego schematu:

1. Symulacja minimalnego substratu RNA — symulowane RNA zostalo otoczone
czasteczkami wody z progiem odcigcia SA. Uklad RNA wraz z rozpuszczalnikiem
uzyskat wymiar 35 x 40 x 70 A. W ramach ukladu zdefiniowanych bylo 1160
atoméw RNA. Dodanych zostalo 8010 atoméw wody oraz 31 jonéw Na' dla
zobojetnienia uktadu. Nastgpnie zostala wykonana minimalizacja rozpuszczalnika
o dhugosci 1000 krokéw z krokiem czasowym 2fs. Przeprowadzono rowniez
dynamike molekularng rozpuszczalnika i jonéw o dlugosci 2500 krokéw po 2 fs.
Symulacja zostata rozpoczgta w temperaturze 298°K. Przez 25.000 krokow (po 0,002
ps — w sumie 50ps) bylo prowadzone podnoszenie temperatury az do 310°K.
Symulacja prowadzona byta w T=310°K przez kolejne 2ns (1.000.000 krokoéw po 2 fs
kazdy). Ze wzgledu na wspomniang w wynikach niestabilno$¢ substratu zostata
przeprowadzona rowniez druga symulacja trwajaca 3,2 ns (1.600.000 krokow po
0,002 ps).

2. Symulacja biatka ErmC' — symulowane biatko zostato otoczone czasteczkami wody
z progiem odciecia S5A. Caty uklad biatka razem z woda uzyskal rozmiar
90 x 64 x 54 A. W ramach ukladu zdefiniowane byty 4122 atomy bialka oraz
32955 atomow wody. Na poczatku symulacji zostata ustawiona temperatura 298°K.
Nastgpnie wykonano minimalizacj¢ rozpuszczalnika o dtugosci 1000 krokow po 2 fs
oraz dynamike molekularna rozpuszczalnika (2500 krokéw po 0,002ps co daje 5ps).
Przez pierwsze 25.000 krokéw (po 0,002 ps, co daje 50 ps) symulacji nastgpowato
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wygrzewanie (stopniowe podnoszenie temperatury) az do wartosci 310°K. Symulacja
dynamiki molekularnej biatka ErmC' trwata 8 ns (4.000.000 po 0,002 ps kazdy).
Badanie wektorow wlasnych biatka ErmC' przeprowadzone zostatlo przy pomocy
pakietu GROMACS [128]. Danymi wejsciowymi do analizy byta trajektoria symulacji
dynamiki molekularnej uzyskanej dla biatka ErmC' przy pomocy programu
CHARMM. Analizowana trajektoria miala 8 ns dtugosci. Z wykorzystaniem g_covar
z pakietu GROMACS zostala wygenerowana mapa korelacji (zwana tez macierza
kowariancji) pokazujaca korelacje ruchow w roznych fragmentach biatka. Dzigki
takiej mapie staje si¢ mozliwe zaobserwowanie czy pewne grupy reszt
aminokwasowych poruszaja si¢ wspolnie w kierunku zgodnym (korelacja
pozytywna), przeciwnym (korelacja negatywna), czy tez nie sa skorelowane.
Wykorzystanie polecenia g anaeig pozwolito wyznaczy¢ projekcje trajektorii na
gléwne wektory wlasne wzdhuz ktorych nastgpowaty oscylacje.

3. Symulacja kompleksu biatko-RNA — symulowany uktad zostal otoczony czasteczkami
wody z wykorzystaniem progu odciecia o wartoéci 7A. Caly uktad uzyskat przez to
rozmiar 90 x 74 x 74 A. W ramach ukladu zdefiniowanych byto 5144 atomy biatka
oraz RNA jako symulowanego kompleksu. Zostato dodane 31 jonéw Na' oraz 47109
atomow wody. Nastepnie przeprowadzono krétka minimalizacje¢ w préozni metoda
najwigkszego spadku (500 krokéw) dla zrelaksowania napig¢ w strukturze
poczatkowej. Sumaryczna dlugo$¢ minimalizacji w prézni wyniosta 1 ps. Zostata
wykonana minimalizacja rozpuszczalnika o dlugosci 1000 krokow po 0,002 ps kazdy,
co dato sumaryczny czas trwania tego etapu — 2 ps. Przeprowadzono rowniez
dynamike molekularna samego rozpuszczalnika o dtugosci 2500 krokow po 0,002 ps,
co dalo 5ps. Nastgpnie nastapilo wygrzewanie przez 25.000 krokéw (50 ps) od
temperatury 298°K do 310°K. Symulacja dynamiki molekularnej kompleksu
biatko-RNA przeprowadzana byta w temperaturze 310°K, z krokiem 0,002 ps.

Przeprowadzone zostato 2.500.000 krokow, co dato sumaryczny czas symulacji 5 ns.

Schemat metody dynamiki molekularnej znajduje si¢ na Ryc.18.
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Schemat dynamiki molekularne;

1 — przygotowanie struktury
4 — po minimalizacji i dynamice

9 — Wynik koncowy

2 — dodawanie jonow
3 — uwodnienie uktadu

Ryc. 18 Schemat dynamiki molekularnej. Wynikiem kofcowym jest trajektoria ruchéw symulowanych
czasteczek. Czgsto koncowa konformacja moze odpowiadac¢ strukturze natywnej np. jesli uklad sig

ustabilizowal.
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3.2. Dokowanie mikromolekularne

Dokowanie mikromolekularne jest metoda, pozwalajaca na dopasowywanie matych
czasteczek do drugiego zwiazku lub jego fragmentu np. do kieszeni katalityczne;.

Czasteczka  dopasowywana  jest nazywana ligandem 1w  dokowaniu
mikromolekularnym uzywanym do projektowania lekéw jest niewielka czasteczka
chemiczna. Zawiera ona co najwyzej kilkadziesiat atomow, w tym dos$¢ czesto fragmenty
pierScieniowe z réznymi podstawnikami.

Czasteczka, ktéra badamy i1 do ktérej dopasowywany jest ligand, okres$lana jest
mianem receptora. Moze nim by¢ np. biatko, ale takze kwas nukleinowy. Dokowanie do
kwasow nukleinowych jest tematyka znacznie trudniejsza, ze wzgledu na znacznie mniejsza
stabilno$¢ czasteczek w poréwnaniu do biatek (szczegodlnie dynamiczne jest RNA) oraz niska
specyficznos¢.

Dokowanie mikromolekularne to metoda pozwalajaca na szukanie potencjalnych
lekbw na wiele choréb poprzez dopasowywanie inhibitorow (ligandow) do réznych
czasteczek bakteryjnych pehliacych funkcje wazne dla przezycia tych mikroorganizmow.
Oczywiscie, jako ze nie jest to technika do$wiadczalna, nalezy zachowaé ostroznosé
w analizowaniu jej wynikow. Jest to jednak bardzo obiecujaca metoda, gdyz pozwala ona
wyloni¢ spo$réd mnogosci mozliwych do zastosowania czasteczek takie, ktorych badanie
eksperymentalne ma sens. Dzigki omawianej metodzie udaje si¢ odrzuci¢ wigkszos¢
ligandow, ktdre nie pasuja do receptora, np sa za duze dla badanej kieszeni katalityczne;.

Bardzo uzytecznym zastosowaniem tej techniki jest rowniez tworzenie modeli
oddziatywan receptor-ligand w przypadkach, gdy znamy doktadnie czasteczki ze soba
oddziatlujace, natomiast sposéb ich wiazania 1 charakter oddziatywania nie zostaly do konca
poznane. Bazujac na funkcjach oceniajacych systemu dokowania molekularnego mozna
stworzy¢ modele, ktore z duza doza prawdopodobienstwa odzwierciedla¢ moga rzeczywiste
oddziatywania czasteczek w naturze. Celem funkcji oceniajacych jest okreslenie energii
wiazania sig liganda do receptora.

Gléwnymi problemami zwigzanymi z dokowaniem mikromolekularnym sa po
pierwsze wygenerowanie struktur bliskich natywnej, a po drugie — wyszukanie tej struktury

w licznych rezultatach dokowania.
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Metoda dokowania mikromolekularnego omoéwiona na przyktadzie dziatania
programu DOCK [129] sktada si¢ z kilku krokow opisanych ponize;j:

1. Przygotowanie receptora — czasteczka biomolekuty, do ktorej bedzie przeprowadzane
dopasowywanie liganda, musi zosta¢ przygotowana do procesu dokowania. W tym
celu najpierw jest ona uwodorniana, nastepnie liczone sa tadunki elektrostatyczne na
powierzchni i na koniec zapisuje si¢ ja w pliku o0 formacie zrozumiatym dla
programu dokujacego.

2. Przygotowanie czasteczki liganda — do czasteczki dopasowywanej mikromolekuty
musza by¢ dodane wodory, a nastepnie powinna ona by¢ zapisana do stosownego
formatu pliku.

3. Generowanie powierzchni molekularnej — zostaje wygenerowana powierzchnia
molekularna czasteczki receptora. Pozwala to na doktadne dopasowanie dokowanego
liganda do kieszeni, ktorej badaniem jesteSmy zainteresowani.

4. Na podstawie powierzchni molekularnej wygenerowanej w pkt. 3, udoktadniane jest
miejsce wigzania liganda. Kazdy program przeprowadza ten etap uzywajac réznych
metod. Na przyktad program SPHGEN [130] tworzy wokoét catej czasteczki receptora
teoretyczne sfery. Kazda z nich odpowiada miejscu w przestrzeni, w ktorym
korzystne energetycznie bytoby umies$ci¢ atom dokowanego liganda. Nastepnie,
w zaleznosci od potrzeb danego procesu dokowania wybiera sig zbidr sfer, ktore beda
wykorzystywane w procesie dokowania. W zalezno$ci od konkretnego projektu
selekcjonuje sig:

e najwigkszy klaster wygenerowany przez program do tworzenia sfer —
w przypadku, gdy nie mamy zadnej informacji o przewidywanym miejscu
wigzania liganda do czasteczki receptora. Najwigkszy klaster znajduje sig
w najbardziej korzystnym z punktu widzenia energetycznego miejscu
czasteczki receptora, stad moze pomodc uzyskaé wartosciowe rezultaty;

e sfery w zadanym rejonie czasteczki receptora — w przypadku, gdy znane jest
w przyblizeniu miejsce wigzania czasteczki liganda. Metoda taka zapewnia, iz
wszystkie uzyskane konformacje wynikowe liganda znajda si¢ w poblizu
zadanego punktu powierzchni, ktory jest istotny z punktu widzenia

prowadzonych badan.
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Powyzsze sfery sa wykorzystywane przez program DOCK, ktéry dokujac ligandy
umieszcza jak najwigcej ich atoméw w centrach tych sfer. Z kolei wykorzystywany
rowniez w pracy program Surflex [131] tworzy prototyp liganda tzw. ,,protomol”
bedacy duza sztuczna czasteczka pasujaca do receptora. Jesli ligand pasuje
strukturalnie do ,,protomola” lub jego fragmentu — oceniany jest wysoko.

5. Generowanie uktadu — po wybraniu sfer ogranicza si¢ analizowany fragment receptora
do objetosci wynoszacej tyle, co rozmiar sfer plus pewien zadany prog (zwykle
ok. 5A). Powstaje przez to prostopadto$cienna bryla, w ktérej wnetrzu mieszcza sie
rozwiazania dopuszczalne dokowania. Objetos¢ uktadu dobierana jest tak, aby pokryta
cala interesujaca nas powierzchnig receptora. Polozenia ligandéw wykraczajace poza
ww. uktad s odrzucane.

6. Generowanie siatki — jest to etap tworzacy mapeg energetyczna uktadu z pkt. 5, na
podstawie potozen sfer i powierzchni receptora. Program DOCK wykorzystuje
wygenerowang siatke do oceny rezultatow dokowania oraz sprawdzenia czy
poszczegolne konformacje ligandéw nie naktadaja si¢ na powierzchnig receptora.

