MD - PNP

PRIMJER POTVRDE REZULTATA MD SIMULACIJA
EKSPERIMENTIMA

Heksamer vs. dimer - purinska nukleozidna

fosforilaza (PNP) iz bakterije E. coli



- sudjeluje u pomoénom metabolickom putu purina:

purin nukleozid + P, purinska baza + pentoza-1-fosfat

N

- humani PNP je trimer:




Zasto heksamer, a ne dimer?

(il kako razbiti heksamer u tri dimera )

- nema kooperativnosti, evolucijski je preferiran trimerni oblik, ...



APO-PNP: 1ECP
(C.MAO,W.J.COOK,M.ZHOU,G.W.KOSZALKA, T.A.KRENITSKY, S.E.EALICK.
STRUCTURE 5 1373 1997; RESOLUTION: 2.00 A)




AMM-PNP: 1K9S

(G.KOELLNER,A.BZOWSKA,B.WIELGUS-KUTROWSKA,M.LUIC,

T.STEINER,W.SAENGER,J.STEPINSKI J.MOL.BIOL. 315, 351. 2002;
RESOLUTION: 2.00 A)




PNP protein

- nema kooperativnosti izmedu
podjedinica u heksameru,
evolucijski je preferiran trimerni
oblik, ...



PNP protein




Zasto heksamer, a ne dimer?

(il kako razbiti heksamer u tri dimera )

CILJ: POKUSATI PRONACI MUTACIJE KOJE Bl HEKSAMER RAZBILE NA TRI
DIMERA (PO MOGUCNOSTI NA DIMERE KOJI SU KATALITICKI AKTIVNI).



PNP protein




PNP protein




METODE:

raGunalne metode temeljenje na polju sila:
-molekularna mehanika — anal modul Amber 8 paketa, serveri (PISA, PPI, ...)

- molekularna dinamika

- kristalne strukture — PDB kodovi: 1ECP, 1K9S
- polarni vodici dodani programom WHATIF

- amber ffO3 polje sila, parametrizacija supstrata
- periodi€ni uvjeti, eksplicitno prisutno otapalo

- oko 185 000 atoma




Pripremili i pokrenuli MD simulacije:

1. WT -APO HEKSAMER | DIMER

2. WT — HEKSAMER | DIMER SA “SUPSTRATIMA” (NUKLEOZID | FOSFAT)

- u meduvremenu, molekularnom mehanikom istrazivali interakcije izmedu dimera
u heksameru



PNP protein




VOW (N-B + 1-4) INTERACTION ENERGY MATRIX

1 2 4 5 [ 7 g
1 1.062 —1.201 -0.355 -0.089 -1.184 -0.3850 -0.130 0.772 124 010
2 —1.201 2.211 0.580 -1.380 -3.057 -0.523 -0.321 -0.153 053 008
3 -0.355 0.580 0.105 -1.256 -0.917 -0.132 0.032 -0.017 oo 0.000
4 -0.089 -1.380 -1.256 0.362 0.767 -0.444 -0.062 -0.014 000 0.000
5 -1.194 -3.057 -0.917 0.767 2.990 -0.949 -0.859 -0.221 057 - 015
[ -0.950 -0.523 -0.132 -0.444 -0.949 .183 -0.322 -0.313 024 0.000
7 -0.130 -0.321 -0.032 -0.082 -0.859 -0.322 .202 -0.297 2935 0al
g 0.77 —0.153 -0.017 -0.014 -0.221 —0. 213 -0.297 1.707 132 g0é
9 -0 -0.055 0.000 0.000 -0.057 -0.024 -0.295 -0.192 0.085 525
10 -0 -0.006 0.000 a -0.015 0.000 -0.061 -0.804 -0.525 -0.025
11 -0 -0.019 -0.117 —0. 131 -0.926 -0.514 -0.912 0.593
12 -0 -0 2 -1.232 -0.108 -0.895 -0.381 -0.368 —1.278
13 1] 1] -0.011 0.000 -0.008 -0.014 -0.047 -0.165
14 1] 1] 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.028 -0.029
15 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.009 -0.010
le 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.045 0.000 -0.007 0.000 -0.009
17 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
g 0.000 -0.006 0.000 -0.021 -0.058 0.000 0.000 0.000 0.000
15 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 -0.009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
28 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
31 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0. 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0 0. 0.000 0.000 0.000 0.000
36 1] 1] a. 0.000 0.000 0.000 0.000
7 1] 1] a. -0.037 -0.072 -0.061 oge
g 0 0 0. —0. 131 -0.047 -0.014 007
39 -0 -0.017 —(. -0.859 -0.758 —. 131 0a7
40 -0.038 -0.087 —(. -2.214 -0.728 -0.047 -0.008
41 -0.011 -0.018 —(. -1.90%9 -0.0a7 -0.010 0.000 0.000
2 -0.039 -0.162 -1.443 -1.182 -0.074 -0.011 0.000 0.000




