BIOMAKROMOLEKULE - od in vitro do in silico
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MOLEKULSKA
ARHITEKTURA

Biomakromolekulska kristalografija  jedna je
odre ivanja 3D strukture biomolekula.

U opisivanju protein-ligand interakcija IN VItrO koristimo interdisciplinarni pristup koji uklju uje geneti ke,
biokemijske i kristalografske metode. Radi Sto boljeg opisa, potrebno je proizvesti dovoljne koli ine (10-100
mg/ml) vrlo istog uzorka proteina (> 95 %).
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Kristalizacija . Prvi korak je priprema
monokristala bioloSke makromolekule.
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Slika 2. Kristal proteina
montiran za snimanje u
struji teku eg dusika.

plazmidni bakterija Escherichia coli
genom deoD (kodira za

PNPazu)
Slika 1. Shematski prikaz ekspresije i pro iS enja purinske nukleozidne fosforilaze (PNPaze) iz bakterije Escherichia coli

pro iS avanje proteina
kromatografskim metodama

Mutacijama

e Slika 3. Difrakcijska slika
aminokiselinskog

proteinskog kristala.
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Difrakcija. Kada dobijemo kristal
zadovoljavaju e kvalitete i veli ine
(npr. 0.3 mm), izloimo ga
rendgenskim zrakama odre ene
valne duljine.
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kataliti kom procesu
enzima.

Slika 1. Kristali proteina.
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Slika 2. SDS-PAGE
pro iS enog uzorka

PNPaze iz E. coli Slika 3. Specifi ne aktivnosti mutiranih oblika

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. Rezultat eksperimenta su mape
elektronske gusto e koje slue za izgradnju
trodimenzijskog atomskog modela makromolekule.

Slika 5. Kona ni model strukture glicil:protein
nosa ligaze Ije su koordinate pohranjene u
Protein Data Bank bazu podataka (3MF2)3.
(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do).

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 kataliti ki nezavisna mjesta (—)%2.

Dobiveni rezultati zna ajno pridonose razumijevanju specifi nih interakcija proteina i nukleinskih kiselina s raznim
prirodnim | sintetskim supstratima i inhibitorima. Takva saznanja mogla bi dovesti do otkri a novih, specifi nijih i

mi SUps _ DIt va . In silico je izraz koji se sve e$ e pojavljuje u raznim granama znanosti i tehnologije, a upotrebljava se kada se
potentnijih liganada, te imati zna ajnu primjenu u medicini.

eli naglasiti da je nesto napravljeno nara unalu ili putem ra unalnih simulacija.

lako se rezultati dobiveni ra unalnim simulacijama potvr uju kroz njihovo slaganje s eksperimentom, sasvim je
uobi ajeno da proces suradnje promijeni smjer te da “kompjuterasi” daju upute eksperimetalcima za slijede e
eksperimente, ime njihova suradnja postaje dvosmjerna:

Ra unalne simulacije u kemiji pridonose razumijevanju kemijskih i bioloskih procesa na molekularnoj i sub-
molekularnoj razini koristenjem postoje ih i razvojem novih ra unalnih metoda i softvera.

lako je do prije par desetaka godina ograni avaju i faktor u ra unalnim simulacijama bio broj atoma, s pove anjem
} brzine rada i kapaciteta memorije ra unala, glavni ograni avaju i faktor ostaje razina teorije s kojom se opisuje sustav.

[ In vitro <—=In silico

Modeliranjem BIOMAKROMOLEKULA (kao Sto su to proteini ili nukleinske kiseline) metodama klasi ne fizike (npr.
molekularna dinamika) omogu eno nam je razumijevanje njihovih stati kih (npr. konformacija u energijskom minimimu)
| dinami kih 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 1: Vezanje  sintetskog
supstrata Arg-Arg-2-naftilamida u
aktivno mjesto a) divljeg tipa

(naran asto) i b) N406Q mutanta
(ljubi asto) humane  dipeptidil-
peptidaze Ill. Atom cinka prikazan je
kao kuglica. Mutacija asparagina
406 (obojen prema tipovima atoma |
prikazan kao “licorice”) u glutamin

Slika 2: Dva na ina vezanja pirenskih
konjugata guanidiniokarbnil-pirola za
dvostruku uzvojnicu DNA (poli dA —
poli dT). Lijevo: interkaliranje
(smjestanje u prostor izme u dvaju

Slika 3: Enzim (6-4) fotoliaza u
nekim organizmima odgovoran je
za popravak oste enja molekula

susjednih parova baza DNA-a). Desno: : incai . : : .

