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Racionalni navrh proteinu

Novy protein:

Protein:
e znama struktura | Modifikace proteinu: * modifikovana

struktura

 modifikovana
funkce

«znama funkce * geneticke techniky
» chemickeé techniky

Jak modifikovat strukturu proteinu abychom
dosahli pozadovaneé zmeny jeho funkce?



Modifikovaneé viastnosti proteinu

Katalytické vlastnosti enzymu:

« zvySeni aktivity = zrychleni enzymové reakce
« ovlivnéni specifity reakce

 zmeéna pH optimum

« eliminace inhibi€éniho centra

« eliminace residui zpusobujicich nestabilitu

Strukturalni viastnosti proteint:

« zlepseni termostability

« zlepseni stability v organickych solventech
 modifikace specifity vazani ligandu

Vytvoreni novych systému:
* chimérické a multifunkéni proteiny
« pridani znacek pro purifikaci



Metody modifikace proteint

Mistné-cilena mutageneze (site-directed)

Chemicke reakce na bocnych retézcich
Totalni syntéza proteinu

DalsSi metody



Mistne-cilena mutageneze

« Zameéna jednotlivych aminokyselin v DNA kédujici protein

 Zmeénu provadime pouze na mistech kliCovych pro danou
funkci (reakéni centrum enzymu, aktivni misto vazajici ligand)

Vychozi informace:
« Sekvence DNA - sekvenovani DNA - databaze sekvenci

e 3D struktura proteinu:
— Krystalografie (rentgenova strukturni analyza)
— NMR méreni
— Pocitacové modelovani (homologni modelovani)
* Oblast proteinu klicova pro modifikovanou funkci
— Rtg. analyza s ligandem
— Vyhledavani tunell k reakénim centriim enzymu

— Vyhledavani kavit na povrchu proteinu pro vazani ligandu



Experimentalni metody navrhu proteint

Experimentalni priprava proteinu:

« syntéza oligonukleotidu

Ny L] 4 L R ) mhi
. priprava plasmidu Transter of the Insulin gene ccombinat
=~ 1 52 m":“" E ?* human cDNA  fink
1 V|Ozenl dO bunky GGATECN ! \ \/ﬂ er

J CTAG ! Fa
plasmid- @

* izolace (purifikace proteinu) Cloning the Tnsulin Gene

* kultivace bunék

Transfection

bacteria chremosome

Experimentalni méreni
pozadované vlastnosti:

« aktivita enzymu

 afinita receptor-ligand

Casova naroénost experimentalnich metod => predvybér
vhodnych mutantu pocéitacovymi metodami



Pocitacové metody navrhu proteinu

Modelovani 3D struktury proteinu:

 homologni modelovani

PocitaCova simulace chovani proteinu:
 modelovani reakce enzymu => aktivita enzymu

« metody dockingu => vazebna energie ligand-protein



Homologni proteiny

evoluce organismu - mutace - zmény v sekvenci aminokyselin
protein

3D struktura ztistava v prubéhu evoluce konzervovana vice nez
sekvence aminokyselin (kliCova pro zachovani funkce)

proteine vzniklé ze spole€ného predka = homologni proteiny
maji podobnou 3D strukturu a sekvenci
vetsi variabilita animokyselin na povrchu, hlavné ve smyckach

nejvice jsou konzervovany useky odpovédné za funkci proteinu
(reakEéni centra, vazebna mista ligandu)



Homologni modelovani proteinu

Slouzi pro ziskani 3D struktury proteinu, u néhoz zname pouze
sekvenci aminokyselin (prot. se znamou seq. > se znamou 3D st.)

Nejdrive musime najit vhodny homologni protein se znamou
(experimentalneé zjisténou) 3D strukturou




Postup pri homolognim modelovani

1. Nalezeni homologniho proteinu (min. 30% homologie, optimalné 70%)

2. Identifikace strukturné konzervovanych regionu SCR a strukturné
variabilnich regionu SVR (srovnani sekvenci nékolika homolog.
prot.)