7. Dokowanie — jest to koncowy i kluczowy etap catego opisywanego procesu. Polega
on na dopasowywaniu do receptora zadanej czasteczki liganda. Moze to tez by¢ wiele
ligandow, jesli w duzym zbiorze czasteczek szukamy potencjalnego leku.
Rozwazamy takze dwa rodzaje dokowan mikromolekularnych:

e dokowanie sztywne (ang. rigid body docking) — polegajace na dopasowywaniu
czasteczek liganda w sposob sztywny do receptora bez jakichkolwiek
modyfikacji katéw torsyjnych w ramach liganda;

e dokowanie elastyczne (ang. flexible docking) — najpierw program dokujacy
identyfikuje sztywne fragmenty liganda (np. pierscienie aromatyczne, wigzania
podwdjne). Nastgpnie tworzy wiele alternatywnych konformacji liganda
modyfikujac je np. przez obroty sztywnych fragmentow wokot wigzan
pojedynczych. Dzigki temu niektore ligandy, ktore poczatkowo wydawaty sig
zupelie niepasujace do struktury receptora, daje si¢ dopasowa¢ bez zadnych
problemow. Oczywiscie, w przypadku tej metody nalezy liczy¢ si¢ z mocno
zwigkszona ztozonoscia obliczeniowa tego procesu, gdyz kazdy ligand staje

si¢ zrodlem wielu alternatywnych konformacji.
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W niniejszej pracy uzyto programu Surflex do wirtualnego badania przesiewowego
potencjalnych inhibitor6w metylotransferazy ErmC'. Przy wszystkich badaniach
przesiewowych jako zrodto potencjalnych inhibitorow wykorzystano baz¢ ligandow
Maybridge [132]. Struktura receptora — biatka ErmC' zostata przekonwertowana do formatu
pliku mol2. Wykorzystano program Surflex, wersja 1.33. Do wygenerowania protomola
zostaly uzyte reszty aminokwasowe: Thr108, Argl12, Argl34, Argl40, Serl41 oraz Leul42.
Do receptora zostata zadokowana cata baza ligandow Maybridge. Dla kazdego liganda
tworzone byto 10 p6z. Do oceny zadokowanych konformacji zostaty wykorzystane programy
CScore oraz XScore [133].

Program DOCK w wers;ji 6.1, zostal wykorzystany do dokowan:

e AdoMet do biatka RImA(I);

e modyfikowanej guanozyny 745 do biatka RImA(l) ze zwiazanym AdoMet;

e AdoMet do biatka RImA(II);

¢ modyfikowanej guanozyny 748 do biatka RImA(II) ze zwiazanym AdoMet;

e potencjalnych inhibitorow enzymu RIMA(Il) w procesie wirtualnego badania
przesiewowego;

e modyfikowanej adenozyny 1408 z 16S rRNA do biatka KamB;

e potencjalnych inhibitorow enzymu NpmA w procesie wirtualnego badania

przesiewowego.

We wszystkich wymienionych powyzej dokowaniach z wykorzystaniem programu
DOCK do procesu przygotowania receptora oraz liganda zostal wykorzystany program UCSF
Chimera [134]. Uzyta zostala funkcja ,,Tools -> Structure Editing -> Dock Prep”.
Wykorzystane zostalo dodawanie wodorow oraz tadunkow elektrostatycznych w ramach ww.
funkcji. Protonacja histydyn bazowata na nazewnictwie wewnatrz pliku PDB.

Do generowania powierzchni molekularnej we wszystkich przypadkach byt
wykorzystywany program DMS [135]. Jako rozmiar sfery generujacej powierzchnig
przyjeto 1,4A.

Generowanie sfer zostalo wykonane programem SPHGEN. Minimalny rozmiar
generowanych sfer zostal ustawiony na 1A, a maksymalny na 6A. Zmniejszenie

minimalnego rozmiaru pozwolilo na znajdowanie sfer w waskich fragmentach kieszeni
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receptora, natomiast powigkszenie zakresu maksymalnego rozmiaru sfery do 6A pozwolito na
wygenerowanie sfer w miejscach, gdzie kieszen byta bardzo szeroka i trudno byto ustali¢
preferowane potozenia atomow potencjalnego liganda. Proces ten byl ztozony, gdyz oprocz
wygenerowania sfer w zadanym rejonie (np. kieszeni na kofaktor w badanym biatku)
konieczny byl reczny wybodr sfer uzywanych do dokowania. Regczna ingerencja byta
konieczna, gdyz sfery generowane sa niejednokrotnie w miejscach, o ktorych odgornie
wiadomo, ze umiejscowienie liganda jest niemozliwe (jak np. wnetrze biatka) lub
niewskazane (sfery po drugiej stronie biatka w stosunku do wykorzystywanej kieszeni).

Generowanie siatki odbywato si¢ z wykorzystaniem opcji bump_filter = yes
pozwalajacej sprawdza¢ natozenia atomow.

W przypadku dokowan: AdoMet do RImA(l), G745 do RImA(l), AdoMet do
RImA(IT), G748 do RImA(II) oraz A1408 do KamB w pliku wejsciowym programu DOCK
zmodyfikowane zostalty w stosunku do domyslnych parametry:

e liczba orientacji ligandow: max_orientations= 500 - wigksza liczba mozliwych
konformacji miata stuzy¢ zwigkszeniu prawdopodobienstwa na znalezienie struktury
optymalnej. Wigkszej liczby orientacji nie zastosowano w przypadku wirtualnego
badania przesiewowego, w ktorym ze wzgledu na bardzo duza liczbg zastosowanych
ligandow max_orientations ustawiono na 200;

e minimalny rozmiar rdzenia w dokowaniu elastycznym: min_anchor_size= 6
(zmniejszenie minimalnego rozmiaru sztywnego rdzenia w dokowaniu elastycznym
powoduje, ze program moze dokonywaé wigkszych modyfikacji liganda podczas
dokowania, bo juz 6 pofaczonych razem atomoé6w moze zosta¢ potraktowanych jako
grupa sztywna);

e sprawdzanie naktadania ligandow: use_clash_overlap = yes oraz clash_overlap=0,5;
(opcja pozwala sprawdzaé, czy podczas budowy nowej konformacji liganda nie
nastgpuja zawady steryczne migdzy dodawanymi fragmentami);

o eliminacja zawad sterycznych: bump_filter=yes (sprawdzenie naktadania si¢ liganda

na kieszen receptora).
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Oprocz powyzszych zmian, przy wirtualnych badaniach przesiewowych
zmodyfikowano:
e liczbg dopuszczalnych natozen typu van der Waalsa na etapie umiejscawiania rdzenia
max_bumbs_anchor=6;
e liczb¢ dopuszczalnych natozen typu van der Waalsa na etapie wzrostu

max_bumps_growth=6.

Powyzsze zmiany pozwolily na eliminacj¢ mniej doktadnych rozwiazan, co mialo
istotne znaczenie dla ztozonosci czasowej procesu dokowania. Dzigki temu dokowanie byto
bardziej restrykcyjne, ale przy tak duzej bazie zastosowanych ligandow celem byto dobranie
parametrow preferujacych rozwigzania mocno zoptymalizowane.

Program DOCK do dokowan pojedynczych czasteczek (AdoMet, GUA, ADE) byt
uzywany lokalnie na stacji roboczej wyposazonej W procesor Pentium IV HT. Natomiast
wirtualne badania przesiewowe wykonano we wspotpracy z Wydzialem Matematyki UAM
na klastrze 120 komputeréw Pentium Dual Core.

Reprezentacja graficzna procesu dokowania mikromolekularnego jest przedstawiona

na rycinie 19.
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Ryc. 19 Schemat dokowania mikromolekularnego.

54



Bioinformatyczna analiza struktury i oddziatywan z substratami metylotransferaz RNA odpowiedzialnych za
opornosc¢ bakterii na antybiotyki.

3.3. Dokowanie makromolekularne

W przypadku komplekséw biatek czy kwasow nukleinowych metoda omawiana
W poprzednim rozdziale nie znajduje zastosowania. Dzieje si¢ tak, poniewaz rozmiar liganda
jest znacznie wigkszy i algorytmy stosowane w dokowaniu mikromolekularnym
powodowatyby bardzo dlugi czas obliczen. Konieczne jest zatem zastosowanie metody
dokowania makromolekularnego.

Podobnie jak w dokowaniu mikromolekularnym, najlepiej jest wskaza¢ programowi
dokonujacemu dokowania makromolekularnego, przewidywanego miejsca oddziatywania
czasteczek. Nie zmienia to jednak faktu, ze w dokowaniu makromolekularnym mozliwe jest
utworzenie kompleksu dwdoch molekut bez jakichkolwiek narzuconych wigzow na miejsce ich
oddziatywania. Przypadki takie zdarzaja sig, gdy brakuje catkowicie informacji
eksperymentalnych o rozpatrywanych zwiazkach, natomiast ich budowa chemiczna nie
wskazuje w sposob jednoznaczny, ktora ich czg$¢ moze bra¢ udziat w oddziatywaniu.

Z programow dokonujacych dokowania makromolekularnego do uzytku w niniejszej
pracy zostal wykorzystany program HADDOCK [136], jako radzacy sobie doskonale
z kompleksami bialek z kwasami nukleinowymi. Program ten przyjmuje jako dane
wejSciowe, oprocz struktur badanych czasteczek takze plik wigzéw ,airs.tbl”
(ang. Ambiguous Interaction Restraints — AIR) méwiacy o tym, ktore nukleotydy/reszty
aminokwasowe w ramach badanego ukladu zostaja wyznaczone jako aktywne. Przez
aktywny nukleotyd rozumiemy taki, ktory uczestniczy bezposrednio w badanej reakcji — np.
jest modyfikowany przez biatko bedace drugim sktadnikiem badanego kompleksu. W pliku
wigzdw okreslane sa takze nukleotydy/reszty aminokwasowe pasywne tj. takie, ktore otaczaja
wybrane wczesniej aktywne 1 stanowia miejsce interakcji badanych czasteczek.
W prowadzonych badaniach, jako pasywne wyznaczane byty reszty aminokwasowe
otaczajace kieszenie katalityczne analizowanych enzyméw. Program HADDOCK zwraca jako
wynik:

1. 1000 struktur po pierwszym etapie dokowania, nie uwzgledniajacym optymalizacji.
Etap ten jest odpowiednikiem sztywnego dokowania mikromolekularnego
wykonywanego w prozni.

2. 200 struktur po drugim etapie dokowania. Jest to istotny etap, poniewaz dokonuje si¢

w nim optymalizacji geometrii otrzymanych rezultatéw w wodzie. Istnieje rowniez
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potencjalna mozliwo$¢ nadania ruchomosci czgsci atomow dokowanych czasteczek,

aby da¢ im mozliwo$¢ bardziej $cistego dopasowania sig. Nalezy jednak liczy¢ sig

z faktem, iz ze wzgledu na rozmiar uktadu nadanie ruchomosci czgsci czasteczek

prowadzi do wigkszej ztozono$ci obliczen. W przypadku dokowan minimalnego

substratu RNA do ErmC' oraz helisy 35 do biatek RImA(I) oraz RImA(II), fragmenty
petli RNA, zawierajace modyfikowane nukleotydy byty traktowane jako ruchome.

W  dokowaniu makromolekularnym za pomoca programu Haddock w etapie
koncowym otrzymuje si¢ 200 struktur. Jest to wynik surowy, wymagajacy dodatkowego
klastrowania.

Klastrowanie jest procesem polegajacym na podziale struktur na grupy
z uwzglednieniem ich wzajemnego stopnia podobienstwa do siebie. W ten sposob struktury
najbardziej podobne do siebie znajduja si¢ w jednym klastrze. Natomiast im wigcej jest
réznic pomigdzy klastrami, tym wigksza ich odlegtos¢ od siebie.

Z uzyskanych klastrow analizuje si¢ struktury ocenione najlepiej przez wewngtrzna
funkcj¢ oceniajaca programu HADDOCK. Dzigki temu mozna oszacowac, jaki rodzaj
wzajemnego umiejscowienia dokowanych czasteczek nam odpowiada. Pozwala to nie braé
pod uwage catych duzych klastrow zawierajacych struktury, ktére mozna uznaé za
nieprawidlowe lub niespelniajace zatozen wejsciowych eksperymentu. Koncowym
dziataniem w ramach dokowania makromolekularnego jest selekcja najlepszego rozwiazania
z pozostatych klastrow. Zazwyczaj jest to pierwsza (najlepiej oceniona) struktura w tym
Klastrze.