(obojan prema tipovima atoma i vezjan'eurr)rmli utor DNA Ti'el)<om 125 DNA nastalih pod utecajem UV Slika 2: Analiza promjene konformacije

ik k “ball d stick” : o L IER . zra enja.  Kristalna  struktura . . kompleksa  konjugata  bisfenantridina s
prikazan Kao all and stick”) ns molekulsko dinami kih simulacija Slika 1: Humana dipeptidil-peptidaza IlI

rijesena je 2009., a mehanizam
djelovanja enzima joS uvijek nije u
potpunosti razjasnjen. Uz brojne
eksperimente, kao komplementarni
pristup u rjeSavanju problema koristi
se | ra unalno modeliranje, napose
molekulska dinamika i QM/MM
metodologija.

komplementarnim nukleotidom UMP  (uridin
monofosfat) tijekom 8.5 ns MD simulacija.*

rezultirala je

. 70-terostrukim  gojazi do relaksacije liganada i
smanjenjem k

vrijednosti enzima®. dodatne  stabilizacije =~ kompleksa
intermolekularnim vodikovim vezama.’

(uto) otopliena u “kutiji” oblika krnjeg

cat oktaedra ispunjenoj molekulama vode>.

Zahvaljujemo nasSim mentorima i suradnicima $to su nam pru ili sv oje znanje, vrijeme i strpljenje da u okviru njihovih projekata steknemo saznanja iznesena na ovom posteru. Abecednim redom:
dr. sc. Marija Abrami  (Zavod za organsku kemiju u biokemiju, Laboratorij za celularnu biokemiju, IRB), dr. sc. Agnieszka Bzowska (Institut za eksperimentalnu fiziku, Sveu iliste u Varsavi), dr.
sc. Marija Lui  (Zavod za fizi ku kemiju, Laboratorij za kemijsku i biolosku kristalografiju, IRB), dr. sc. David M. Smith (Zavod za organsku kemiju 1 biokemiju, Grupa za kvantnu organsku kemiju,
IRB), dr. sc. Sanja Tomi  (Zavod za fizi ku kemiju, Laboratorij za kemijsku i biolosku kristalografiju, IRB), dr. sc. Vladislav Tomisi  (Zavod za fizikalnu kemiju, Prirodoslovno-matemati ki fakultet,
Sveu iliste u Zagrebu).

REFERENCE:

1. MikleuSevi , G., Stefani , Z., Narczyk, M., Wielgus-Kutrowska, B., Bzowska, A., Lui , M. Validation of the catalytic mechanism of  Escherichia coli purine nucleoside phosphorylase by structural and ki
2. Modrak-Wojcik, A., Kirilenko, A., Shugar, D., Kierdaszuk, B. Role of ionisation of the phosphate cosubstrateon pho sphorolysis by purine nucleoside phosphorylase (PNP)
3. Mocibob, M., lvic, N., Bilokapic, S., Maier, T., Luic, M., Ban, N., Weygand-Durasevic, |.. Homologs of aminoacyl-tRNA synthetases acylate carrier
States of America. 107 (2010), 33; 14585-14590.

4. Tumir, Lidija-Marija; Grabar, Marina; Tomi , Sanja; Piantanida, Ivo, The interactions of bis-phenanthridinium — nucleobase conjugates with nucleotides: adenine conjugate reco
5. Tomi , Antonija; Abrami , Marija; Spoljari , Jasminka; Agi , Dejan; Smith, David M.; Tomi , Sanja, Human Dipeptidyl peptidase IlI: Insight into Ligand B iInding from a Combined Experimental and Computation
6. Spoljari , Jasminka; Tomi , Antonija; Vukeli , Bojana; Salopek-Sondi, Bojana; Agi , Dejan; Tomi , Sanja; Abrami , Marija, Human dipeptidyl peptidase IlI: site-directed mutagene
publication

/. Groger, Kathrin; Bareti , Domagoj; Piantanida, Ivo; Marjanovi , Marko; Kralj, Marijeta; Grabar, Marina; Tomi , Sanja; Schmuck, Carsten, Guanidiniocarbonyl-pyrrole-aryl conjugates as nuclei
sites into the linker Organic & biomolecular chemistry. 9 (2011) ; 198-209

netic studies Biochimie (2011) accepted for publication
of bacterial ( E. coli) and mammalian (human) origin  Eur. Biophys. J. (2008) 37; 153-164.
proteins and provide a link between ribosomal and n onribosomal peptide synthesis  Proceedings of the National Academy of Sciences of the United

gnizes UMP in aqueous medium Tetrahedron. 66 (2010) , 13; 2501-2513

al Approach Journal of molecular recognition (2010)
sis proves the importance of Asn406 for ligand binding and h ydrolysis Croatica Chemica Acta, subbmitted for

c acid sensors: switch of binding mode and spectros copic responses by introducing additional binding