3D Molecule Colored by Multiple Sequence
Alignment

* 142 Identical
¢ 68 Similar
¢+ 226 Different




Postup pri homolognim modelovani

1CHO K 170

3. Prilozeni sekvenci pro SCR

4. Konstrukce regionu SCR na zakladé
koordinat Sablonového proteinu
(prikladaji se na sebe atomy peptidické
patere)

5. Modelovani SVR

6. Modelovani postrannich retézcii

— konzervovana residua - obvykle
stejna pozice
— ostatni residua - minimalizujeme

prostorové kolize, vychazime ze
znamych rotameru
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Postup pri homolognim modelovani

7. Upresnéni struktury pomoci metod pro minimalizaci energie a
molekulové dynamiky
8. Ovéreni kvality modelu
— zkoumame distribuci hydrofobnich residui (ve vnitr. oblastech)

— detekujeme torsni uhly a atomové kontakty a srovnavame s daty
z databazi




Vyuziti homolognim modelovani pro
navrh proteinu

« Jako templat slouzi studovany protein

« Zpravidla navrhujeme pouze nékolik bodovych mutaci => vysoka
mira homologie => vysoka presnost modelu

e Struktura podrobena QM minimalizaci resp. Simulaci MD => dalsi
zpresnéni struktury, hlavné postrannich retézct (netyka se
dockingu)

Mozné problémy:

« nékteré mutace destabilizuji protein - nedojde k jeho poskladani



Overeni vlastnosti modelovaného
proteinu

Docking - afinita nekovalentné vazanych ligandu
Molekulova dynamika

Modelovani chemickych reakci




Modelovani chemickych reakci

Chemické reakce - vznik a zanik kovalentnich vazeb - pohyb po
hyperplose potencialni energie
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Chemicka katalyza

Snizeni energie tranzitniho stavu (aktivac¢ni energie) vlivem katalyzatoru

TRANZITNi STAV

REAKTANTY

PRODUKTY
REAKCNI KOORDINATA




Enzymova katalyza

Enzymy:

biologické katalyzatory
globularni proteiny
katalyza probiha v aktivhim centru

shizeni aktivacni energie prostrednictvim nevazebnych interakci
aktivniho centra se substratem

roli hraje také dynamické chovani enzymii




Nevazebné interakce v aktivnich
centrech enzymu

vodikové vazby

elektrostatickeé interakce v€. dipolovych

van der Waalsovy interakce
hydrofobni interakce

stackingové interakce

unfolded protein

lFOLDING

binding site

folded protein




Modelovani enzymovych reakci

vzniku nebo zanik kovalentnich vazeb => nelze pouzit
molekulovou mechaniku => kvantové-chemické metody

velké molekuly - nelze pouzit ab initio metody => semiempirické
kvantové-chemické metody (AM1, PM3)

nelze zahrnout celou molekulu do vypoctu => pouzijeme
aminokyseliny aktivniho centra (kavita)

napodobeni situace v realném proteinu - fixace atomu peptidické
patere



Aktivni centrum enzymu (kavita)



Haloalkan dehalogenasové enzymy

Haloalkan dehalogenasy - odbouravaji chlorované a bromované
uhlovodiky

Globularni protein ze skupiny o/ hydrolaz - monomerni protein
Trikrokovy mechanismus reakce

Vypocet reakcni cesty S, 2 kroku semiempirickymi QM metodami




Reaktant




Tranzitni stav
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Produkt




Vypocet reakCni cesty
Program MOPAC - semiempiricka QM metoda AM1
Program DRIVER - sledovani reakcni koordinaty

2.7 2.2
reaction coordinate
distance C-O

Energy [kcal/mol]
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MODELLER MODELLER MODELLER

Mutant 71 Mutant 2 cccee

Cavity 1 Cavity 2 XXXX Cavity n

MOPAC /
DRIVER

MOPAC /
DRIVER

MOPAC /
DRIVER

Reaction Reaction scecee Reaction

pathway pathway pathway
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Identification of mutants with significant activity



Mutageneze dehalogenasy DhIA
« Jednobodova mutace na pozici Phe172 - homologni
modelovani programem MODELLER