Pierwszym etapem wykonywanych prac bylo wyznaczenie reszt aminokwasowych
oraz nukleotydéw bedacych w interakcji z druga czasteczka kompleksu. Tak wyznaczone
reszty aminokwasowe/nukleotydy, jak wspomniano wyzej, nazywa si¢ aktywnymi.
W niniejszej pracy zostaly wykonane dokowania makromolekularne:

e minimalnego substratu RNA na bialko ErmC'. Jako resztg¢ aktywna po stronie biatka
bedaca w interakcji z RNA zostata wyznaczona Tyr104 natomiast po stroniec RNA
nukleotydem aktywnym jest modyfikowana A2058;

e helisy 35 z 23S rRNA rybosomu E. coli do biatka RIMA(I). Reszta aktywna po
stronie bialka jest Tyr156 natomiast nukleotydem w RNA-G745;

e helisy 35 z 23S rRNA rybosomu E. coli do biatka RImA(IIl). Reszta aktywna to
Phel61 w RImAC(II), a aktywny nukleotyd w RNA to modyfikowana G748;
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e bialka NpmA do podjednostki 30S rRNA. Aktywne reszty aminokwasowe w biatku to
Trpl107 oraz Trpl97 natomiast nukleotyd aktywny w 30S rRNA to modyfikowana
A1408.

Ze wzgledu na fakt, ze przy pomocy programu HADDOCK tworzone byty kompleksy
bialko-RNA zostaly wprowadzone modyfikacje plikoéw opisujacych czasteczke¢ RNA
w kompleksie:

e topology file = dna-rna-allatom.top;

o linkage file = dna-rna.link;

e energy parameter file = dna-rna-allatom.param.

Ustawienia dla biatek pozostaty domysine.

Wybor klastrow wygenerowanych przez program HADDOCK w poszczegdlnych
dokowaniach byl dokonywany manualnie poprzez poréwnywanie migdzy soba rozwiazan
reprezentatywnych (najlepiej ocenionych funkcja oceniajaca HADDOCK) W poszczegolnych
klastrach.

Program HADDOCK uzywany byl lokalnie na stacji roboczej wyposazonej
w procesor Intel Pentium IV HT. Przy obliczeniach wykorzystywane byly oba rdzenie
maszyny.

Graficzna reprezentacja dokowania makromolekularnego przedstawiona jest na

rycinie 20.
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Ryc. 20 Schemat dokowania makromolekularnego.
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3.4. Analiza sekwencji

Analiza sekwencji stuzy badaniu ewolucji organizméw oraz badaniu grup
powiazanych sekwencji. Bywa ona wykorzystywana zarowno w celu sprawdzenia, jakie
sekwencje moga by¢ homologiczne do badanej, jak rowniez sprawdzeniu wczesniej dobranej
grupy sekwencji pod katem ich podobienstwa. W pracy przyrownywane byty sekwencje
biatka RIMA(I) do RImA(Il), bialek z rodziny Kam oraz poréwnania biatek Kam i Trm.

W niniejszej pracy, gdy szukano homologéw badanych bialek, zostat wykorzystany
program BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) [137] pozwalajacy wyszukiwac
sekwencje homologiczne. Uzywa on jako wzorca sekwencji analizowanej 1 znajduje takie
sekwencje, ktore zawieraja podobne ciagi reszt aminokwasowych/nukleotydéw. Dostgpna jest
zardwno wersja BLAST z interfejsem sieciowym, jak i lokalna wersja programu.

Zasada dziatania BLAST przedstawia si¢ nastepujaco:

1. Znajdowany jest fragment sekwencji homologicznej, odpowiadajacej sekwencji
badanej (dtugos¢ tego fragmentu, wymagana do uznania przez program BLAST za
trafienie {ang. match}, jest uzalezniona od zdefiniowanej tzw. dtugosci stowa).

2. Nastepnie program stara si¢ przedtuza¢ dopasowanie tak dlugo, jak sekwencja badana
zgadza si¢ z homologiem. Czasem mimo pewnych roznic proces przedtuzania
(elongacji) jest kontynuowany, gdyz mimo punktowych réznic sekwencje moga po
kilku r6znych resztach/nukleotydach znow mie¢ fragmenty podobne.

3. Trafienia sa segregowane 1 zwracane przez program.

Program BLAST umozliwia réwniez badanie sekwencji w réznych aspektach, sposrod
ktérych w niniejszej pracy wykorzystano m.in.:

e szukanie homologdéw biatkowych dla sekwencji biatkowej (blastp);

e szukanie homologoéw nukleotydowych dla sekwencji nukleotydowej (blastn);

e szukanie bialek homologicznych do tego, ktore koduje znana sekwencja

nukleotydowa — (blastx).
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3.5. Modelowanie homologiczne

Wyrézniamy dwie gtowne metody modelowania: Boltzmannowska oraz
Darwinowska. Pierwsza z nich dotyczy modelowania biatek za pomoca zasad fizyki. Jest to
jednak metoda bardzo czasochtonna, gdyz wraz ze wzrostem liczby reszt aminokwasowych
tworzacych biatko, drastycznie wzrasta liczba mozliwych konformacji, ktére moze ono
przyja¢. Metoda Darwinowska polega na przewidywaniu struktur biatkowych na podstawie
biatek homologicznych do badanego i to na niej skupiono si¢ w niniejszej pracy.

Modelowanie homologiczne opiera si¢ na tworzeniu modeli bioczasteczek w oparciu
0 znane juz struktury o podobnej sekwencji badz tez zwoju.

Niniejsza metoda sktada si¢ z nastgpujacych etapow:

1. Etap wyboru szablonu (ang. template), czyli homologa badanego biatka o znanej
strukturze. Jezeli nie mozna takiego znalez¢, dokonuje si¢ przeszukiwania bazy
sekwencji np. programem PSI-BLAST [138]. Program ten wykorzystuje poczatkowo
jako wzorzec sekwencje badana. Jezeli program znajdzie sekwencje homologiczne,
wowczas modyfikuje wzorzec, wedtug ktorego przeszukuje bazg. Nowym wzorcem
staje si¢ sekwencja konsensusowa (badana + homologiczne) i program kontynuuje
przeszukiwanie. Pozwala to sformutowa¢ ogdlny wzorzec charakterystyczny dla danej
rodziny biatek, minimalizujac wptyw modyfikacji u jej poszczegdlnych cztonkow. Na
podstawie struktury szablonu wykonuje si¢ modelowanie struktury celu (ang. target).
Prawidlowy wybor szablonu jest bardzo istotna czgscia catego procesu modelowania.

2. Przyréwnanie sekwencji biatka modelowanego do szablonu. W ramach tego procesu
wprowadzane sa modyfikacje, insercje oraz delecje tak, aby odpowiadajace sobie
reszty aminokwasowe w obu biatkach znajdowaly si¢ w analogicznych miejscach
struktury. Trzeba réwniez zwraca¢ uwagg na to, zeby we fragmentach istotnych
strukturalnie np. elementach struktury drugorzgedowej nie wprowadzaé przerw. Proces
ten przeprowadzono w programie Swiss PDB Viewer [139].

3. Dokonywanie reorientacji reszt aminokwasowych celu, rézniacych si¢ od struktury
szablonu, podczas gdy fragmenty analogiczne sa kopiowane do koncowego modelu.
Powyzsza czynno$¢ wykonywana jest w programie SWISS-MODEL [139].
Natomiast w programie MODELLER [140] nakladane sa wigzy przestrzenne na

fragmenty struktury szablonu. Nastgpnie struktura jest zwijana w taki sposob, aby
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zminimalizowa¢ naruszenia tych wigzow. W pracy korzystano z obu podejsc.

4. Ocena modelu przez specjalnie ku temu przeznaczone programy jak np.
Verity3D [141] czy MetaMQAP [142]. Programy te oceniaja jak bardzo fragmenty
modelu biatka przypominaja znane struktury wystepujace w innych biatkach (ocena
biatkopodobnos$ci modelu). Sprawdzaja migdzy innymi prawidlowos¢ kontekstu
strukturalnego poszczegolnych reszt aminokwasowych (np. czy reszty hydrofobowe
znajduja si¢ wewnatrz struktury biatka). Metody te zwracaja tatwy do oceny wizualnej
model badanej czasteczki. Do pliku struktury modelu wpisuja do kolumny ,,B-factor”
ocen¢ dla kazdej reszty aminokwasowej. Dzigki temu programy do wizualizacji
koloruja kawatki czasteczki ocenione jako nieprawidlowo wymodelowane na
czerwono, a prawidlowo wymodelowane na niebiesko (pomigdzy wspomnianymi
kolorami wystgpuje wiele odcieni §wiadczacych o ocenie biatkopodobnosci danego
fragmentu).

W przypadku, gdy w punkcie 4 powyzszego procesu otrzymywany jest model
niespetniajacy stawianych mu wymagan (np. czerwony fragment kieszeni waznej dla funkcji
biatka), konieczne jest ponawianie roznych etapow powyzej opisanego procesu modelowania
np. dodatkowy szablon, optymalizacja przyrownania. Trzeba tez bra¢ pod uwagg, iz w wielu
przypadkach pegtle w modelowanej czasteczce bgda pokolorowane na czerwono, ale ze
wzgledu na ich mobilno$¢ mozna czasem taki wynik uzna¢ za dopuszczalny. Proces
modelowania homologicznego przedstawiony jest na Ryc.21.

Metoda modelowania homologicznego zostata wykorzystana w niniejszej pracy do
stworzenia modelu biatka RImA(Il). Jako szablonu uzyto homologicznego biatka RIMA(I)
0 znanej strukturze krystalograficznej (kod PDB: 1P91). Proces przyroéwnania badanej
sekwencji do sekwencji szablonu wykonano z uzyciem programu SWISS PDB VIEWER.
Stworzony projekt PDB zostal wykorzystany do modelowania z uzyciem programow
SWISS - MODEL oraz MODELLER. Proces modelowania byt utrudniony z uwagi na
istnienie w biatku RIMA(Il) dlugiej petli migdzy resztami aminokwasowymi 197 a 215
(sekwencja: GLLRVRDHKEGRLAEQLAPH), ktora nie wystgpuje w szablonie. Uzyskane
modele zostaty ocenione metoda MetaMQAPII.
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Ryc. 21 Schemat modelowania homologicznego.
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3.6. Modelowanie petli metodqg ROSETTA

Jako metodg wspomagajaca modelowanie homologiczne zostal wykorzystany program
ROSETTA [143]. Obecne metody modelowania bialek maja znaczne ograniczenia,
w przypadku wigkszych fragmentow struktur, dla ktorych nie ma dostgpnego szablonu, jak to
miato w przypadku petli 197-215 w biatku RImA(II). Mimo, ze radza sobie z krotkimi
petlami, dtuzsze nadal pozostaja powaznym problemem.

ROSETTA korzysta z bazy znanych struktur biatkowych. Metoda ta tworzy modele,
sktadajac je z 3- lub 9-aminokwasowych wycinkow znanych bialek z powyzszej bazy.
Modele utworzone z ww. wycinkow sa optymalizowane sa przez program ROSETTA metoda
Monte Carlo [144].

Doktadnos¢ tworzonych fragmentow maleje wraz ze wzrostem dhugosci fragmentu,
gdyz zwigksza si¢ lawinowo liczba mozliwych konformacji tancucha biatkowego.

Programem ROSETTA wymodelowano petle 197-215 w biatku RImA(II). Nastgpnie

uzyskana struktura zostata oceniona programem MetaMQAPII.

3.7. Modelowanie struktur kwasow nukleinowych metodq MCSym

W pracy do wymodelowania finalnej struktury minimalnego substratu RNA zostat
wykorzystany program MCSym [145] w wersji 3.2.2. Jest to oprogramowanie pozwalajace
na tworzenie struktur troyjwymiarowych czasteczek biatek oraz kwasow nukleinowych na

podstawie narzuconych wigzow na strukturg drugorzgdowa przewidywanej czasteczki.

Jako parametr wejSciowy dla programu zostala uzyta sekwencja minimalnego
substratu  RNA: CGCGACGGACGGAAAGACCCCUAUCCGUCGCG  (modyfikowana
adenozyna zostala pogrubiona). Nastgpnie narzucone zostaly znane wigzy przestrzenne

dotyczace substratu (Ryc. 22).
>ermc

CGCGACGGACGGAAAGACCCCUAUCCGUCGCG

Ryc. 22 Wigzy przestrzenne struktur 2D minimalnego substratu RNA w programie MCSym.
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W wyniku dziatania programu otrzymano 1000 modeli struktury minimalnego
substratu RNA. Struktury zostaty nalozone na siebie z uzyciem programu PyMOL [146].
Nastgpnie natozone struktury sklastrowano przy pomocy skryptu stworzonego w j¢zyku
programowania Python [147]. Uzyskany reprezentatywny model przedstawiony jest

w rozdziale Wyniki.

3.8. Programy do wizualizacji

W toku dzialan zwiazanych 2z przeprowadzaniem rdéznych etapow projektéw
wykorzystywane byty programy do wizualizacji pozwalajace na dokonywanie licznych
manipulacji z danymi zwigzanymi z niniejsza praca.

