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Cviceni 1 Cvi€eni ze 17.10.2024
1. Stahnéte si z proteinové databaze htips://www.rcsb.org/pdb/home/sitemap.do
souradnice krystalové struktury 4u2t.pdb. Nactéte si souradnice do programu VMD.

2. Prozkoumeijte interakci SestiClenného aromatického kruhu tyrosinu|TYR446 s
kofaktorem|FAD & popiste, o jakou (jaké) interakci (interakce) se jedna.

3. Prozkoumejte interakci aminokyseliny asparagin ASN119|s tricyklickou aromatickou
skupinou kofaktoru|FAD & popiste, o jakou (jaké) interakci (interakce) se jedna.

4. Prozkoumejte interakci aminokyseliny methionin| MET41| s adeninovou skupinou
kofaktoru| FAD [ popiSte, o jakou (jakeé) interakci (interakce) se jedna.

Napoveda: Maji-li v krystalové struktufe dva atomy rdznych molekul mezi sebou odstup
blizky souctu jejich «van der Waalsovych poloméru», Ize predpokladat, Ze mezi nimi
pusobici Londonovy sily jsou nezanedbatelné. Tabulku van der Waalsovych poloméru

Ry W W

Waalsuvv polomér».

CvicCeni 2

Pritazlivé mezimolekularni interakce jsme rozdélili podle jejich fyzikalni podstaty na
nasledujici typy:

1. lon-ion 2. lon-dipdl 3. Dipdl-dipdl 4. lon-indukovany dipdl 5. dipdl-indukovany dipdl
6. nahodny dipdl-indukovany dipdl (= disperzni / Londonovy sily)

Uvedte pfiklady dvojic molekul &i iontl (nebo para ion-molekula), anorganickych Ci
organickych, v jejichz interakci dominuje

a)Typ1 b)Typ2 <c) Typ3 d)Typ4 e)Typs f) Typb6



C-H---O hydrogen bond
significantly shorter than sum of vdW radii (1.2+1.5 A)
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C-H---O hydrogen bond
significantly shorter than sum of vdW radii (1.2+1.5 A)
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Dynamika molekul

Dulezitost strukturnich fluktuaci biomolekul (neboli dynamiky molekul)
pro jejich funkci si ukazeme na prikladu myoglobinu, proteinu, ktery ve
svalech obratlovcl prebira kyslik od hemoglobinu a prenasi jej z krve do
mitochondrii, organel provadeéjicich bunééné oxidace pro ziskavani

energie.

Myoglobin: « Molekula mésice », leden 2000

http://pdb101.rcsb.org/motm/1



http://pdb101.rcsb.org/motm/1

Krystalova struktura myoglobinu s navazanou molekulou O, (pdb code 1mbo)




Vlastnosti zeleza v hemu
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Hem je prosteticka skupina obsahujici zeleznaty ion Fe?* (zelezity ion Fe3* pfi vazbé na O,) ve
stfedu tetrapyrrolového jadra, na néZ jsou navazany substituenty. Cervena barva hemu je
zpusobena konjugovanym systémem dvojnych vazeb, kvuli kterému se hem snadno excituje a
nasledné emituje Cervenou Cast spektra viditelného svétla. (Pramen: Wikipedie)



https://cs.wikipedia.org/wiki/Prostetick%C3%A1_skupina
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDelezo
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDelezo
https://cs.wikipedia.org/wiki/Pyrrol
https://cs.wikipedia.org/wiki/Substituent
https://cs.wikipedia.org/wiki/Excitace

Molekula O, (tyrkisova barva, €ervena: hem) se nachazi pomérné hluboko v proteinové
strukture myoglobinu.



Myoglobin: protein ze 153 aminokyselin organizovanych v 6 a-sroubovicich




charged amino acids carbon-rich amino acids g,
The atomic structure of myoglobin revealed many of the basic principles of protein
structure and stability. For instance, the structure showed that when the protein chain
folds into a globular structure, carbon-rich amino acids are sheltered inside and

charged amino acids are most often found on the surface, occasionally forming salt
bridges that pair two opposite charges (shown here with green circles).