ELECTROSTATIC (N-B + 1-4) INTERRCTION ENERGY MATRIX

2 3 4 5 L 7 g 9 10
1 394 -8.700 -0.274 0.699 -5.273 1.840 -10.847 -30.944 482 0.190
2 700 -1.6886 -0.027 2.230 -4.659 -0.040 0.258 0.778 00g& -0.017
3 274 -0.027 2.392 -6.191 0.241 0.009 .025 017 000 0.000
4 899 2.230 -6.191 5.640 —5.811 -0.107 .017 225 000 0.000
5 -5.273 -4.659 0.241 -5.811 5.080 -7.201 -121 0.686 010 -0.001
[ 1.640 -0.040 0.009 -0.107 -7.201 -27.527 -151 1.578 002 0.000
7 -10.847 0.258 0.025 -0.017 0.121 —5.151 8.785 -5.615 —0.251 0.123
g -30.944 0.778 0.017 -0.225 0.686 -0.578 -5.615 8.740 -8.672 —1.12%
] 0.452 -0.008 0.000 0.000 -0.010 0.002 -0.251 -8.672 T7.210 -4,382
10 0.1%90 -0.017 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.123 —1.123 -4.382 5.6a07
11 —-4.447 0.329 0.000 0.000 -0.024 -0.353 -5.047 -4.181 0.86a0 -g.442
12 0.105 -0.023 0.000 -0.030 0.075 0.037 0.177 -0.368 0.085 0.6837
13 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.004 0.000 -0.024 0.1685 -0.078 -0.04a7
14 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.029 0.073
15 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.015
1a 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000 0.0049 0.000 0.003 0.002
T 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
8 0.000 -0.00%9 0.000 -0.041 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 a.000 0.000 0.000 0.000
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 a.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 -0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
28 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 a.000 0.000 0.000 0
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 i
31 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 i
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
37 0.000 0.000 0.000 0.000 0.093 0.242 0.770 -2.858 -0.208 -0.131
38 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.179 -0.073 -0.11% 1.402 0.000 0.003
38 -0.443 0.062 0.000 -0.041 -0.127 -0.658 -0.282 0.362 0.018 -0.012
40 -0.246 0.155 0.043 -4.484 -1.784 -2.926 6 115 0.014 0.003
11 0.060 -0.023 0.031 0.005 0.151 -2.502 065 0.000 0.000
2 0.277 -0.130 -0.251 0.150 0.049 -4.952 .127 0.000 0.000
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INTERAKCIJE

1. ARG 135-ASP 139

2. ARG 117 -ASP 122

ARG 117 -ASP 124

3. ASP 163 -LYS 121



NAJJACE INTERAKCIJE :