Programy PyMOL [146], VMD][ 148] oraz UCSF Chimera [134] sa uzywane zar6wno
do wizualizacji czasteczek, jak i tworzenia wysokich jakosciowo rysunkow.

PyMOL umozliwia zapisanie wielu plikéw PDB do jednego pliku projektowego, co
znacznie ulatwia prace z duzymi zbiorami danych. Dzigki temu istnieje mozliwo$¢
wizualizacji rezultatow dokowania mikromolekularnego z uwzglednieniem wszystkich
uzyskanych konformacji w ramach jednego pliku projektowego.

W PyMOLu oraz VMD mozna odtwarza¢ trajektorie dynamiki molekularne;.
Programy te daja rowniez mozliwo$¢ rozszerzenia funkcjonalno$ci ich dzialania przez
dodawanie skryptow np. w jezyku Python w PyMOLu czy Tcl/Tk w VMD. Duza zaleta
PyMOLa oraz VMD jest to, ze istnieje opcja samodzielnego pisania dodatkow
rozszerzajacych  ich  funkcjonalno$¢ z wykorzystaniem powszechnie dostgpnego
1 popularnego jezyka programowania Python.

Duza zaleta VMD jest jego sprzezenie z pakietem NAMD [149] sluzacym do
przeprowadzania dynamiki molekularnej.

Z kolei UCSF Chimera umozliwia wygodne przygotowanie czasteczek do procesu
dokowania  mikromolekularnego  dzigki  gotowym  narzedziom ,,Dock  Prep”,

przeprowadzajacym potrzebne kalkulacje.
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4. Wyniki

4.1. Metylotransferazy modyfikujgace 23S rRNA
4.1.1.Metylotransferaza ErmC’ modyfikujaca N6 w A2058 z 23S rRNA

4.1.1.1. Minimalny substrat RNA dla ErmC’

Na rycinie 23 zostaly przedstawione struktury trojwymiarowe minimalnego substratu

RNA, przed (Ryc.23A) i po (Ryc.23B) symulacji dynamiki molekularnej trwajacej 3,2 ns.

A B
Ryc.23 Pierwotny substrat RNA [66] przed (Ryc.23A) oraz po (Ryc.23B) symulacji dynamiki molekularnej

0 diugosci 3,2 ns. Na czerwono zaznaczona zostala modyfikowana adenozyna 2058. Na niebiesko cytozyna
2055 tworzaca wybrzuszenie pomigdzy fragmentami helikalnymi substratu. Na zielono — pozostate nukleotydy
oprocz A2058 tworzace petle w substracie.
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W trakcie symulacji nastapily przesunigcia parowan nukleotydow w krotkiej czesci
helikalnej-dwunukleotydowej oddzielajacej wybrzuszenia od petli. Przesunigcia te
spowodowaty zaburzenie globalnego ksztaltu catego substratu (Ryc.23). RMSD wyniosto
przy koficu symulacji 5A. Wystgpowanie tak duzych zmian w strukturze czasteczki
wskazuje, ze jest to czasteczka bardzo labilna, ktéra moze okaza¢ si¢ trudna do analizy
bioinformatycznej. Niestabilno$¢ tej czasteczki moze takze sugerowal, ze struktura
przestrzenna tego wstgpnego modelu nie pokrywata si¢ z rzeczywistoscia.

Ze wzgledu na wysoka labilno$¢ badanego RNA skonstruowane zostato kilka struktur
przestrzennych niniejszego substratu z wykorzystaniem programu MCSym, ktory
przeprowadza rownoczesnie optymalizacje przestrzennag stwarzanego modelu, dzigki ktorej
wiadomo, ze uzyskany model poddany procesowi minimalizacji pozostanie stabilny.
Reprezentatywny model, wykazujacy stabilno§¢ strukturalng w procesie minimalizacji

przedstawiony jest na rycinie 24.
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ADE 2058

Ryc.24 Koncowy model minimalnego substratu RNA uzyskany programem MCSym. Powyzej ADE2058 jest

widoczna petla, ponizej — czg$¢ helikalna substratu.

4.1.1.2. Analiza biatka ErmC’

Przeprowadzono roéwniez analiz¢ stabilnosci biatka ErmC' za pomoca dynamiki
molekularnej oraz analizy wektoréw wiasnych opisujacych kierunki, w ktorych nastgpuja
ruchy oscylacyjne atoméw badanej czasteczki.

Biatko ErmC' w analizie przy pomocy dynamiki molekularnej, w przeciwienstwie do
minimalnego substratu RNA okazuje si¢ by¢ bardzo stabilne. Istnieja niewielkie oscylacje
oraz ruchy migdzydomenowe w biatku, ale koncowa struktura globalna jest bardzo zblizona
do poczatkowej. Jedynie koniec N biatka wykazuje wysoka labilnos¢, co nie dziwi, gdyz nie
wystepuje on strukturze krystalograficznej. Struktura ta zostalta wymodelowana przez prof.

Bujnickiego.
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Z przebiegu dynamiki enzymu ErmC' nie daje si¢ zaobserwowac istotnych zmian
strukturalnych. Jednakze w trakcie tego badania wyzej wymienione biatko podlega wielu

ruchom globalnym (Ryc.25).

Ryc.25 Przebieg symulacji dynamiki molekularnej biatka ErmC'. Od goéry — konformacja poczatkowa, szereg

konformacji posrednich, konformacja koncowa.
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Dzigki wykresowi RMSD (Ryc. 26) wida¢, ze biatko po poczatkowych niewielkich
zmianach konformacyjnych jest stabilne.
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Ryc. 26 RMSD biatka ErmC’ podczas symulacji dynamiki molekularnej.

Sama obserwacja trajektorii enzymu ErmC' nie udziela jednak odpowiedzi na pytanie,
jaki jest charakter tych drgan, gdyz nastgpuje ich wiele w tym samym czasie. Natomiast
macierz kowariancji (zwana tez mapa korelacji) dostarcza informacji odno$nie zmienno$ci

potozen poszczegdlnych reszt aminokwasowych w tym biatku (Ryc.27).

Analiza korelacji ruchow w bialku ErmC'

Korelacje pozytywne wskazuja na homogeniczno$¢ i Silne powiazania pewnych
fragmentéw badanej czasteczki. Z kolei zalezno$ci negatywne sa o tyle istotne, ze
umozliwiaja ukazanie ruchdw powodujacych np. otwieranie si¢ i zamykanie kawatka biatka

przez co wskaza¢ moga rejony istotne dla wigzania sig substratu.
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Mapa korelacji ErmC
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Ryc.27 Mapa korelacji pomigdzy resztami w biatku ErmC'. Kolory od zielonego do czerwonego oznaczaja
coraz silniejsza korelacj¢ pozytywna pomigdzy poszczegdlnymi resztami aminokwasowymi. Pozytywna
korelacja ruchow reszty A i B oznacza, ze reszta B bedzie w tym samym momencie trajektorii przemieszczata
si¢ w tym samym kierunku co reszta aminokwasowa A. Korelacja negatywna symbolizowana jest przez coraz
silniejsze odcienie niebieskiego. W jej przypadku ruch reszty A skorelowanej negatywnie z B bgdzie implikowat,

izw danej chwili czasu reszta aminokwasowa B porusza si¢ w przeciwng strong do ruchu reszty A.

Stuprocentowa korelacj¢ pozytywna, a wigc czysta czerwona barwe maja korelacje
reszt aminokwasowych z soba samymi. Z powyzsze] macierzy obserwowalne jest kilka

opisywanych dalej zaleznosci.
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Ryc.28 Korelacja pozytywna Phe35 z Lys97 i 1le123.

Korelacja pozytywna na Ryc.28 wskazuje na oddzialywania wystepujace pomigdzy
poszczegdlnymi resztami aminokwasowymi, wchodzacymi w sktad arkusza B, bedacego
rdzeniem domeny N-koncowej biatka ErmC'. Zalezno$¢ ta wskazuje na fakt spdjnosci ruchow
rdzenia domeny.

W dalszej analizie skupiono si¢ jednak na badaniu korelacji bardziej istotnych
z punktu widzenia skoncentrowanego na wiazaniu RNA do tego biatka tj. na korelacjach
negatywnych.

Analizujac szczegdtowo powyzsza mapg korelacji zaobserwowane zostaty nastgpujace
zalezno$ci: Thr 14 oddziatuje negatywnie z GIn 87, Asp 117 i Ala 148. Zatem ruch Thrl4
W jedna strong¢ bedzie sprzezony z ruchami GIn87, Aspll7 oraz Alal48 w przeciwna
strong.(Ryc.29).

71



Bioinformatyczna analiza struktury i oddziatywan z substratami metylotransferaz RNA odpowiedzialnych za
oporno$c¢ bakterii na antybiotyki.

‘ ,}9‘)

AL
" Ala 148
L

«— Asp 117

Thr 14 —»

Miejsce 4
wigzania X ‘ ~<—— GIn 87
AdoMet T8 '

o

Ryc.29 Korelacja negatywna Thrl14 z resztami GIn87, Asp117 oraz Alal48. Czerwona strzatka oznacza wektor

wlasny wzdtuz ktorego nastgpuje ruch reszt aminokwasowych wzgledem siebie.

Wskazane zostato rowniez miejsce wiazania donora grupy metylowej. Na rycinie 29
wida¢, ze oddzialywania te przecinaja kieszen wiazaca AdoMet. Sugeruje to, Ze wzajemne
oddziatywanie tych reszt powoduje zamykanie i otwieranie kieszeni wiazacej kofaktor,
umozliwiajac jego zwiazanie badz tez uwolnienie.

Kolejna rycina ukazuje negatywne korelacje ruchu Glu69 a reszt Gly130, Phel45
oraz Serl53. Jak wida¢ z przedstawionej ponizej reprezentacji graficznej, jest to ponownie
oddziatywanie przechodzace przez miejsce wigzania donora grupy metylowej. Udowadnia to,

ze miejsce to jest bardzo dynamiczne.
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Ryc.30 Korelacja negatywna ruchu Glu69 z grupa reszt Gly130, Phel145 i Ser153. Czerwona strzatka oznacza

wektor wlasny wzdtuz ktorego nastgpuje ruch reszt aminokwasowych wzglgdem siebie.

Powyzsze wyniki (Ryc.29 i Ryc.30) wskazuja na wyrazna tendencje kompresji
I otwierania si¢ kieszeni wiazacej kofaktor w bialku ErmC'. Strzatki uwidaczniajace
oddziatywania pomigdzy wyszczegdlnionymi resztami aminokwasowymi pokazuja
lokalizacjg istotnego rejonu w biatku jakim jest ww. kieszen.

W etapie dalszych prac skupiono si¢ na kluczowym z punktu widzenia niniejszych
badan miejscu wiazania modyfikowanej przez enzym ErmC' adenozyny (A2058).

Kolejnym oddziatywaniem negatywnym zaobserwowanym z analizy macierzy
kowariancji byla zalezno$¢ negatywna migdzy Lys 168 a az czterema resztami
aminokwasowymi po przeciwnej stronie domeny N-koncowej tj. Asn 33, Val 55, Gln 79 oraz
Ser 95. Gdyby pomigdzy wymienionymi resztami aminokwasowymi przeprowadzi¢ linie
obrazujace ich oddziatywania, mozna by zaobserwowal, ze przebiegaja one w miejscu
wiazania modyfikowanego nukleotydu (Ryc.31). Wskazuje to na mechanizm podobny do

zamykania i otwierania kieszeni na donor grupy metylowe;.
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Ryc.31 Korelacja negatywna Lys168 z Asn33, Val55, GIn79 i Ser95.Czerwona strzatka oznacza wektor wlasny

wzdhuz ktorego nastgpuje ruch reszt aminokwasowych wzgledem siebie.

W toku dalszych badan zauwazona zostala jeszcze jedna ciekawa zalezno$¢.
Mianowicie reszty korelujace z Lys 168, tzn. Asn 33, Val 55, Gln 79 oraz Ser 95 koreluja
rowniez negatywnie z dwoma innymi resztami aminokwasowymi tj. Arg 134 oraz Arg 140
(Ryc.32).

W strukturze ErmC' Arg 134 oraz Arg 140 wystgpuja w bardzo specyficznym
potozeniu, tj. znajduja si¢ blisko granicy domen, a ich fancuchy boczne wystaja w strong
roztworu, prostopadle do powierzchni biatka. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze reszty

te sg istotne dla wigzania RNA [76].
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W zwiazku z powyzszym mozna mniemac, iz Arg 134 oraz Arg 140 w ramach
korelacji negatywnej z Asn 33, Val 55, Gln 79 oraz Ser 95, zblizaja si¢ fancuchami bocznymi

do powierzchni biatka, umozliwiajac zwiazanie si¢ modyfikowanej helisy RNA.

