RESITEV z razlago (S1-04):

AK zaporedje: Uniprot koda - POCJ63 (N-acyl homoserine lactonase AiiA) iz organizma Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki.

1.Najverjetnejso identiteto proteina

Zaporedje preneses v blastp (izberes bazo nr) dobis zadetek: MULTISPECIES: quorum-quenching N-acyl
homoserine lactonase AiiA [Bacillus]- multispiecies le pomeni, da gre za protein AiiA, ki ga najdemo vvec
vrstah rodu Bacillus. In Chain A, N-Acyl Homoserine Lactone Hydrolase [Bacillus thuringiensis serovar
kurstaki]. Katerega koli od teh dveh vzamemo, bomo prisli do enake reSitve. V blastp dobimo 100 % identi¢nost
in 100 % Query Cover in E value=0.0
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MULTISPECIES: quorum-quenching N-acyl homoserine lactonase AiiA [Bacillus] Bacillus 514 514 100% 0.0 100.00% 250 WP_000216581.1
Chain A, N-Acyl Homoserine Lactone Hydrolase [Bacillus thuringiensis serovar kurstaki] Bacillus thuringi... 514 514 100% 0.0 100.00% 254 3DHA A
N-acyl-homoserine lactone [Bacillus thuringiensis] Bacillus thuringi... 514 514 100% 0.0 99.60% 250 ABN51242.1
™2 Chain A AlIA-LIKF PROTFIN [Bagillus thurinaiensis] Bacillus thurinai... 513 513 100% 0.0 9960% 252 2BR6 A

2. S pomocjo spletnih orodij dolocite glavne funkcionalne domene in proteinske druzine analiziranega
proteina.

Dobimo ve¢ zadetkov najpomembnejsi: N-acyl homoserine lactonase AiiA (to je encim, ki razgrajuje AHL
molekule, sodeluje pri quorum quenching 2to je proces, s katerim se prekine oziroma zavira komunikacija
med bakterijami), AiiA-like (torej spada v to druzino), Metallo-beta-lactamase (protein vsebuje metallo-beta-
laktamazno domeno) in Ribonuclease Z-like ( Struktura je podobna tej domeni AMPAK ni nujno, da je protein
ribonukleaza!).
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3. Dolocite njegovo osnovno biokemijsko funkcijo, povejte tudi, do katere molekule kaze najvecjo
aktivnost, ter na kratko odgovorite, kako hidroliza AHL molekul vpliva na bakterijsko komunikacijo.

S pomogjo rezultata blastp poiS¢emo neznani protein v Uniprot (lahko le kopiramo ime najdeno v blastp:
quorum-quenching N-acyl homoserine lactonase AiiA, v zaCetku imamo podano vrsto bakterije, glede na to
izberemo pravi protein.

D
- .
Unll'-'ro.t o BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProlkB - RIS e TERe e RRE IR Sl R 1y Y e T TN X Advanced | List [CEEUA - S T T
0

Status « All reviewed (Swiss-Prot) entries

= Selected unreviewed (TrEMBL) entries with experimental or biologically important data
% Reviewed (Swiss-Prot)

®) X Entries to be removed: Unreviewed (TrEMBL) entries that are not part of a reference proteome
Unreviewed (TrEMBL) Entries removed from unreviewed UniProtKB/TrEMBL will remain accessible in the UniParc sequence archive.
(558) Please read our help page, view affected entries and proteomes [, or contact us with any questions.
Taxonomy UniProtKB 564 resuits
Filter by taxonomy
& Tools ~ .t Download (564) View: Cards Table @ # Customize columns < Share ~
@roup by W Entry . Entry Name »  Protein Names & Gene Names »  Organism » Length »
Taxonom
Y POCJ63 AHLLA_BACTK N-acyl homoserine lactonase AiA[..] aiiA Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 250 AA
Keywords
[) QILBR8 & AHLL_BACSP N-acyl homoserine lactonase[..] allA Bacillus sp 250 AA
Gene Ontology
[) A3JFJ64 & AHLL_BACTU N-acyl homoserine lactonasel..] aliA Bacillus thuringiensis 250 AA E
Enzyme Class
[ GIB7C4 GOB7C4_9BACI  quorum-g ing N-acyl-h ine 1 aiiA Bacillus sp. Al96 250 AA
Proteins with
AN stnetra (91 O DS5FM51 D5FM51_9BACI  quorum-quenching N-acyl-homoserine lactonase[..] aiiA Bacillus sp. B546 250 AA

Protein deluje kot quorum quenching encim oziroma N-acyl homoserine latonase. Katalizira hidrolizo N-acyl
homoserin laktonov (AHL), ki sodelujejo pri bakterijski komunikaciji (quorum sensing). S hidrolizo teh signalnih
molekul moti oziroma zmanjSuje komunikacijo med bakterijami (quorum quenching). Encim deluje na kratko-
in dolgoverizne AHL molekule, najvecjo aktivnost pa kaze proti C-10-AHL.

4. Ali protein za svoje delovanje potrebuje kofaktor ali kovinski ion? Ce da, katerega?

Preverimo v Uniprot in vidimo, da je na$ protein, encim, ki za svoje delovanje potrebuje kofaktor: Zn?*.

5. Razmisli, kako bi na delovanje proteina vplivali to¢kovni mutaciji D108N in F107W, obrazlozi svoje
ugotovitve.

Pogledamo v Uniprot, kje se nahajajo vezavna mesta (sekcija Function), vidimo, da se na mestu 108 nahaja
vezavho mesto na mestu 107 pa ne, argumentiramo:

e D108N
Aspartat na mestu 108 se zamenja z asparaginom, to je lahko problem, ker aspartat pogosto sodeluje
pri vezavi kovinskih ionov ali katalizi. Ce ga zamenjamo z asparaginom, se spremeni kemija aktivnega
mesta — pricakujemo mo¢no zmanjSano aktivnost.

e F107W
Fenilalanin na mestu 107 se zamenja s triptofanom (obe sta aromatski, hidrofobni aminokislini), ker
mesto 107 ni vezavno mesto mutacija po vsej verjetnosti ne unici encima popolnoma, ker pa je triptofan
vecji to lahko vpliva na stabilnost in spremembo konformacije.



6.Protein je v InterPro poleg drugih uvr§éen tudi v metallo-beta-lactamase superdruzino. Ali to pomeni,
da gre za klasiéno beta- laktamazo?

Protein, kot smo ugotovili spada v metallo-beta-lactamase superdruzino, kar pomeni, da ima podobno
strukturo in kovinsko aktivno mesto kot metallo-beta-laktamaze. Kljub temu, kot lahko razberemo iz opisa na
Uniprot, njegova dejanska bioloSka funkcija ni razgradnja beta-laktamskih antibiotikov, ampak hidroliza AHL
signalnih molekul, ki sodelujejo pri komunikaciji bakterij. Torej to kaze, da podobna proteinska struktura ne
pomeni tudi nujno enake funkcije.

7.Na podlagi vseh rezultatov ocenite, ali bi bil ta protein lahko uporaben za zaviranje bakterijske
komunikacije v medicini? Utemelji.

Protein N-acyl homoserine lactonase AiiA bi lahko bil uporaben v medicini za zmanjSevanje komunikacije med
patogenimi bakterijami. Encim AiiA razgrajuje AHL signalne molekule (te signalne molekule imajo predvsem
Gram-negativne patogene bakterije), to zmanjSa izrazanje virulentnih dejavnikov in s tem oslabi bakterijsko
okuzbo.



