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Samenvatting

Het lac-repressor-eiwit uit de bacterie E. coli bindt uit het miljoenen
basen omvattende DNA specifiek aan een stukje met een lengte van ongeveer
20 basen. Dit stukje wordt de lac operator genoemd en is een soort aan-uit-
schakelaar voor het aflezen van drie genen die informatie bevatten voor enzymen
betrokken bij de afbraak van lactose. Is er geen lactose dan is het repressor-eiwit
gebonden aan de operator en voorkomt daarmee de productie van overbodige
enzymen. Hoewel de globale werking van het lac operon al jaren bekend is, is
er vrijwel niets bekend over hoe de herkenning op atomaire schaal verloopt.
Daarvoor is kennis van de ruimtelijke structuur van repressor en operator
noodzakelijk.

De structuur van het DNA bindend gedeelte van de repressor (headpiece) is
bepaald door een combinatie van NMR (nuclear magnetic resonance) en moleculaire
dynamica (MD) technieken.

NMR is een experimentele techniek die informatie geeft over afstanden
tussen protonen binnen het molecuul (eiwit). Met deze afstanden kan in
principe een 3-dimensionale (3D) structuur van het molecuul worden gebouwd,
maar het aantal verkregen afstanden is te klein om de 3D structuur volledig
te beschrijven.

De verkregen globale structuur kan echter worden verfijnd tot een preciezere
structuur met behulp van een theoretische structuur-bepalingsmethode: MD.
Dit is een rekenmethode waarbij de interacties tussen de atomen beschreven
worden door een atomair krachtenveld. De uit dit veld afgeleide krachten
worden gebruikt om de dynamische eigenschappen van het systeem te simuleren
door voor elk atoom de bewegingsvergelijking van Newton op te lossen. De
experimentele gegevens worden weergegeven door een extra pseudo-term op
te nemen in het krachtenveld. Hiermee wordt theoretische kennis ( impliciet
aanwezig in het atomaire krachtenveld) gecombineerd met experimentele
kennis. De tijdens de simulatie aanwezige bewegingsvrijheid maakt het mogelijk
een groot deel van de conformatie ruimte af te zoeken naar structuren met
een lage vrije energie. Het gebruik van MD simulaties in combinatie met NMR
gegevens wordt MD verfijning genoemd.

De MD verfijning van de 3D structuur van het Jac repressor headpiece (het
deel van de repressor dat verantwoordelijk is voor de specifieke herkenning
van de basesequentie in het DNA) staat beschreven in hoofdstuk II en III.

De MD simulaties werden tevens gebruikt om de interacties tussen lac
repressor headpiece en Jac operator te voorspellen. De berekening werd gestart
vanuit een ruwe beginstructuur gebaseerd op 24 NOE's (afstanden) tussen het
DNA en het eiwit. De complexiteit van DNA-eiwit interacties maakt het nodig
om de simulatie in aanwezigheid van het omringende water uit te voeren. Dit
kost ongeveer 60 keer zoveel rekentijd als een simulatie in vacuum, maar de
simulatie bleek aannemelijke voorspellingen op te leveren. Het verkregen lac



repressor operator model is in overeenstemming met biochemische en genetische
gegevens. De simulatie laat zien dat de specificiteit van de interactie niet
gebaseerd is op directe waterstof-bruggen, maar op niet-polaire contacten en
waterstof -bruggen die verlopen via een watermolecuul. Dit is in tegenspraak
met ingeburgerde hypothesen, maar is consistent met recente resultaten
verkregen uit rontgendiffractie studies aan andere repressor-operator complexen.
De simulatie van het complex staat beschreven in hoofdstuk IV,

Moleculaire dynamica simulaties, waarbij de werkelijkheid natuurgetrouw
wordt nagebootst, kosten een enorme hoeveelheid computertijd. Doordat
computers echter steeds sneller, maar ook goedkoper worden, zullen simulaties
binnen afzienbare tijd algemeen worden toegepast in de chemie: toepassingen
zijn o.a. het ontwerpen van moleculen met gewenste eigenschappen (medicijnen,
polymeren, eiwitten enz.).