Arg 140

/

Arg 134

S

Gln 79 Asn 33
Val 55 Ser 95

Ryc.32 Korelacja negatywna Argl34 i Argl40 z Asn33, Val55, GIn79 i Ser95. Czerwona strzatka oznacza

wektor wlasny wzdtuz ktérego nastgpuje ruch reszt aminokwasowych wzglgdem siebie.

4.1.1.3. Analiza kompleksu ErmC’-RNA

W toku dalszych badan przeprowadzona zostata symulacja kompleksu enzymu ErmC’
razem z ww. minimalnym substratem RNA. Struktura startowa dla tego kompleksu zostata

wymodelowana przez prof. Janusza Bujnickiego i wspotpracownikow [66].
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Poczatkowa trojwymiarowa struktura kompleksu przedstawiona zostata na rycinie 33.

Ryc.33 Wstepna struktura kompleksu biatko ErmC' z minimalnym substratem RNA.

Jest to ulozenie wskazujace na umiejscowienie si¢ RNA poprzecznie do biatka na
styku domeny N-koncowej z C-koncowa.
W trakcie dynamiki molekularnej nastgpowaly zmiany konformacyjne kompleksu

uwidocznione na rycinie 34.
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Ryc.34 Dynamika molekularna kompleksu ErmC' z minimalnym substratem RNA.
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Patrzac z innej perspektywy mozna zauwazyé, ze nastapita istotna reorientacja RNA

wzgledem biatka (Ryc.35):

Ryc.35 Reorientacja RNA wzgledem biatka w trakcie symulacji kompleksu ErmC'.
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Jak wida¢ na rycinie 34, w trakcie symulacji kompleksu doszio do oddalenia si¢
substratu RNA od biatka. RMSD w trakcie symulacji roslo nieprzerwanie i przekroczylo
warto$é 6A (Ryc. 36). Inna perspektywa przedstawiona jest na Ryc.35, na ktérej mozna
zauwazy¢, ze nie tylko minimalny substrat oddalit si¢ od enzymu, ale takze jego potozenie
wzgledem ErmC' zmienito si¢ z prostopadiego na bliskie rownolegtemu. Wskazuje to na
istnienie stabych sit wigzacych RNA do biatka w startowej pozycji symulacji. Z tego
powodu zakwestionowany zostal wstepnie zaktadany model wzajemnego utozenia si¢ tych
czasteczek. Omawiana analiza biatka pozwolita wysnu¢ tezg dotyczaca rzeczywistej struktury
trojwymiarowej tego kompleksu brzmiaca, ze RNA powinno by¢ potozone rownolegle do

powierzchni ErmC'. Potwierdzily to rezultaty opisane ponize;j.
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Ryc. 36 RMSD kompleksu ErmC’-RNA podczas dynamiki molekularnej.

W toku dalszych badan udato si¢ zadokowa¢ programem HADDOCK minimalny
substrat otrzymany przy pomocy programu MCSym do ErmC'. Zasugerowane przez ten
program wzajemne potozenie tych czasteczek odpowiada wnioskom z poprzedniego akapitu.

Widaé np. ze RNA jest utozone w Sposob rownolegly do biatka (Ryc. 37).
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Oprécz zwigzania modyfikowanej adenozyny do kieszeni katalitycznej, istnieja
jeszcze dwa miejsca interakcji migdzy czasteczkami RNA i ErmC'. Pierwszym z nich jest
wybrzuszenie sasiadujace z petla zawierajaca modyfikowana A2058 a oddziatujace
z Argl34 i Argl40 z biatka. Drugim — cz¢$¢ helikalna substratu przylegajaca do biatka.
Wszystkie te elementy stabilizuja struktur¢ kompleksu. Wspomniane czasteczki sa widoczne
na rycinie 37 bedacej przedstawieniem koncowej konformacji kompleksu przewidzianej

programem HADDOCK. Biatko przedstawione jest na nim w reprezentacji powierzchniowej.

Ryc.37 Struktura konicowa kompleksu ErmC' (powierzchnia) z substratem RNA. Na czerwono zaznaczone

zostaty powierzchnie na biatku odpowiadajace Argl34 1 Argl40.

Na Ryc.37 oprocz wspomnianej wczesniej rownoleglosci potozenia czasteczek widacd
3 miejsca interakcji biatko-RNA. Zaznaczony na czerwono fragment w centrum biatka
stanowi idealne rusztowanie dla wybrzuszenia w $rodkowej czesci substratu. Miejscu temu
odpowiadaja Arg 134 oraz Arg 140 (Ryc. 38), ktorych istotno$¢ dla wiazania RNA omawiana
jest szerzej w czesci dotyczacej badania samego biatka.

Powyzszy model wspiera rowniez wyniki mutacji przeprowadzonych przez
prof. Bujnickiego [76], z ktorych wynikato, Zze najistotniejszymi dla wiazania substratu
resztami sa Argl34 i Argl40. Substrat RNA w proponowanym modelu jest w interakcji z

powyzszymi resztami.
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ADE 2058
AdoMet

Arg 134 Arg 140

Ryc.38 Struktura koncowa kompleksu ErmC' (struktura 2D) z substratem RNA. AdoMet jest zaznaczony na
fioletowo, natomiast reszty istotne dla wiazania substratu na czerwono.

Na Ryc.38 mozna zaobserwowac, ze modyfikowany nukleotyd zwrocony jest zasada
W strong donora grupy metylowej, a tancuchy boczne wspomnianych wyzej arginin

stabilizuja srodkowa cze$¢ substratu na powierzchni biatka.

4.1.1.4. Poszukiwanie inhibitoréw biatka ErmC’

Jednym z kluczowych celow analizy bialka ErmC' oraz wiazanego przez niego
substratu RNA byto znalezienie inhibitora, rozwiazujacego problem bakteryjnej opornosci na
antybiotyki z grupy MLSg.

W tym celu wykonane zostato dokowanie czasteczek z bazy Maybridge zaréwno do
kieszeni odpowiadajacej za wiazanie modyfikowanej zasady A2058 w ErmC', jak i do
przewidywanego miejsca wigzania RNA. Dokowania te zostaly przeprowadzone we
wspolpracy z Marcinem Federem z Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej
1 Komorkowej z Warszawy (ang. IIMCB — International Institute of Molecular and Cell
Biology) i zaowocowaly opublikowaniem ich rezultatu: ChemMedChem.: Feder M., Purta E.,
Koscinski L., Cubrilo S., Vlahovicek G., Bujnicki J.M., ,,Virtual Screening and Experimental
Verification to Identify Potential Inhibitors of the ErmC Methyltransferase Responsible for
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Bacterial Resistance against Macrolide Antibiotics”, ChemMedChem, 2008, 3: 316-322. Autor
niniejszej pracy wykonal analiz¢ potencjalnych inhibitorow metylotransferazy ErmC'
wiazacych si¢ do miejsca wigzania RNA, natomiast Marcin Feder z Migdzynarodowego
Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie — inhibitoréw wiazacych si¢ do
kieszeni wiazacej modyfikowana adening 2058. W celu wygenerowania protomola
w przypadku inhibitorow wiazacych si¢ w miejscu wigzania RNA zostaty wykorzystane
reszty: Thr108, Argl12, Argl34, Argl40, Ser141 oraz Leul42.

Po zadokowaniu potencjalnych inhibitoréw do biatka wybrane zostalo po 20
najlepszych z obu analizowanych fragmentow biatka — kieszeni na adening oraz miejsca
wiazania RNA. Zwiazki te przed wyborem do dalszych testow zostaly ocenione funkcjami
oceniajacymi: D SCORE, G_SCORE z programu CScore [150] oraz wewngtrzna funkcja
oceniajaca powinowactwo inhibitora do celu z programu Surflex. Inhibitory skierowane do
dalszych testow wybrane zostaly na podstawie konsensusu powyzszych funkcji oceniajacych.

Nastegpnie inhibitory te byly testowane pod katem efektywnosci inhibicji enzymu
ErmC' w warunkach in vitro we wspotpracy z dr Gordana Maravic z Wydziatu Biochemii
1 Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Zagrzebiu. Do metylacji zostat wykorzystany
syntetyczny  oligonukleotyd  (CGCGACGGACGGAAAGACCCCUAUCCGUCGCG).
Inhibitory oznaczone symbolami: RF00667, PD00556, JFD03032, KM(07948, RHO1110 oraz
BTB05276 wykazaty aktywnos$¢ IC50 w zakresie 180-500 uM. Pi¢¢ z nich wiazato si¢ do
kieszeni na modyfikowana adenozyng, natomiast ostatni, zaproponowany przez autora
niniejszej pracy do miejsca wigzania substratu RNA.

Na Ryc.39 przedstawiony jest najlepszy inhibitor z przytaczajacych si¢ do miejsca
wiazania RNA (BRB05276), ktéry zostat skierowany do badan in vivo. Pozostale inhibitory
przewidywane jako wiazace si¢ do miejsca interakcji z RNA okazaty si¢ by¢ nieaktywne in
vitro. W badaniach in vitro BRB05276 okazal si¢ bardzo obiecujacy, zmniejszajac MIC
z 2560 w przypadku obecno$ci samej erytromycyny, do 100 z inhibitorem. Jego catosciowa
ocena powinowactwa (ang. affinity score) wyniosta 5,24 podczas, gdy najlepiej oceniony
rezultat z inhibitoréw wiazacych si¢ do kieszeni na modyfikowana adenozyng wyniost 4,57.
Wigkszo$¢ badanych czasteczek miata oceng przekraczajaca 6, co $wiadczy o nizszej sile
wiazania. Zbadane in vitro IC50 jest rowne 250uM co jest jednym z trzech najlepszych
wynikow  dotyczacych projektowanych w tym eksperymencie inhibitorow, gdyz

w przypadku wigkszosci z nich majacych wplyw na enzym, IC50 wynosito 500uM.
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Kieszen wigzaca
ADE 2058

Kieszen wigzaca
AdoMet

Ryc.39 Zaprojektowany inhibitor ErmC' na powierzchni biatka.

Sukces eksperymentu dotyczacego zaprojektowanych inhibitoréw oraz ich dziatania
w warunkach in vitro potwierdza skuteczno$¢ tego rodzaju metod. Sa one bardzo
obiecujacym sposobem projektowania nowych lekow, co moze pozwoli¢ na znaczne
obnizenie kosztow eksperymentow zwiazanych z testowaniem zwiazkéw, ktore nie
okazalyby sig efektywne eksperymentalnie. Wybrane najlepsze zwiazki oraz ich dobre wyniki
in vitro sa duzym krokiem naprzéd w blokowaniu ErmC".
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4.1.2 Metylotransferazy z rodziny RImA

Fragment niniejszej pracy doktorskiej dotyczacy biatek RImA sklada si¢ z dwoch
czesci. Pierwsza dotyczy biatka RImA(I) (dawniej nazywanego RrmA) modyfikujacego G745
w 23S rRNA. Druga odnosi si¢ do RImA(Il) (dawniej nazywanego TIrB), powodujacego
metylacjg G748 w 23S rRNA.

Biatka RImA(l) oraz RImA(Il) sa homologiczne. Pierwsze z nich jest obecne
w bakteriach Gram-ujemnych, natomiast drugie w Gram-dodatnich, co sugeruje, ze mimo

roznej specyficzosci sa najprawdopodobniej ortologami.

4.1.2.1 Metylotransferaza RImA(I) katalizujaca metylacje N1 G745

Analiz¢ biatka RIMA(I) rozpoczeto si¢ od pobrania struktury krystalograficznej
(kod PDB: 1P91) z bazy RCSB [151].
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Ryc.40 Struktura przestrzenna biatka RImA(I). Dtuga petla — czerwona.

Oprocz sztywnego 1 helikalnego rdzenia tego biatka, w RIMA(I) jest wiele
elementow mobilnych jak np. dtuga petla wystepujaca po jego lewej stronie (Ryc.40).