Proximalni histidin (vlevo) zakotvuje hem v proteinu.

Distalni histidin (vpravo) stabilizuje molekulu kysliku H-mustkem.
(Viz nasledujici diapozitiv)




Oxymyoglobin: proximalni (F8) a distalni (E7) histidin
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Jak se molekula kysliku dostane k vazebnému mistu uvnitf myoglobinu?

V krystalové strukture oxymyoglobinu (1mbo) neni vidét zadny pristupovy kanal.
Moznou pristupovou cestu ukazala rentgenova struktura deoxymyoglobinu, ktery byl
nasycen xenonem (pdb kéd 1J52). Xenon tvori sice jednoatomové, sférické molekuly,
jejich velikost je vSak podobna molekulam O, nebo CO (ten se na myoglobin rovnéz
vaze). V krystalu jsou mista, kde jsou molekuly Xe ,,uvéznény“, dobre vidét (Xe1 az Xed),
nebot’ rentgenové paprsky atomy s mnoha elektrony (atomové Cislo Xe: 54) snadno
zobrazuji. Analyza molekularni dynamiky (P. Schmidke et al., Bioinformatics 27, 2011,
3276-3285) naznacila cestu, jakou kyslik z distalni kavity (,,distal pocket*, DP) muze
uniknout (nebo k ni vniknout): DP—>Xe4—>Xe2—Xe3—EXxit

Hem




Prechody mezi jednotlivymi misty na trase DP—>Xe4—Xe2—Xe3—Exit jsou mozné jen diky
tomu, ze atomy proteinu nejsou statické, ale vykonavaiji vibraéni a rotaéni pohyby (napfr.
metylové skupiny X-CH; se mohou otacet kolem osy X-C). Diky témto pohybim se mezi
jednotlivymi misty DP, Xe4, Xe2 atd. kratkodobé otviraji kanalky, kterymi “uvéznéna“
molekula (Xe, O,, CO) muze difundovat z jednoho mista na druhé.

Na prikladu myoglobinu jsme si tedy ukazali, ze k pochopeni funkce biomolekul nestaci

znat jejich statickou strukturu, musime znat i dynamiku této struktury.
Ve druhé €asti prednasky si vysvétlime, jak se dynamika biomolekul studuje.

Hem




Konformacni dynamika makromolekul

Biologické makromolekuly nejsou rigidni. Jejich struktury vykazuiji
riuzné stupné volnosti:

- Vazby a vazebné uhly vibruji kolem rovnovaznych poloh
- Jednoduché vazby umoznuji rotaci a tim konformacni zmény

- Cyklické podjednotky (napr. cukry) prechazeji mezi energeticky
vyhodnymi konformacemi (pro ribézu: N a S)

Jednotlivé konformace se liSi stabilitou. Stabilitu konformace k

(zavislou na souradnicich x,, y,., z,;, vSech atomu i ) ur€uje jeji
potencialni energie E.




Potenciani energie v zavislosti na dvou souradnicich
(v n-atomové molekule je souradnic 3n)

— hledame metodou minimalizace energie
2. Konformacni zmény v zavislosti na ¢ase pri dané teploté
— popisujeme simulacemi molekularni dynamiky



Metody minimalizace energie

v v

Zde vytvorime novy,
jesté jemnéjsi raster,
atd.

1. ,,Grid search*

a) Zvolime raster intervalll na obou osach, pro kazdy par hodnot vypocéteme
energii

S &4

vypocéteme energii a takto dale zjemnujeme, dokud pokles energie v
poslednim kroku neklesne pod zadanou prahovou hodnotu

Grid search pouziva pouze vypocet energie, nikoliv jejich derivaci.



