BIOMAKROMOLEKULE - od in vitro do In silico
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U opisivanju protein-ligand interakcija IN VItro koristimo interdisciplinarni pristup koji uklju¢uje geneticke,
biokemijske i kristalografske metode. Radi Sto boljeg opisa, potrebno je proizvesti dovoljne koli¢ine (10-100
mg/ml) vrlo Cistog uzorka proteina (> 95 %).
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Slika 1. Shematski prikaz ekspresije i proCis¢enja purinske nukleozidne fosforilaze (PNPaze) iz bakterije Escherichia coli
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PNPaze prema prirodnim supstratima inozinu (Ino),
adenozinu (Ado) i gvanozinu (Guo) te sintetskom
Kinetika enzimske reakcije daje nam uvid u mehanizam supstratu 7-metil gvanozinu (m’Guo)?.
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Slika 4. Kinetika enzimske reakcije u ovisnosti o ortofosfatu (P;) za (a) divlji tip (WT) PNPaze i (b)
mutirani oblik Arg24Ala. Na dijagramu je prikazana prilagodba prema Michaelis-Mentenovom modelu (---)
I modelu alosteri¢ke interakcije koji uklju¢uje dva kataliticki nezavisna mjesta (—)*2.

Dobiveni rezultati znacajno pridonose razumijevanju specificnih interakcija proteina i nukleinskin kiselina s raznim
prirodnim | sintetskim supstratima i inhibitorima. Takva saznanja mogla bi dovesti do otkrica novih, specifiCnijih i
potentnijih liganada, te imati znacCajnu primjenu u medicini.

lako se rezultati dobiveni racunalnim simulacijama potvrduju kroz njihovo slaganje s eksperimentom, sasvim je
uobiCajeno da proces suradnje promijeni smjer te da “kompjuterasi” daju upute eksperimetalcima za slijedece
eksperimente, Cime njihova suradnja postaje dvosmjerna:

[ In Vitro <— In silico 1

Slika 1: Vezanje  sintetskog
supstrata Arg-Arg-2-naftilamida u
aktivno mjesto a) divljeg tipa
(narancasto) i b) N406Q mutanta

[ _ o Slika 2: Dva nacCina vezanja pirenskih
(ljubiCasto) humane  dipeptidil-

konjugata guanidiniokarbnil-pirola za

peptidaze lll. Atom cinka prikazan je  gygstruku uzvojnicu DNA (poli dA — Slika 3: Enzim (6-4) fotoliaza u
kao kuglica. Mutaclja asparagind  poli  dT).  Lijevo: interkaliranje  nekim organizmima odgovoran je
406 (obojen prema tipovima atoma | (smjestanje u prostor izmedu dvaju popravak oste¢enja molekula
prikazan kao “licorice”) u glutamin gy sjednih parova baza DNA-a). Desno:  pNA nastalih pod utjecajem UV
(0bojan  prema tipovima atoma | yezanje u mali utor DNA. Tijekom 12.5 zradenja Kristalna  struktura
prikazan kao “"ball and stick’)  ns molekulsko dinamickih ~ simulacija rijesena je 2009., a mehanizam
rezultirala je  70-terostrukim  gojazi do relaksacie liganada i dielovanja enzima.’joé uvijek nije u
smanjenjem k., vrijednosti enzima®.  godatne  stabilizacije ~ kompleksa ootpunosti razjasnjen. Uz brojne

intermolekularnim vodikovim vezama.’ eksperimente, kao komplementarni

pristup u rjeSavanju problema koristi
se | racunalno modeliranje, napose
molekulska dinamika i QM/MM
metodologija.

Biomakromolekulska kristalografija  jedna je od metoda
odredivanja 3D strukture biomolekula.

Kristalizacija . Prvi korak je priprema
monokristala bioloSke makromolekule.
Ovaj se korak smatra “uskim grlom”
biomakromolekulske kristalografije jer
je jos uviek nemoguce predvidjeti
uvjete kristalizacije. Slika 2. Kristal proteina
montiran za snimanje u
struji tekuceg dusika.

Slika 3. Difrakcijska slika
proteinskog kristala.

Kristali rasprsuju rendgensko
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_ — _ Difrakcija. Kada dobijemo kristal
Slika 1. Kristali proteina. zadovoljavajuc¢e kvalitete i veligine
(npr. 0.3 mm), izlozimo ga
rendgenskim zrakama odredene
valne duljine.

Slika 4. Rezultat eksperimenta su mape Slika 5. Konacni model strukture glicil:protein
elektronske gusto¢e koje sluze za izgradnju nosac ligaze Cije su koordinate pohranjene u
trodimenzijskog atomskog modela makromolekule. Protein Data Bank bazu podataka (3MF2)3.

(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do).

In silico je izraz koji se sve ¢esce pojavljuje u raznim granama znanosti i tehnologije, a upotrebljava se kada se
zeli naglasiti da je nesto napravljeno na racunalu ili putem racunalnih simulacija.

Racunalne simulacije u kemiji pridonose razumijevanju kemijskih i bioloskih procesa na molekularnoj i sub-
molekularnoj razini koristenjem postojecih i razvojem novih racunalninh metoda i softvera.

lako je do prije par desetaka godina ogranicavajuci faktor u raCunalnim simulacijama bio broj atoma, s povecanjem
brzine rada i kapaciteta memorije racunala, glavni ogranicavajuci faktor ostaje razina teorije s kojom se opisuje sustav.

Modeliranjem BIOMAKROMOLEKULA (kao Sto su to proteini ili nukleinske kiseline) metodama klasicne fizike (npr.
molekularna dinamika) omoguc¢eno nam je razumijevanje njihovih statiCkih (npr. konformacija u energijskom minimimu)
| dinamickih svojstva te njihovog ponasanje u vodenom mediju (ili nekom drugom otapalu). Za razumijevanje kemijskih
reakcija u obzir treba uzeti i elektronsku strukturu molekula koristenjem kvantne mehanike.
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Slika 2: Analiza promjene konformacije
kompleksa konjugata bisfenantridina S
komplementarnim nukleotidom UMP  (uridin
monofosfat) tijekom 8.5 ns MD simulacija.*

Slika 1: Humana dipeptidil-peptidaza Il
(zuto) otopljena u “kutiji” oblika krnjeg
oktaedra ispunjenoj molekulama vode>.
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