Dokowanie AdoMet do RImA(I)
W dalszej czg$ci badan, do biatka zadokowany zostat AdoMet. Wykorzystano przy

tym program DOCK. Jako receptor do dokowania zostala wybrana gleboka kieszen
w $rodkowej czgsci biatka [85] zaznaczona na rycinie 41. Mozna tam réwniez zauwazyc¢, ze
w centralnej czgsci biatka RImA(I) wystepuje duzej wielkosci zaglebienie, mogace petnic

funkcje kieszeni katalitycznej na modyfikowana guanozyne — G745. Grupa CHj;
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zadokowanego w niniejszej czgsci pracy AdoMetu skierowana jest do zewnatrz, co jest
wynikiem jak najbardziej poprawnym, gdyz konieczna jest dostgpnos¢ tej grupy w procesie
metylacji G745. Warto réwniez wspomnie¢, ze ww. grupa metylowa znajduje sig
w sasiedztwie Tyrl56, zaangazowanej bezposrednio w oddzialywanie z pierScieniem

modyfikowanej guanozyny.

Ryc.41 Kofaktor na powierzchni biatka RImA(I). Na czerwono zaznaczony AdoMet, na z6ito — atom wegla
z grupy CH; w AdoMet — wystajacy w strong kieszeni, na niebiesko — powierzchnia biatka odpowiadajaca
Tyr156, na zielono glgboka kieszen, potencjalnie na G745.
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Dokowanie modyfikowanego przez enzym nukleotydu

Nastgpnie, rowniez z wykorzystaniem programu DOCK, wykonane zostato
dokowanie modyfikowanego przez enzym RImA(I) nukleotydu do modelu zawierajacego
biatko oraz kofaktor. Ryc.42 przedstawia efekt tego dokowania. Na tle powierzchni biatka
zauwazy¢ mozna z lewej strony modyfikowana guanozyng oraz na prawo od niej donor
grupy metylowej (AdoMet). PierScien aromatyczny guanozyny jest potozony rownolegle do
Tyr156, przewidywanej jako reszty oddziatujacej z modyfikowanym nukleotydem, co

potwierdza zasadnos$¢ skonstruowanego modelu.

Ryc.42 G745 oraz AdoMet na powierzchni biatka RIMA(l). AdoMet zaznaczono na czerwono, zadokowana

guanozyng na z6lto, natomiast powierzchnig biatka odpowiadajaca Tyr156 na niebiesko.
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Dokowanie helisy 35 do RImA(l)

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie, jakie bedzie wzajemne umiejscowienie
biatka RImA(I) i wigkszego fragmentu RNA, tj. helisy 35 z rybosomu bakteryjnego E. coli,
w celu stworzenia makromolekularnego modelu oddziatywan biatko-RNA.

W tym celu wykorzystany zostal program HADDOCK - zapewniajacy doktadne

wzajemne dokowanie biatka oraz helisy RNA zawierajacej modyfikowana guanozyng.

Ryc.43 Helisa 35 z rybosomu E. coli zadokowana do powierzchni biatka RImA(I). AdoMet — zielony,
G745 — z6tta, Tyr156 — niebieska.
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Jak wida¢ na rycinie 43, model kompleksu uzyskany za pomoca programu
HADDOCK jest zgodny z modelem otrzymanym dzigki wykorzystaniu aplikacji DOCK,
umiejscawiajacym G745 w sasiedztwie Tyrl56 w sposob umozliwiajacy oddziatywanie
pierScieni aromatycznych.

W uzyskanym utozeniu przestrzennym (Ryc.43) biatko wykazuje wicle oddziatywan
Zz RNA, co popiera teze, ze jest to stabilny model oddziatywan.

Jako ze biatko RImA wystepuje w naturze w postaci dimerycznej, konieczne bylo
zbadanie, czy umiejscowienie helisy RNA, uzyskane z dokowania programem HADDOCK,
nie stoi na przeszkodzie wzajemnemu potozeniu wzgledem siebie monomeréw w ramach
krysztatu biatka RImA (struktura PDB: 1P91).

Dokonano tego przez superpozycje istniejacej struktury dimerycznej ze struktura
monomeryczna, zawierajaca zadokowana spinke 35 RNA.

Efekt niniejszego natozenia jest zilustrowany na Ryc.44.

Spinka 35

Ryc.44 Helisa 35 powiazana ze struktura dimeryczna biatka RImA(I).

Na Ryc.44 wida¢ wyraznie, ze wskazane potozenie zadokowanej helisy nie stoi na

przeszkodzie we wzajemnym potozeniu monomeréw w ramach krysztatu RImA(l). Ponadto
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model ten uwidacznia, iz wyrazna szczelina migdzy monomerami zostaje doktadnie

wypetniona przez helis¢ RNA, co zwigksza wiarygodno$¢ uzyskanej struktury.

4.1.2.2 Metylotransferaza RIMA(II) katalizujqca metylacje N1 G748

Nastepnym

etapem prac

homologicznego biatka RImA(II).

bylto

Budowa modelu biatka RImA(II)

przeprowadzenie

analogicznej

analizy dla

W przypadku tej czasteczki, ze wzgledu na brak wspéirzednych doswiadczalnych

dotyczacych RImA(II), konieczne stato si¢ w pierwszej kolejnosci stworzenie wiarygodnego

modelu biatka. W tym celu uzyta zostata struktura krystalograficzna RImA(I). Na Ryc.45

przedstawione jest przyrownanie biatek RImA(I1) do RImA(I).

RImA (II) 1
RImA (I) 1
RImA (ITI) 50
RImA (I) 44
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Ryc.45 Przyrownanie sekwencyjne RIMA(II) i RImA(I) ze wskazaniem podobnych (.) i identycznych reszt

aminokwasowych (*).
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Dzigki metodzie modelowania homologicznego uzyskany zostal model bialtka

RImA(II) przedstawiony na Ryc.46.

Kieszen wigzgca AdoMet
Ryc.46 Biatko RImA(I1) — model powierzchni (A) oraz struktury trzeciorzgdowej (B).
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Migdzy RImA(I) oraz Rlma(Il) wida¢ bardzo wyrazne podobienstwo strukturalne, co
jest zobrazowane na Ryc.47.

Ryc.47 Natozone struktury biatek RIMA(I) (czerwone) oraz RIMA(Il) (szare). Petle rozniace biatka zostaty
otoczone okregiem (petla lewa) oraz elipsa (petla dolna).

Jak wida¢ z Ryc.47, srodek struktury budujacy te biatka pozostaje niezmieniony.
Roéznice sa zauwazalne w dwoch petlach. Pierwsza wystgpuje przy resztach 36-50
w RIMA(I) (36-54 w RImA(Il)) i zostata zaznaczona elipsa na Ryc.47. Jest ona widoczna
w dolnej czgsci powyzszej ryciny. W biatku RImA(I) tancuch glowny jest bardziej
wyeksponowany niz w skierowanej do wngtrza biatka petli w RIMA(Il). Druga petla
potozona jest w rejonie 190-196 w RImA(I) (196-206 w TrmB) i zaznaczona okrggiem po
lewej stronie na rycinie 47, ukazujac, ze petla w RIMmA(II) skierowana jest w strong kieszeni
na substrat.

Model biatka RIMA(Il) poddano ocenie metoda MetaMQAPII uzyskujac wysoka
oceng GDT_TS=66,8.
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Ryc.48 Biatko pokolorowane po wartosci oceny z MetaMQAP — niebieski — bardzo dobry fragment modelu,

czerwony — slaby.

Model biatka RImA(II) zostal oceniony przez program MetaMQAPII bardzo wysoko
(Ryc.48), wskazujac zaledwie kilka reszt aminokwasowych w catej strukturze, ktore nie sa
uznane za poprawnie przewidziane — kolor czerwony.

Uzyskanie powyzszego modelu dato mozliwo$¢ na zadokowanie donora grupy

metylowej do modelu biatka RImA(II).

Dokowanie AdoMet do RImA(II)

Analogicznie do analizy przeprowadzanej w projekcie RIlma(l) — AdoMet zostat
zadokowany aplikacja DOCK do modelu RImA(Il). Miejsce wiazania kofaktora zostato
wybrane do konserwowanej kieszeni w RIMA(II) blizniaczej do obserwowanej w RImMA(I).
Rezultat przedstawia Ryc.49.
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Ryc.49 AdoMet zadokowany do RImA(II).

Dokowanie G748 do RImA(II)
W toku dalszej analizy do kompleksu RIMA(Il)-AdoMet zostala zadokowana
guanozyna G748 modyfikowana przez ten enzym. Rezultat tego dokowania wida¢ na Ryc.50.
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Ryc.50 Zadokowana G748 do biatka RImA(Il) z AdoMet. Po lewej — modyfikowana guanozyna (kolor zielony),
po prawej — AdoMet (niebieski).

Dokowanie helisy 35 rRNA do RImA(I1)

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie, jak uklada si¢ caly substrat RNA
w stosunku do biatka RIMA(Il). Dokowanie helisy 35 rRNA zostalo wykonane aplikacja
HADDOCK, a jego rezultat (najwyzej oceniony wynik z najlepszego klastra) jest
zobrazowany na Ryc.51.
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Ryc.51 Helisa 35 z rybosomalnego RNA E. coli zadokowana do biatka RImA(II). AdoMet jest zaznaczony na

niebiesko, podczas gdy modyfikowana guanozyna jest w kolorze zielonym.

96



Bioinformatyczna analiza struktury i oddziatywan z substratami metylotransferaz RNA odpowiedzialnych za
oporno$c¢ bakterii na antybiotyki.

Poszukiwanie inhibitiorow metylotransferazy RImA(I1)

Ostatnim etapem projektu zwiazanego z RImA byto zaproponowanie potencjalnych
inhibitoré6w niskoczasteczkowych. Praca ta zostata wykonana z wykorzystaniem programu
DOCK. Jako receptor na potencjalny inhibitor zostatla wybrana cata kieszen w biatku
stanowiaca miejsce wigzania kofaktora oraz modyfikowanej guanozyny. Wykonane zostalo
dokowanie elastyczne, wykorzystujac jako zrodlo ligandow bazg czasteczek Maybridge.
Koncowy rezultat — inhibitor RImA(Il) przedstawiony na Ryc.52.

Ryc.52 Zaprojektowany inhibitor enzymu RImA(II).

Zaprojektowany inhibitor metylotransferazy RImA(Il) zajmuje zaréwno przestrzen,
w ktorej dokuje sig¢ donor grupy metylowej, jak i miejsce modyfikowanej guanozyny, przez
co tym skuteczniej powinien hamowa¢ dziatanie enzymu RIMA(II). Ocena Grid Score
(funkcja oceniajaca programu DOCK) tego wyniku wyniosta -91. W poréwnaniu
Z pozostalymi rezultatami, ktorych ocena wynosita ok. -60 jest to bardzo dobry wynik.
Ponadto warto zaznaczy¢, ze istniato kilka rezultatdw o ocenach nieco wyzszych od
przytoczonego, jednakze wspomniane czasteczki wiazaty si¢ tylko do kieszeni wiaZacej

AdoMet. W zwiazku z tym, jako, ze zalozeniem niniejszego wirtualnego badania
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przesiewowego bylo wytypowanie inhibitora blokujacego zar6wno miejsce wiazania
kofaktora jak i1 modyfikowanego nukleotydu, wybrany =zostal rezultat przedstawiony

powyzej.

4.2. Metylotransferazy przeprowadzajqce modyfikacje mIiAw 16S rRNA

4.2.1 Metylotransferaza KamB modyfikujaca N1 w A1408

Celem tego etapu pracy byta poczatkowo analiza sekwencji rodziny enzymoéw Kam,
a takze stworzenie modelu strukturalnego obrazujacego oddzialtywania migdzy biatkiem
KamB a donorem grupy metylowej (AdoMet) i nukleotydem modyfikowanym przez ten
enzym (A 1408). Po zbudowaniu modelu rozwiazana zostatla niezaleznie struktura
krystaliczna, co umozliwilo weryfikacje¢ modelu oraz poszukiwanie potencjalnych
inhibitorow enzymu.

