Program TRITON

Racionalni navrh proteinu

Modelovani mutantnich proteinu,
vypocet reakcnich cest,
protein-ligand docking



Racionalni navrh proteinu

 Proteiny:
- enzymy (biologické katalyzatory)
- proteiny vazaijici ligandy
- dalsi proteiny

« Krome prirozené role v bunikach se proteiny uplatniujii v
prumyslovych aplikacich (biotechnologie), napf. enzymy jako
katalyzatory reakci

» Vlastnosti prirozenych proteint jsou ¢asto nevyhovujici pro
biotechnologické aplikace (mala katalyticka ucinnost
enzymu, neschopnost pracovat s nékterymi substraty)

» Cilem je modifikace proteinu vhodnym zplsobem tak aby
ziskal pozadované vlastnosti



Racionalni navrh proteinu

Modifikace proteinu:
« genetické techniky
« chemické techniky

Jak modifikovat strukturu proteinu abychom
dosahli pozadovaneé zmeny jeho funkce?



Racionalni navrh proteinu

« Kazdy protein ma specifickou sekvenci aminokyselin (primarni
struktura)

« Na zdkladé toho dochazi k formovani motivl sekundarni a
tercialni struktury - ziskavame 3D strukturu proteinu

« Modifikaci primarni struktury dojde téz k modifikaci 3D
struktury

* Pokud je modifikace mala (substituce jedné nebo dvou
aminokyselin) je zména 3D struktury zpravidla jen mala a tyka
se jen mista, kde se modifikovana aminokyselina nachazi

« Pokud tuto zmeénu provedeme na aminokyseliné nachazejici se
v aktivnim centru enzymu, ovlivnime jeho katalytické
vlastnosti




Metoda pocitacové mistné-cilené
mutageneze

« Chceme modifikovat strukturu proteinu tak abychom ovlivnili
jeho funkci

 Potrebujeme znat 3D strukturou proteinu

» Prozkoumame strukturu proteinu a lokalizujeme dulezita
mista, napf. aktivniho centrum enzymu

« Navrhneme aminokyseliny jejichz zameéna by mohla ovlivnit
strukturu aktivniho centra

« Namodelujeme 3D struktury proteinovych mutantd, v nichz
jsou vybrané aminokyseliny substituovany za jiné
(pouzijeme metodu homologniho modelovanti)

* Pomoci metod pocitacové chemie spocitame pro jednotlivé
mutanty, jakym zplsobem byla ovlivnéna funkce proteinu
(napfr. jeho enzymaticka aktivita)



Enzymova katalyza

C
Enzymy: OQ ©
. biologické katalyzatory (@

 globularni proteiny

 katalyza probiha v aktivhim centru enzymu

* snizeni aktivacni energie prostrednictvim nevazebnych
interakci aktivniho centra se substratem
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Aktivni centrum enzymu

Interakce mezi substratem a proteinem v aktivhim centru:
« vodikové vazby

« elektrostatické interakce vc. dipolovych
« van der Waalsovy interakce

« hydrofobni interakce

 stackingové interakce

amino acid *
side chains )
H \C/
+~ T CH,
O\\C";'l “H \O hydrogen bond
HO Y/ M, / -
N Y oD .
unfolded protein /' (CHy)s O EN
“NH B )0
lFOLDING \C\:NHEGDGJK ol e) =X A \C H
i o t‘ NH, - / N .-'\J A \O""CH; "
inding site * e, ) [ _ I‘\"::\ .
'Y SHN HY N
* -~ ?\_ N\ 2! N, 2—N .
g = Y " | "
N O H—0 ¥
}3 cH o
-.l CHE H3C/ \C/— ame
n ! VAN
CH, H
(A) folded protein (B) h"‘“c{



Modelovani enzymovych reakci

« Chemické reakce - vznik nebo zanik kovalentnich vazeb =>
nelze pouzit molekulovou mechaniku => kvantove-chemické
metody

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

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

« Napodobeni situace v realném
proteinu - fixace atomU
peptidické patere




Studium haloalkan dehalogenasy DhIA

« Haloalkan dehalogenasy - odbouravaji chlorované a
bromované uhlovodiky

* Trikrokovy mechanismus reakce
« Vypocet reakcni cesty SN2 kroku semiempirickymi QM
metodami
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Vypocet reakcni cesty
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Pocditacovy navrh enzymu
(metoda pouzita v programu TRITON)
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Identification of mutants with significant activity
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Protein-ligand docking

« Dalsi vyznamnou skupinou jsou proteiny vazajici ligandy
« Jedna se o proteiny, které pomoci nevazebnych interakci
vazi reverzibilné malé molekuly

« Schopnost ligandu vazat se na dany protein Ize zjisti pomoci
metody molekulového dokovani
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Molekuloveé dokovani

« Molekulové dokovani slouzi k nalezeni konfigurace, ve které
se k sobé vazi dveé molekuly

* Nejpouzivangjsi je “protein-ligand docking” kdy hledame
konfiguraci ve které se ligand vaze na protein

» Metoda molekulového dokovani automaticky testuje rtizné
pozice, orientace a konformace ligandu vUci proteinu a
pocita energie jejich vzajemné interakce; konfigurace s
nejmensi energii odpovida skutecné strukture komplexu
protein-ligand

« AutoDock - program vyuzivajici genetické algoritmy pro
protein-ligand docking
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Pocitacovy navrh proteinu vazajicich ligand
(metoda pouzita v programu TRITON)

[ Protein ]

MODELLER

Mutant 1 Mutant 2 Mutant n

AutoDock AutoDock AutoDock

Binding Binding Binding
Energy 1 Energy 2 Energy n

\Q/

Comparison of binding affinities




Program TRITON
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