1. ARG 135 - ASP 139

1
1

2
2

w w

5
5

BUNNEN

o O

135
139

135
139

135
139

139
135

139
135

139
135

-26.703
-34.414

-34.096
-31.687

-48.946
-47.393



PNP protein




2. ARG 117 - ASP 122
i
ARG 117 - ASP 124

1 S5 117 122  -40.982
1 5 117 124  -40.610

N
N

117 122  -42.464
2 4 117 124  -32.309

w
o

117 122  -19.656
117 124  -41.324

w
o



3.ASP 163 - LYS 121

1 5 163 121  -41.492
1 5 165 121  -34.095

N
N

163 121  -36.140
165 121  -37.605

N
N

w
o

163 121  -42.927
165 121  -11.323

w
o



PNP protein




INTERAKCIJE

1. ARG 135-ASP 139
2. ARG 117 -ASP 122 te ARG 117 -ASP 124

3. ASP 163 -LYS 121

MUTACIJE uALA:
1. ASP 139
2. ARG 117
3.LYS 121




kvaterna struktura

- 7 { -
3 ¥
g o =
) \ N
4 9’ i
‘ - A A\ / - y
/ |
y 5 “
y ) _ 4 ‘ —
- . b - i A
{ < y y

- HEMOGLOBIN — skolski primjer globularne kvaterne strukture



- viSe podjedinica (ako su identiCne - homomultimeri, ako ne - heteromultimeri)
- broj, simetrija i odnos podjedinica definira kvaternu strukturu
- Cesto postoji kooperativnost izmedu podjedinica

- broj podjedinica je viSekratnik od 2 ili 3

odredivanje kvaterne strukture:

broj podjedinica — elektroforeza i kemijske metode

aranzman podjedinica — kristalografija, elektronska mikroskopija, ...

- glavni doprinos povezivanju podjedinica u kvaterne strukture daje hidrofobni
efekt — (izvrstan “stericki fit”’) na dodiru podjedinica
medu kojima se stvara mnostvo van der Waalsovih interakcija izmedu

hidrofobnih amino kiselina



INTERAKCIJE

1. ARG 135-ASP 139
2. ARG 117 -ASP 122 te ARG 117 -ASP 124

3. ASP 163 -LYS 121




PNP protein




PNP protein




INTERAKCIJE

1. ARG 135-ASP 139
2. ARG 117 -ASP 122 te ARG 117 -ASP 124

3. ASP 163 -LYS 121

LA:

TACIJ

S1

MUTACIJE DOVODE DO
1. ASP 139 u ARG RASPADA
HEKSAMERA !

2. ARG 117 u GLU

3. LYS 121 uGLU (EKSPERIMENTALNO

POTVRBDENO)




- nasli smo mutacije koje uzrokuju raspad heksamera

- slijedeci korak: pokusati naci mutacije koje stabiliziraju dimerni oblik u otopini

- MD simulacije dimernog i heksamernog oblika divljeg tipa PNP proteina
posluzile su nam da pronademo regije koje najviSe pridonose nestabilnosti
dimera u otopini

- odabir slijedec¢ih mutacija temeljio se na pokusaju stabilizacije tih regija



PNP protein




MD SIMULACIJE:

1. WT -APO HEKSAMER | DIMER

2. WT — HEKSAMER | DIMER SA “SUPSTRATIMA” (NUKLEOZID | FOSFAT)



MD SIMULACIJE: APO WT - HEKSAMER | DIMER
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Apo WT- heksamer (crveno) i dimer (crno)



MD SIMULACIJE: APO WT — HEKSAMER | DIMER
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Apo WT- heksamer (crveno) i dimer (crno)



MD SIMULACIJE: APO WT DIMER




MD SIMULACIJE
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MD SIMULACIJA: APO WT DIMER




MUTATION

VDW +ELE

interactions®

/[ kcal

AG? /
kcal/mol

Interface
area /A’

List of
introduced
mutations

Wild type

-17177,07

-21,8

1609, 7

Mutation

-16466,95

-20,4

1391,5

R117E, K121E,
D139R, F120D

Mutation

-16823,56

-22,7

1306,4

R17E, K121E,
D139R, Y1735

Mutation

-16724,09

-22,9

13435

RLL7E, K121E,
D139R, Y173D

Mutation

-16422,37

-11,7

1250,4

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
11285, F131G

Mutation

-16423,97

1255,1

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
11284, F131G

Mutation

1414,2

\117E, K121E,
D139R

Goran

-16858,43

1409,4

C110A, K121A

N152A, K172A

Mutation

-16433,74

1290,7

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
1128A, F131S

Mutation

-16445,14

1297,7

R117E, K121E,
D139R, F120D,
F131G,

Mutation

-16395,28

1331,1

RLLZE, K121E,
D139R, F120D,
128D, F131G

Mutation

-16407,71

R117E, K121F,
D139R, M107D,

11284, F1315,

Mutation

-16461,61

RLL7E, K121E,
D139R, F120D,




MUTATION

VDW +ELE
interactions!
[/ kcal

AG? S
kcal/mol

Interface
area / A?