Poszukiwanie podobienstwa sekwencji z wykorzystaniem programu PSI-BLAST nie
wykazato podobienstwa sekwencyjnego innych bialek spoza rodziny Kam. Przewidywanie
struktury zostato przeprowadzone za pomoca metody przewidywania zwoju (ang. Fold
Recognition — FR) z uzyciem metaserwera GeneSilico [152]

W przyrownaniu sekwencyjnym biatka ShKam z innymi biatkami z rodziny Kam
dalo si¢ jednak zaobserwowaé, iz w ShKam brakuje jednej z najwazniejszych czg$ci
czasteczki, tzn. miejsca wiazania donora grupy metylowej — AdoMet. Fragment ten jest
konserwowany we wszystkich metylotransferazach typu RFM (ang. Rossman Fold MTase).
Obserwacja ta sklonita do przypuszczenia, ze sekwencja ShKam jest niekompletna, a bez
wspomnianego fragmentu wiazacego AdoMet struktura ShKam nie mogtaby si¢ poprawnie
utworzy¢. Sekwencje cztonkdéw rodziny Kam nie byty do chwili przeprowadzania tej analizy
sprawdzane  doswiadczalnie. Aby zatem zweryfikowa¢ powyzsze podejrzenie
przeprowadzono pordéwnanie sekwencji DNA genow Kam, co wujawnilo istnienie
konserwowanego regionu kodujacego potencjalny brakujacy koniec N biatka ShKam
(60 reszt). Analiza zaktualizowanej sekwencji aminokwasowej ShKam pokazata, ze motywy

konieczne do wiazania AdoMet sa obecne w tym ,,dodatkowym” fragmencie.
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Model interakcji biatko-kofaktor zostat zaproponowany przez prof. Janusza
Bujnickiego. Wspdtrzedne motywu wiazacego AdoMet zostaly skopiowane z biatka Ycgj
(kod PDB: 1GLU). Réwnolegle przez autora niniejszej pracy, przy uzyciu programu DOCK
zostal stworzony model wiazania do kieszeni katalitycznej ShKamB modyfikowanego
nukleotydu A1408. Sposrod wynikow, w ktorych atom N1 adenozyny znajdowal sig
w odlegtosci ponizej 3,5 A od AdoMet, wybrana zostata struktura O najnizszej energii
(Ryc. 53).

A 1408
AdoMet

Ryc.53 Model oddziatywan biatko KamB — AdoMet — ADE 1408.

Na Ryc.53 ukazany jest teoretyczny model ShKam ze zwiazanym AdoMet oraz
modyfikowana adenozyna 1408. Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w pracy: Koscinski
L., Feder M., Bujnicki J.M., ,Identification of a Missing Sequence and Functionally
Important Residues of 16S rRNA:m1A1408 Methyltransferase KamB that Causes Bacterial
Resistance to Aminoglycoside Antibiotics ”, Cell Cycle, 2007, 6:10.
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4.2.2 Metylotransferaza NpmA modyfikujgca N1 w A1408

4.2.2.1 Analiza sekwencji i struktury enzymu NpmA

Po opublikowaniu naszego przewidywania brakujacego fragmentu sekwencji
i struktury KamB odkryto kolejnych czlonkéw rodziny, ktorych sekwencje potwierdzilty
nasza hipotezg. Jednym z nowoodkrytych enzymow byla przenoszona na plazmidzie przez
transfer horyzontalny, a wykryta w Escherichia coli, metylotransferaza NpmA. Powoduje
ona silng oporno$¢ na antybiotyki z aminoglikozydéw jak np. na neomycyng, kanamycyne,
czy apramycyng. Wspodlpracujaca z nami grupa dr J. Sivaramana z Narodowego Instytutu
w Singapurze rozwiazata strukture krystaliczna tego biatka — wyniki ukazaty si¢ w pracy
wspotautoryzowanej przez nasza grupg (Husain N., Obranic S., Koscinski L., Seetharaman J.,
Babic F., Bujnicki J.M., Maravic-Vlahovicek G. and Sivaraman J., "Structural basis for the
methylation of A1408 in 16S rRNA by a panaminoglycoside resistance methyltransferase
NpmA from a clinical isolate and analysis of the NpmA interactions with the 30S ribosomal
subunit", Nucleic Acids Research, 2011, 39(5): 1903-1918.).

W celu identyfikacji sekwencji homologicznych do NpmA wykonano przeszukiwanie
nieredundantnej bazy biatek (ang. non-redundant database) programem PSI-BLAST. Ponadto
wykonane zostato przeszukanie bazy danych znanych struktur, z uzyciem programu DALI
[153]. Wyniki zebrane w Tab.2 wykazaly, Ze najblizszym homologiem rodziny MTaz Kam sa
MTazy TrmB/Trm8 przeprowadzajace metylacje m’G w tRNA, a nie inne MTazy m*A, np.
Trml i TrmK.
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Tab.2 Struktury biatek podobnych do NpmA zidentyfikowane za pomoca serwera DALI.

DALI PDBid Z- RMSD podob. ident. organizm biatko
nr score  [A]  amin. [%]
1 2fca | 16,1 2,8 205 17 Bacillus subtilis TrmB
2 lyzh | 15,2 2,9 206 17 Streptococcus metylotransferaza modyfikujaca N7
pneumoniae w guanozynie w tRNA
3 3dxx 143 32 208 16 Escherichia coli metylotransferaza modyfikujaca N7
w guanozynie w tRNA
4 | 3ckk 13,5 3 197 16 Homo sapiens  metylotransferaza modyfikujaca N7
w guanozynie w tRNA
5 3mgg 133 3,3 253 22 |Methanosarcina metylotransferaza
mazei
6 2vdv 132 28 217 16 Saccharomyces Trm8
cerevisiae
7 Ixxl 13 2,8 234 22 Bacillus subtilis  YcgJ
8 i5 | 12,8 3,1 231 15 Bacillus konserwowane biatko BH2331
halodurans 0 nieznanej funkcji
9 2ipx | 128 2,6 220 15 Homo sapiens  Fibrilaryna-metylotransferaza rRNA
10 | 1gzz @ 12,7 3,2 340 12 Streptomyces Hydrolaza aklacynomycyny
purpurascens

Stworzone zostato przyrownanie sekwencji biatek Kam z uwzglednieniem wynikow

PSI-BLAST i DALI (dodane biatka: TrmB, Trml i TrmK) (Ryc.54). Z przyrownania

sekwencyjnego widaé, ze reszty aminokwasowe obecne w motywach | (37-62) oraz

Il (61-66) odpowiedzialne za wigzanie kofaktora sa konserwowane wsréd wszystkich

enzymow Kam, jak réwniez u TrmB, Trml i TrmK. Z kolei pozostale motywy m.in.

odpowiadajace za wiazanie substratu roznia si¢ znaczaco, zwlaszcza migdzy MTazami m'Az

réznych rodzin (Kam, TrmK i1 Trml), co sugeruje, ze realizuja one wiazanie tego samego

substratu na r6zne sposoby.
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Ryc.54 Przyrownanie sekwencyjne rodziny Kam.
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W oparciu o przyrownanie sekwencji biatek z rodziny Kam zmapowano konserwacj¢
sekwencji na strukture biatka NpmA programem CONSURF [154] (Ryc. 55). Dzigki temu
wynikowi mozna zaobserwowal, ktore rejony w bialku podlegaja najwigkszej pres;ji

selekcyjnej 1 zapewne sa najistotniejsze dla jego funkcji.

Trp 107 Trp 197

Ryc.55 Zmapowana konserwacja sekwencyjna rodziny Kam na struktur¢ NpmA. Kolor niebieski znaczy wysoka
konserwacjg¢ a czerwono-pomarafnczowy — niska.

Z Ryc.55 wyraznie wida¢, ze mocno konserwowany jest centralny rejon bialka
odpowiadajacy kieszeni wiazacej donor grupy metylowej (kolor niebieski). Zaobserwowac
mozna takze silng konserwacje dwoch reszt aminokwasowych na lewo od kieszeni. Sa to
dwie reszty tryptofanu, Trp107 oraz Trp197 (Ryc 56). Badania przeprowadzone przez naszych
wspotpracownikow  (zesp6t dr Gordany Maravic z Wydzialu Biochemii 1 Biologii
Molekularnej Uniwersytetu w Zagrzebiu) wskazuja na to, ze substytucje aminokwasowe
Trp107Ala oraz Trp197Ala powoduja spadek aktywnosci enzymu do 15% w stosunku do
typu dzikiego.
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" & 1197 NpmA
Trp 107

Ryc.56 Reszty aminokwasowe Trp 107 oraz Trpl97 odpowiedzialne za wigzanie modyfkowanej adenozyny

w enzymie NpmA zwigzanym z AdoMet.

4.2.2.2 Dokowanie enzymu NpmA do rybosomu

NpmA zostalo zadokowane programem GRAMM [155] do fragmentu 16S rRNA
podjednostki 30S w rybosomie bakteryjnym. Uzyskane 10000 struktur przefiltrowano
programem FILTREST [156] pod katem wybrania konformacji, gdzie atom N1
z modyfikowanej adenozyny 1408 jest potozony blisko grupy metylowej w AdoMet.
Najlepsze 100 wynikow zostato sklastrowane programem MAXCLUSTER [157]. Koncowym
etapem pracy bylo zastapienie fragmentu RNA, stuzacego jako cel dokowania, przez cala
podjednostke 30S rRNA. Dzigki temu mozliwe stato si¢ wybranie reprezentatywnego modelu,
w ktorym NpmA nie wykazuje zawad sterycznych z rybosomem (Ryc. 57). W otrzymanych
modelach biatko NpmA przylega do rRNA i jego centrum katalityczne jest potozone blisko
A1408, co sugeruje, ze do zajscia reakcji metylacji znaczace zmiany konformacyjne
prawdopodobnie nie sa konieczne. Hipoteze te wspieraja wyniki doswiadczen, wskazujace,

ze NpmA dzialta na ztozonej strukturze 30S [158]. Wzajemne polozenie kofaktora,
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modyfikowanej adenozyny ze strony RNA i Trpl107 oraz Trp197 ze strony biatka wskazuje,
ze jest to bardzo prawdopodobna konformacja. Dodatkowo badania dos$wiadczalne
prowadzone przez grupg dr Maravi¢ w Zagrzebiu dzigki ktorym udato si¢ zidentyfikowac
nukleotydy na powierzchni rybosomu a chronione przez wiazacy si¢ do RNA enzym,
potwierdzaja zasadno$¢ proponowanego na Ryc.57 modelu kompleksu NpmA-rybosom.
Ponadto nieuporzadkowana petla 144-159 lezy na plaszczyznie interakcji NpmA z rRNA,
przez co zasadna jest teza, ze ten fragment biatka dostosowuje swoja konformacj¢ dopiero

W obecnosci metylowanego substratu.

Ryc.57 NpmA zwiazane do 30S rRNA. Biatko jest zaznaczone na niebiesko, rybosom — na szaro. Na biato
oznaczone sa fragmenty RNA badane do$wiadczalnie. Na powierzchni rybosomu na zielono zaznaczone sa
nukleotydy doswiadczalnie uznane jako chronione przez NpmA. Modyfikowana adenozyna oznaczona jest na
powierzchni rybosomu na pomaranczowo, natomiast AdoMet przedstawiony jest jako czerwona czasteczka

posrodku biatka.

Model oddzialywania NpmA z rybosomem zaprezentowany powyzej zostat opisany

w publikacji razem ze struktura krystalograficzna NpmA i badaniami do§wiadczalnymi.
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4.2.2.3 Poszukiwanie inhibitorow metylotransferazy NpmA

Kolejnym etapem analiz biatka NpmA bylo przeprowadzenie wirtualnego badania
przesiewowego W celu zidentyfikowania potencjalnych inhibitorow tego enzymu. W tym
celu przy pomocy programu DOCK zadokowana zostata do tego bialka baza ligandow

Maybridge.

Uzyskany rezultat napawa optymizmem, gdyz udalo si¢ znalez¢ czasteczki
inhibitorow bardzo wysoko oceniane przez DOCK oraz doskonale pasujace do kieszeni
katalitycznej enzymu. Dodatkowo ligand swoim potozeniem blokuje nie tylko wiazanie
kofaktora, ale takze modyfikowanego nukleotydu, poniewaz zajmuje on miejsce zaroOwno
kofaktora jak i modyfikowanej adenozyny. Mozna takze zaobserwowac, ze jeden z pier§cieni
aromatycznych inhibitora wchodzi pomigdzy Trpl07 oraz Trpl97, uniemozliwiajac
umiejscowienie si¢ tam modyfikowanej adenozyny. Proponowany inhibitor na powierzchni

bialka pokazany jest na Ryc.58.

Ryc.58 Powierzchnia NpmA z zadokowanym inhibitorem.
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5. Dyskusja

Projekt dotyczacy ErmC' stuzyl zbadaniu substratu RNA, samego biatka oraz ich
plaszczyzn interakcji. Koncowym etapem bylo poszukiwanie inhibitorow blokujacych
przeprowadzana przez ErmC' metylacj¢ rybosomu, prowadzaca do opornosci na antybiotyki
z grupy MLSg.

