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Samenvatting

Het /ac-repressor-eiwi t  u i t  de bacter ie E.  col i  b indt  u i t  het  mi l joenen

basen omvattende DNA speci f iek aan een stukje met een lengte van ongeveer

20 basen. Di l  s tukje wordt  de , lac operator  genoemd en is  een soort  aan-ui l -

schakelaar voor het  af lezen van dr ie genen die informat ie bevat ten voor enzymen

betrokken bi j  de afbraak van lactose.  Is  er  geen lactose dan is  het  repressor-eiwi l

gebonden aan de operator en voorkomt daarmee de productie van overbodige

enzymen. Hoervel de globale werking van het lac operon aI jaren bekend is, is

er vrijwel niets bekend over hoe de herkenning op atomaire schaal verloopl.

Daarvoor is kennis van de ruimlelijke structuur van repressor en operator

noodzakel i jk .

De strucluur van hel  DNA bindend gedeel te van de repressor (headpiece) is

bepaald door een combinat ie van NMR (nuclear magnet ic resonance) en moleculai re

dynamica (MD) technieken.

NMR is een exper imentele techniek die informat ie geef t  over afstanden

tussen protonen binnen hel  molecuul  (e iwi t ) .  Met deze afstanden kan in

pr incipe een 3-dimensionale (3D) strucluur van het  molecuul  worden gebouwd,

maar het  aanlal  verkregen afs landen is te k le in om de 3D structuur vol ledig

le beschr i jven.

De verkregen globale structuur kan echter  worden verf i lnd tot  een preciezere

structuur met behulp van een Lheoret ische structuur-  bepal ingsmethode: MD.

Dit  is  een rekenmethode waarbi j  de interacLies tussen de alomen beschreven

worden door een atomair krachLenveld. De uit dit veld afgeleide krachten

rvorden gebruikt om de dynamische eigenschappen van het systee'm te simuleren

door voor elk atoom de bewegingsvergelijking van Newlon op te lossen. De

exper imentele gegevens worden weergegeven door een exlra pseudo-term op

te nemen in het krachlenveld. Hiermee wordt Lheoretische kennis ( impliciel

aanwezig in het atomaire krachtenveld) gecombineerd met experimentele

kennis. De lijdens de simulatie aanwezige bewegingsvrijheid maakl het mogelijk

een groot deel van de conformatie ruimte af te zoeken naar structuren met

een lage vr i je energie.  Het gebruik van MD simulat ies in combinat ie met NMR

gegevens wordt MD verfi.lning genoemd.

De MD verf i ln ing van de 3D structuur van het  , lac repressor headpiece (het

deel  van de repressor dat  verantwoordel i jk  is  voor de speci f ieke herkenning

van de basesequent ie in het  DNA) staat  beschreven in hoofdstuk I I  en I I I .

De MD simulat ies werden tevens gebruik l  om de interacl ies lussen , fac

repressor headpiece en lac operator te voorspellen. De berekening werd gestarl

vanui t  een ruwe beginstrucluur gebaseerd op 24 NOE's (afstanden) tussen het

DNA en het  e iwi l .  De complexiLei t  van DNA-eiwi t  interact ies maakt  het  nodig

om de s imulat ie in aanwezigheid van het  omringende water u i l  te voeren.  Di t

kost ongeveer 6O keer zoveel rekentijd als een simulalie in vacuum, maar de

simulat ie b leek aannemel i jke voorspel l ingen op te leveren.  Het verkregen lac
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repressor operaLor model  is  in overeenstemming met b iochemische en genet ische

gegevens.  De s imulat ie Iaat  z ien dal  de speci f ic i te i t  van de interact ie n iet

gebaseerd is  op di recte waterstof-bruggen, maar op niet-pola i re conlacten en

waterstof-bruggen die ver lopen v ia een watermoiecuul .  Di t  is  in tegenspraak

met ingeburgerde hypothesen, maar is  consistent  met recente resul taten

verkregen ui t  rontgendi f f ract ie studies aan andere repressor-operator  complexen.

De s imulat ie van het  complex staat  beschreven in hoofdstuk iV.

Moleculai re dynamica s imulal ies,  waarbi j  de werkel i jkheid natuurgetrouw

wordt  nagebootst ,  kosten een enorme hoeveelheid compuler t i . jd .  Doordat

computers echter  steeds snel ler ,  maar ook goedkoper worden, zul len s lmulat ies

binnen afz ienbare t i jd  a lgemeen worden toegepast  in de chemie:  loepassingen

zi jn o.a.  het  ontwerpen van moleculen met gewensle eigenschappen (medic i jnen,

polymeren,  e iwi t ten enz.) .