« Vypocet prvniho S,2 kroku reak¢ni cesty programem
MOPAC/DRIVER

« Aktivacni energie - malo presné a malo selektivni
« Sledovani zmeny parcialniho naboje na atomu substitujiciho

residua
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Mutageneze dehalogenasy DhIA na pozici Phe172
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IE'ECILIC! (E) [keal/mol] Interactions of Atom CL52 with Residues
[%f Transition State (TS)

o

Trpl125

Glu |Asp | Trp |Phe [Phe |Phe | Trp [Phe | Pro | Val |Asp |Leu |Leu | His

Trp175 56 124 |125 128 164 | 172 | 175 [222 223 |226 | 260 | 262 263 289

Trpl107 |

e
41 (106 | 107 | 130 (132 (141 | 149 |168 205 (206 | 209 245 | 246 | 272

Trp109 |Asp [ Trp [ Glu | lle [Phe |Phe [Phe | Trp [Pro | lle [Ala [Leu | His
108 | 109 | 132 134 143 169 | 207 |208 | 211 [247 | 248 | 272




Studie stabilizacniho efektu residui v hedalogenase LinB

Jednobodové mutace Asn38, Trp109, Phe151, Phe169

Modelovani reakcniho prvniho S, 2 kroku - analyza
elektrostatickych interakci

Experimentalné zmérené aktivity k

cat

Potvrzen vyznam studovanych residui pro katalyzu

E. ., [keal/mol] K. [s]
residue wit-mut
wi - 1.3
F169L W W _/' Velmi malé Zmény
F151L -0.1 4.1 ve stabilizaci
F151W 08 |—T7

>
F151Y -0.2 1.7 [T~ enzymaticka aktivita




Program TRITON

TRITON

grafické rozhrani — interaktivni
specifikace vstupnich dat a

vizualizace vystupu

MODELLER MOPAC / DRIVER

homologni modelovani struktur vypocet reakcni cesty
mutantd na zakladé struktury semiempirickymi QM

studovaného enzymu metodami (AM1, PM3...)

Spusteni programu:
module add triton
triton &



Program TRITON

http://ncbr.chemi.muni.cz/triton/



Cviceni 1

* Nactéete strukturu /home/martinp/triton/structs/DhlA.pdb
» Zobrazte seznam residui

« Zobrazte pouze residua Asp124, Trp125, Trp175,
Phe172, DCE. Ostatni atomy budou schovaneé.

« Zmeénte model na Tube

» Obarvete zobrazené atomy fialove

* Oznacte atomy DCE a obarvete zlute



Cviceni 2
 Vytvorte projekt General pojmenovany proj1
* Vytvorte v nem projekt Mutagenesis
» Jako vychozi strukturu pouzijte /
home/martinp/trito/structs/DhlA.pdb
 Specifikujte bodovou mutaci na pozici Phe172
* Pro substituci pouzijte napr. Tyr, Trp, Met, His, Cys
 Ostatni nastaveni zustavaji implicitni
» Spustte vypocet

* Po skonceni vypoctu zobrazte strukturu mutantu
* Nactete k ni strukturu vychoziho enzymu DhiA

* Pro obé struktury zobrazte pouze residua Asp124,
Trp125, Trp175, DCE, residuum 172

» Strukturu DhIA obarvéte fialove

« Zkoumejte pozici nového residua v pozici 172



Cviceni 3
» Vytvorte projekt Reaction
« Jako vychozi strukturu pouzijte /
home/martinp/trito/structs/DhlA.pdb
 Pocitejte enzymovou reakci
» Jako substrat zvolte DCE
* Residua cavity budou: Asp124
» Specifikujte reakcni koordinatu mezi atomy O residua
Asp124 (1985) a atomem C resdua DCE (2)
» Step = -0.05 (stisknéte tlaCitko Default)
» Specifikujte naboj -1
* Fixované atomy: peptidicka pater (backbone)
* Vypocet spust'te manuaalné z terminalu (spustite script
run.sh v adresari projektu)

* Po skonceni vypoctu zobrazte graf energie a animaci
- Zkoumejte zmény naboje v prubéhu reakce