Mue®

W E

Gap
Index /
A

l"'mlml;lt5

List of
introduced
mutations

Mutation

-16553,98

-13,6

1120,2

10 (10)

1(25)

3,36

R117E, K121E,

D139R, M107S,

11284, F1315,
R135D

Mutation

-16607,11

-14,4

1116,5

9 (10)

1(23)

3,40

R117E, K121E,

D139R, M107T,

11284, F1315,
R135D

Mutation

-16654,40

-11,2

1259,9

11 (10)

0 (24)

3,08

R117E, K121E,
D139R, F120D,
1128A, F131R

Mutation

-16633,55

21,6

1421,3

12 (13)

1(27)

2,77

R117E, K121E,
D139R, 1128D

Mutation

-16797,36

-19,6

1144,8

9 (10)

0(22)

3,15

R117E, K121E,
D139R, 1128A,
F131G,Y173A

Mutation

-16805,21

-22,8

1309,7

6 (6)

0(22)

2,68

R117E, K121E,
D139R, 1128G

Mutation

18

-16810,36

-26,3

1417,4

R117E, K121E,
D139R, V169G

Mutation

19

-16881,81

-27,0

1412,9

R117E, K121E,
D139R, F1675

Mutation

17

-16843,21

-25,6

1399,6

R117E, K121E,
D139R, V1695

Mutation

-16904,17

-19,3

1372,5

12 (13)

0 (28)

2,52

R117E, K121E,
D139R, F131R

Mutation

-16979,63

21,9

1393,4

10 (10)

0 (24)

2,50

R117E, K121E,
D139R, 1128Q

Mutation

22

-17183,04

-18,9

1527,2

23

18

Y1735



MUTATION

VDW +ELE

interactions®

/[ kcal

Wild type

AG? /
kcal/mol

Interface
area /A’

List of
introduced
mutations

-17177,07

-21,8

1609, 7

Mutation 6

-16466,95

-20,4

1391,5

Mutation 16

-16823,56

7 7
—L£L, ]

1306,4

D139R, Y1735

Mutation

-16724,09

RIL7E, KL21E,

Mutation 1

-16422,37

R11/E, K121E,
D139R, F120D,
1288, F131G

Mutation

-16423,97

RII7E, K121,
D139R, F120D,
11284, F131G

Mutation

\117E, K121E,
D139R

Goran

-16858,43

C110A, K121A

N152A, K172A

Mutation

-16433,74

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
1128A, F131S

Mutation

-16445,14

R117E, K121E,
D139R, F120D,
F131G,

Mutation

-16395,28

RLLZE, K121E,
D139R, F120D,
128D, F131G

Mutation

-16407,71

R117E, K121F,
D139R, M107D,

11284, F1315,

Mutation

-16461,61

RLL7E, K121E,
D139R, F120D,




MD SIMULACIJE DIMERA-MUTANATA:

-mutant 23 (inicijalna mutacija)

- mutant 6
- mutant 13

- mutant 16

WT - APO DIMER | HEKSAMER
WT - AMM DIMER | HEKSAMER



In silico mutacije — MD simulacije
PNP — divlji tip

Mutant_6

Mutant_13

Mutant_16
Argll7Glu, Lys121Glu
Asp139Arg, Tyrl73Ser




MD SIMULACIJE

=
Lid

RMSD (nm)

=
(]

Mrn .ﬂl” ﬂiw* |

RMSD backbone:APO form of dimer, APO form of hexamer
Mutation_6 dimer

Mutation_13 dimer Mutation_16 dimer



MD SIMULACIJE 5 . . | . ! !