Metody minimalizace energie

2. Metody gradientu

a) Vypocéitame gradient (vektor riustu) energie.%’ro molekulu tvofenou n atomy
je rozmér gradientu 3n (matice parcialnich derivaci energie podle atomovych
souradnic). Pozor, Sipka znazorinuje gradient s negativnim znaménkem.

b) Posuneme souradnice atomui ve sméru negativniho gradientu energie. Pro
uréeni koeficientu, kterym negativni gradient znasobime, abychom obdrzeli

posuny atomu, pouzivame ruzné algoritmy. Tento krok opakujeme, az pokles
energie klesne pod zadanou prahovou hodnotu.




Vypocet potencialni energie znamé z expermimenttl nebo vypoctu
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Vypocet potencialni energie
E..:..,, Pro danou konformaci
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Vypocet potencialni energie
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Vypocet potencialni energie
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Simulace molekularni dynamiky (MD)

Popisuji pohyb molekul a atomi v molekule pomoci ziakontu klasické mechaniky,
tak, aby byly splnény zakladni podminky:

1. Kineticka energie vSech atomii odpovida teploté, kterou simulujeme

2. Velikosti kartézskych slozek rychlosti maji Gaussovo rozdéleni

K nastartovani simulace makromolekuly (napr. proteinu) potirebujeme
smysluplny model, ktery by mél mit urcitou stabilitu (jinak se molekula pri
simulaci “rozpadne®). Ten ziskame napr. z krystalové struktury.

Atomim v molekule prifadime nahodné rychlostni vektory tak, aby
celkova okamzita kineticka energie odpovidala teploté (napr 300 K). Algoritmus
generujici nahodné rychlostni vektory je soucasti kazdého programu simulaci
MD. Vychazeji z rozlozeni pohybu na infinitezimalni casové useky dt. Sila
pusobici na jednotlivé atomy je vypoctena derivace energie podle atomovych
souradnic. Zrychleni kazdého atomu i je pak definovano Newtonovymi
pohybovymi rovnicemi a=F./m, a, je pfedpokladano konstantni béhem kazdého
sudého intervalu 1/2dt a nulové béhem kazdého lichého (viz nasledujici
diapozitiv). Nejznaméjsi algoritmus pro vypocet atomovych souradnic na konci
kazdého krucku je Verletiiv algoritmus. Posuny atomii se v ném pocitaji na
zakladé stredni rychlosti pro dany Casovy interval.



Verlet algorithm
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Kazdy lichy nasobek 1/25t aktualizujeme souradnice, sily a vektory zrychleni

Kazdy sudy nasobek 1/25t aktualizujeme vektory rychlosti




N H Tautomer N H Tautomer

'ﬁ

H.-_ﬂHI,/“‘ EJ'JG'HE"‘E :,J:*H_UH - h.’/\\}-" it~
\

E":,.,,i *I\IH;_- lllll‘ll—'."q.l. I'!-IHI

\

H
A) Aminokyselina histidin existuje ve dvou izomernich formach lisicich se v poloze vodikového

atomu v péticlenném heterocyklickém kruhu postranniho retézce (viz obrazek nahore).
Takové izomery se nazyvaji tautomery, v pfipadé histidinu se oznacuji jako tautomer Nj
tautomer N_, podle toho, na ktery atom dusiku je vazan atom vodiku. V proteinech se
vyskytuji obé tautomerni formy, v zavislosti na tom, kterou formu konkrétniho histidinu
interakce s okolim energeticky zvyhodnuiji.

Pomoci programu VMDD provedte inspekci vazebného mista pro hem a kyslik ve
strukture 1mbo a prozkoumejte pozorné okoli proximalniho a distalniho histidinu.
Rozhodnéte pro oba histidiny, ve které tautomerni formeé se preferencné kazdy z nich
nachazi. Své rozhodnuti odlivodnéte.

(V rentgenovych strukturach proteini zpravidla vodikové atomy nelze lokalizovat.)

Cviceni

1=
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1. Myoglobin
2. Simulace molekularni dynamiky NEPOVINNE

Vénujte kazdé casti ptl az maximalné celou stranku A4.

Cviceni mi zaslete mailem do 11.12.