W projekcie ErmC' przeprowadzono dwie symulacje minimalnego substratu RNA. Ze
wzgledu na jego wykazang labilno$¢ (Ryc.23), dzigki wykorzystaniu programu MCSym,
zostal skonstruowany nowy, stabilny strukturalnie model substratu RNA (Ryc.24).

W analizie biatka ErmC' za pomoca metody dynamiki molekularnej zostata
stwierdzona wysoka stabilno$¢ czasteczki tego enzymu oraz niewielkie zmiany
konformacyjne biatka podczas symulacji. Jedynym mocno ruchomym elementem ErmC' byt
koniec N, niewidoczny w strukturze krystalograficznej (najprawdopodobniej na skutek
nieuporzadkowania) i dodany do modelu biatka. Przypuszcza sig, ze ww. fragment biatka
przyjmuje stabilna konformacj¢ dopiero po zwiazaniu substratu RNA. W czasie trwania
projektu wyodrgbniono fluktuacje wzdluz wektoréw wilasnych, pokazujace oddziatywania
wystepujace w biatku ErmC', czego nie udatoby si¢ wywnioskowa¢ z samego wgladu
w trajektori¢ dynamiki molekularnej. Analiza ww. biatka (Ryc. 27) pozwolita wykazaé
liczne korelacje migdzy resztami aminokwasowymi. Korelacja pozytywna migdzy resztami
Phe35, Lys97 oraz 11e123 (Ryc. 28) wskazuje na homogenno$¢ domeny N-koncowej biatka
ErmC'. Z kolei liczne korelacje negatywne stanowia wazna sugesti¢, jak moze by¢ wiazany
kofaktor oraz substrat RNA. Korelacja negatywna Thrl4 z grupa reszt: GIn87, Aspll7 oraz
Alal48 (Ryc. 29) przecina miejsce wiazania AdoMet, co sugeruje, ze biatko ErmC' moze
lekko powigksza¢ kieszen wiazaca kofaktor. Analogiczna zalezno$¢ daje si¢ zaobserwowac
w przypadku kieszeni wiazacej modyfikowany nukleotyd A2058 (Ryc. 30 — korelacja
negatywna Glu69 z grupa reszt Gly130, Phel45 oraz Ser153). Z punktu widzenia niniejszej
pracy bardzo istotne okazaly si¢ wykryte korelacje negatywne mogace sugerowaé sposob
wiazania substratu RNA. Jak wida¢ z ryciny 31, Lys168 koreluje negatywnie z grupa reszt
Asn33, Val55, GIn79 oraz Ser95. Z ta sama grupa ww. czterech reszt aminokwasowych
koreluja Argl34 oraz Argl40 (Ryc. 32). Oprocz tego reszty Lys168, Argl34 oraz Argl40
znajduja si¢ w sasiedztwie kieszeni na modyfikowana A2058, co pozwala przypuszczaé, ze

ww. reszty maja wplyw na wiazanie substratu RNA.
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Rowniez wiele istotnych informacji uzyskano podczas badania poprzednio
zaproponowanej struktury kompleksu ErmC' z minimalnym substratem RNA, za pomoca
dynamiki molekularnej (Ryc. 33). Wzajemna prostopadta konformacja tych czasteczek
okazata si¢ by¢ niestabilna (Ryc. 34 oraz Ryc. 35), a substrat RNA wykazywat tendencj¢ do
oddyfundowywania od biatka ErmC' z jednoczesnym skr¢caniem si¢ do utozenia
rownoleglego w stosunku do ww. enzymu.

Wyniki analizy wektorow wlasnych biatka ErmC' oraz pierwotnej konformacji
kompleksu tego enzymu z minimalnym substratem RNA doprowadzity do hipotezy, ze
substrat RNA moze uktada¢ si¢ rownolegle do powierzchni biatka, bedac jednocze$nie
w interakcji z resztami Arg 134, Arg 140 lub Lys 168. Powyzsza hipotezg potwierdzit
rezultat  dokowania  makromolekularnego  z uzyciem  programu  HADDOCK
(Ryc. 37 i Ryc. 38).

Kolejnym etapem projektu byto poszukiwanie inhibitorow bialka ErmC’ z uzyciem
wirtualnego badania przesiewowego przeprowadzonego programem Surflex (Ryc.39). Wyniki
przewidywan przeprowadzonych przez autora niniejszej tezy zostaly przetestowane
doswiadczalnie przez wspoOtpracownikdw promotora pracy. Wyniki badan in vitro
opublikowane przez autora i wspotpracownikow w ChemMedChem potwierdzily mozliwos¢
inhibicji enzymu ErmC' przez jeden ze znalezionych zwiazkow. Zwiazek BTB05276 wykazat
stosunkowo niewielka zdolno$¢ inhibicji ErmC’ 1 bedzie musiat by¢ zoptymalizowany (tzn.
beda musiaty by¢ przetestowane jego pochodne) zanim mozna bedzie uzna¢ go za obiecujacy
zwiazek wiodacy w kierunku inhibicji ErmC'.

W czegsci pracy dotyczacej enzymu RImA(I) modyfikujacego G745 w pozycji N1, do
bialka o znanej strukturze krystalograficznej (kod PDB: 1P91) zostal zadokowany
programem DOCK donor grupy metylowej — AdoMet (Ryc. 41). Uzyskane wyniki pozwolily
zauwazy¢, ze grupa metylowa AdoMet jest skierowana w strong Tyrl56 zaangazowanej
w wiazanie modyfikowanej G745. Przeprowadzone dokowanie metylowanego nukleotydu
wykazato, ze G745 oddziatuje z Tyr156 1 jest modyfikowana dzigki bliskiej obecnosci grupy
metylowej AdoMet (Ryc. 42). Sprawdzono nastepnie, czy uzyskana konformacja G745
wzgledem biatka RIMA(I) jest zgodna z pozycja tej reszty nukleotydowej w substratowym
rRNA, jesli do powierzchni ww. enzymu zostanie zadokowana cata spinka 35 zawierajaca
modyfikowany nukleotyd. Rezultat uzyskany z dokowania molekularnego programem
HADDOCK spinki 35 do biatka RImA(l) potwierdza potozenie G745 uzyskane z dokowania
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mikromolekularnego (Ryc. 43). Nalezy podkresli¢, ze zadokowany fragment RNA miesci si¢
idealnie posrodku struktury dimerycznej RImA(l) bez zawad sterycznych (Ryc. 44).

Biatko RIMA(I) nie jest odpowiedzialne za bakteryjna oporno$¢ na antybiotyki, taka
role peini jego bliski homolog RIMA(Il). Ze wzgledu na to, ze nie jest znana struktura
krystalograficzna RImA(Il), konieczne byto komputerowe wymodelowanie jego struktury.
Dzigki metodzie modelowania homologicznego uzyskano model RImA(Il) (Ryc. 46, 47).
Otrzymany model zostat oceniony metoda MetaMQAPII uzyskujac wynik GDT TS=66,8, co
wskazuje na jego wzglednie wysoka wiarygodnos¢ (Rys.48).

Do modelu biatka RIMA(Il) zostal zadokowany AdoMet przy wykorzystaniu
programu DOCK (Ryc. 49). Nastepnie do uzyskanego kompleksu biatka z kofaktorem zostat
zadokowany ulegajacy modyfikacji nukleotyd G748 (Ryc. 50). W uzyskanym modelu grupa
metylowa AdoMet skierowana jest w stron¢g modyfikowanego nukleotydu, a wzajemne
potozenie G748 oraz AdoMet pozwala przypuszczaé, ze to wiarygodny model oddziatywan.
Pozycje G748 wzgledem biatka RImMA(Il) potwierdza rowniez dokowanie makromolekularne
spinki 35 r RNA do RImA(II) (Ryc. 51).

Ostatnim etapem w analizie bialek RImA(I)/RImA(II) bylo poszukiwanie
potencjalnych inhibitoréw, ktéorego dokonano metoda wirtualnego badania przesiewowego
przy pomocy programu DOCK. Na Ryc. 52 pokazany jest proponowany inhibitor enzymu
RImA(II). Jest to o tyle obiecujacy rezultat, ze czasteczka inhibitora zajmuje miejsce
wiazania si¢ modyfikowanego nukleotydu, a takze czg$¢ przestrzeni zaymowanej przez donor
grupy metylowej, dzigki czemu moze blokowaé wiazanie si¢ kazdej z ww. czasteczek do
biatka RImA(II).

W czesci pracy dotyczacej metylotransferaz przeprowadzajacych modyfikacje m'A
w 16S rRNA skupiono si¢ na metylotransferazach z rodziny Kam. Pierwsza z nich byla
KamB modytfikujaca A1408. Jako ze w chwili przeprowadzania tej analizy nie byta dostgpna
struktura KamB, przeprowadzono analiz¢ sekwencyjna kilku czlonkow rodziny Kam, a na
podstawie wymodelowanej przez prof. Janusza Bujnickiego struktury enzymu zostat
skonstruowany model oddziatywan KamB z modyfikowana adenozyna (Ryc. 53). Po
opublikowaniu ww. modelu odkryta zostala homologiczna do KamB metylotransferaza
NpmA. Analiza porownawcza sekwencji 1 struktur bialek z rodziny Kam (w tym zwlaszcza
NpmA) wykazata, ze enzymy te sa najbardziej podobne pod wzgledem sekwencji i struktury
do biatek z rodziny TrmB przeprowadzajacych modyfikacje m’G w tRNA (Ryc.54).
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Metylotransferazy Kam i TrmB wykazuja podobienstwa w budowie centrum aktywnego.
Przypuszczalnie podobna role do istotnej dla wiazania substratu w NpmA reszty
aminokwasowej Trpl197, petni w biatkach TrmB Tyr193. Pozostale fragmenty kieszeni
katalitycznej sa r6zne we wspomnianych biatkach. Jest to uzasadnione ich r6zna specyfika
substratowa, gdyz NpmA powoduje metylacj¢ adenozyny w pozycji N1, natomiast biatka
TrmB metylacje N7 w guanozynie. Wyzej wspomniane reszty umozliwiaja stabilizowanie
konformacji modyfikowanej zasady wzgledem donora grupy metylowe;.

Wyniki zmapowania konserwacji sekwencji na struktur¢ NpmA wykonane programem
CONSURF pozwolity zobaczy¢, ze najbardziej konserwowane sa aminokwasy w Kieszeni
wiazacej kofaktor (kolor granatowy na Ryc.55). Wida¢ réwniez, ze mocno konserwowane sa

Trp107 oraz Trp197 na brzegu kieszeni petniace rol¢ wiazaca substrat.

Dzigki programowi GRAMM udato si¢ uzyska¢ model oddziatywania biatka NpmA
z 30S rRNA. Ryc.57 ilustruje, ze biatko wiaze si¢ do RNA i zastania wiele nukleotydow
wyznaczonych jako chronione w badaniach do$wiadczalnych.

Podobnie jak dla innych enzyméw analizowanych w niniejszej pracy, przeprowadzono
poszukiwanie potencjalnego inhibitora metylotransferazy NpmA z zastosowaniem
wirtualnego badania przesiewowego. Czasteczka pokazana na Ryc. 58 pokrywa swoja
powierzchnia kieszen wiazaca AdoMet i zachodzi na miejsce wiazania substratu.

Podsumowujac, wyniki analiz opisanych w niniejszej pracy mozna stwierdzi¢, ze
znaczaco rozszerzyly one wiedzg¢ na temat metylotransferaz RNA, w tym enzyméw
odpowiedzialnych za bakteryjna oporno$¢ na antybiotyki. Zaproponowano modele
oddziatywan enzymow ErmC’, RImA(I), RImA(II), oraz NpmA z ich substratowymi RNA.
Wykazano, ze MTazy m'A z rodziny Kam (m.in. NpmA) sa blizej spokrewnione z MTazami
m’G z rodziny TrmB niz z innymi MTazami m'A, co ma znaczenie dla poszukiwania
specyficznych inhibitorow. Dla enzymoéw odpowiedzialnych za antybiotykoopornos¢, tj.
ErmC’, RImA(II) i NpmA przeprowadzono wirtualne badania przesiewowe i1 zaproponowano
inhibitory blokujace miejsce wiazania substratu. Opisane wyniki maja znaczenie poznawcze
dla zrozumienia mechanizmu dziatania metylotransferaz RNA oraz powstawania nowych
specyficznosci substratowych. Maja tez znaczenie praktyczne: znalezione zwiazki
niskoczasteczkowe stanowia interesujacy punkt wyjscia do identytkacji nowych lekow, ktore

moga pomdc w walce z zakazeniami powodowanymi przez antybiotykooporne bakterie.
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