4.5 —

Distance (nm)
A

- L | L | | | L | L | L

0 1 OO0 2000 3000 4000 000 G000
Time (ps)

UDALJENOST HELIKSA: APO form of dimer (crno) APO form of hexamer
Mutation_6

dimer Mutation_13 dimer



AKTIVNO MJESTO _Mutant 13

- kako bi dobili aktivni dimer, nuzno je da aktivho mjesto saCuva svoju topologiju

- promjena izgleda aktivnog mjesta uoCena je kod vecine dimera (u vecoj ili
manjoj mjeri)
- prisutnost “supstrata” (nukeozid i fosfor) stabiliziraju aktivno mjesto u dimeru!




MUTATION

VDW +ELE

interactions®

/[ kcal

AG? /
kcal/mol

Interface
area /A’

List of
introduced
mutations

Wild type

-17177,07

-21,8

1609, 7

Mutation 6

-16466,95

-20,4

1391,5

R117E, K121E,
D139R, F120D

Mutation 16

-16823,56

-22,7

1306,4

RLL7E, K121E,
D139R, Y1735

Mutation 20

-16724,09

13435

RLL7E, K121E,
D139R, Y173D

Mutation 1

-16422,37

1250,4

R117E, K121E,
11285, F131G

Mutation

-16423,97

1255,1

RI7E, K121,
D139R, F120D,

Mutation

-16842,40

1414,2

RI17E, K121E,
D139R

Goran

-16858,43

1409,4

C110A, K121A

N152A, K172A

Mutation

-16433,74

1290,7

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
1128A, F131S

Mutation

-16445,14

1297,7

R117E, K121E,
D139R, F120D,
F131G,

Mutation

-16395,28

1331,1

RLLZE, K121E,
D139R, F120D,
128D, F131G

Mutation

-16407,71

R117E, K121F,
D139R, M107D,

11284, F1315,

Mutation

-16461,61

RLL7E, K121E,
D139R, F120D,




MUTATION

VDW +ELE

interactions’

/ kcal

Wild

Mutation 6

AG? /
kcal/mol

Interface
area /A’

List of
introduced
mutations

-17177,07

-21,8

1609,7

R117E, K121E,
D139R, F120D

Mutation 16

R117E, K121E,

D139R, Y1735

Group 2 é'1~2

DI39R, F120D, . Aehyri73

""""""""" o n B

1128A, F131S

R117E, K121E,
D139R, F120D,
F131G,

R117E, K121E,
D139R, F120D,
128D, F131G

RI17E, K121E,
D139R, M107D,

11284, F1315,

RI17E, K121E,
D139R, F120D,
11285, F1315




EKSPERIMENTI

Eksperimentalni rezultati: uvedene mutacije uzrokovale su raspad heksamernog

oblika. Nastali dimerni oblici nisu katalitiCki aktivni.

- potvrdeno eksperimentima ultracentrifuge

Sephacryl $-200 gel filtration of PNP mutants

Mutant_23 = Mutant O
—a— PNP WT
PNP mutant O

PNP mutant 6
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—<— PNP mutant 13




EKSPERIMENTI

Eksperimentalni rezultati: uvedene mutacije uzrokovale su raspad heksamernog

oblika. Nastali dimerni oblici nisu katalitiCki aktivni.

- potvrdeno eksperimentima CD spektroskopije

% of the whole structure

% WT Mutant0 Mutant6  Mutant 13

:Z = PNP WT R

: NP it 0 o-Helices 27.0 29.0 311 31.3

”‘3 PNP mutant 6

E ---- PNP mutant 13 B-S’[I‘ands 200 210 174 172
Turns 23.5 23.0 24.0 23.3

Loops 29.4 27.0 30.0 28.6

Wavelenght [nm)]




EKSPERIMENTI

-mjerenje enzimske aktivnosti UV/Vis spektrofotometrijom:
NITI JEDAN MUTANT NE POKAZUJE ZNACAJNIJU AKTIVNOST!

ILI

RACUNALNI REZULTATI OMOGUCAVAJU INTERPRETACIJU EKSPERIMENTALNIH
REZULTATA NA MOLEKULARNOJ RAZINI

B. Berto3a et al. FEBS J, 281 (2014) 1860-1871.



