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Davida Bednare a s pouzitim odborné literatury a dalSich informac¢nich zdrojd, které
jsou vSechny citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace.
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Rad bych podékoval Mgr. Davidovi Bednatovi za provedeni mé celou praci a obétovani
mnoha hodin Casu at’ uz pri navrhovani vypocti nebo pri opravé tohoto textu. Také
dékuji Mgr. Janu Brezovskému, Ph.D. a prof. Mgr. Jitimu Damborskému, Dr. za jejich
pomoc pti realizaci této prace. V posledni fadé chci podékovat Barboie Cechové, ktera
tento rok zdrZela dokonéeni mé prace pouze o mésic, protoze méla starosti s vlastni SOC.



Anotace

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu halogenalkani na
primarni alkoholy. V minulosti byla zjisténa jejich aktivita vii¢i bojovému plynu yperitu.
Rychlost reakce byla ovSem pomérné nizka, kvili specifité téchto enzymi k jinym
substratim. Tato prace se zabyva navrhem mutaci halogenalkandehalogenas, které by
mély vyustit vjejich SirSi uplatnéni pfi degradaci yperitu. Kurceni vhodnych uprav
struktury bylo vyuZito metod molekulového modelovani a pocitatového designu
proteint.

KI'i ova sl ova

yperit; dehalogenasy; proteinové inZenyrstvi; Rosetta

Abstract

Haloalkane dehalogenases are enzymes catalyzing hydrolysis of haloalkanes to primary
alcohols. Previous research discovered their activity towards yperite, a potent chemical
weapon. However, a rate of this catalyzed reaction was fairly low because of
dehalogenase’s specificity to other substrates. This study concerns with determining
mutations of dehalogenases which would result in their possible use in degradation of
yperite. Methods of molecular modeling and computer protein design were employed to
achieve this goal, mainly the software package Rosetta.
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Uvod

Po vyuziti v bitvach 1. i 2. svétové valky a nékolika nasledujicich stretnuti byl yperit
spolu s dal$imi chemickymi zbranémi zahrnut v Umluvé o chemickych zbranich roku
1993. Ta zakazuje jeho pouziti, vyrobu, hromadéni nebo prechovavani. Po ratifikaci této
umluvy se zacaly staty yperitu systematicky zbavovat predevSim metodami spalovani
nebo neutralizaci. Pfi téchto zpilisobech degradace ale vznikd mnoZstvi nebezpecnych
meziproduktli a potencidlné ekologicky zavadnych zplodin. Pouziti téchto metod je také
omezené napriklad pri dekontaminaci vnitinich prostor.

Jako alternativa k témto zavedenym metoddm se nové zkoumd moZnost degradace
yperitu pomoci enzymatické katalyzy. Oproti spalovani nebo neutralizaci jsou enzymy
ekologicky Setrné a navic pracuji pti béZnych teplotach a pH.

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu halogenovanych alkanti
na primarni alkohol a halogenvodik. V minulosti jiZ byla prokazana aktivita nékterych
dehalogendz vici yperitu, rychlost reakce byla ovSem pomala, patrné zdvodu
uzptisobeni téchto enzym k jinym substratiim.

Cilem této prace je navrhnout Upravy sekvence (mutace) dehalogenas, které by zlepSily
jejich schopnosti v oblasti odbouravani yperitu a umoznily jejich rozsahlejsi industrialni
vyuziti. Pro identifikaci spravnych mutaci je vyuZito modernich metod pocitacového
designu protein.



Teoreticka c¢ast

1.1 Yperit

1.1.1 Historie

VVrv

plyn, poprvé syntetizovany a popsany uz v poloviné 19. stoleti.! Svou nechvalnou povést
si ovSem vydobyl aZ vroce 1917, po bitvé u belgického mésta Ypry, od kterého také
zdédil svoje jméno. Zde byl pouzit Némci proti britskym a kanadskym jednotkdm ve
formé délostreleckych strel. Po uvolnéni dopadal yperit na zem, kde vytvarel olejovity
pokryv nahnédlé barvy. Vsaknuty v zemi mohl tento jed ziistat aktivni ve vhodnych
meteorologickych podminkach az po dobu nékolika mésicti. Tento fakt se zdal byt, kviili
charakteru zakopové valky, velmi vyhodny, protoZe mohl naprosto narusit nepratelské
pozice. Na druhou stranu ov§em také znemozioval postup vitézici strany.2

112 UCinky

24 hodin po styku s yperitem se za¢nou projevovat piiznaky jako svédéni a podrazdéni
kiize. Nasledné se objevuji velké, Zluté puchyie, znamky chemickych popélenin. Castym
projevem je také kratkodoba slepota, zplisobena napuchnutim ocnich vicek (Obr. 1). Pri
vyss$ich davkach inhalovaného yperitu dochazi k otoklim plic a poskozeni sliznice.

Obr. 1: Kanadsky vojak zasazeny yperitems3

[ kdyz vystaveni yperitu vétSinou neni smrtelné, zpiisobuje postizenému velké bolesti a
vyZaduje dlouho dobu rekonvalescence.* V posledni dobé bylo navic zjisténo, Ze yperit je
silnym karcinogenem, zptsobujicim predevsim rakovinu plic.5



1.13 Vyroba a wuzivani

PGvodni metoda syntézy, navrzena César-Mansuétem Despretzem, spociva v reakci
chloridu sirnatého s dvéma ekvivalenty ethenu®:

SClz + 2 C2H4 = (Cl-CH2CH2)2S

V roce 1886 vyvinul Viktor Meyer zptlisob vyroby, ktery vykazoval slusné vytézky a byl
nakonec pouZit béhem valky k produkci mnoha tun yperitu. Zaklada se na chloraci
thiodiglykolu za pouZiti chloridu fosforitého”:

3 (HO-CH2CH2),S + 2 PCls > 3 (Cl-CH2CHz2),S + 2 P(OH)3

Yperit se bézné pouziva ve formé riznych smési, casto napt. slewisitem (2-
chlorethenyldichlorarsen), chemickou zbrani zpisobujici puchyfe a poleptani, ktera
navic snizuje bod tuhnuti celé smési.8

Obvyklé je také pouziti v kombinaci s dalSimi hoi¢i¢nymi plyny, hlavné s 1,2-bis-(2-
chloroethylthio)-ethanem a bis-(2-chloroethylthioethyl)-etherem (Obr. 2).°

CI\/\S /\/O\/\S/\/CI

Cl\/\s/\/s\/\m

Obr. 2: Bis-(2-chloroethylthioethyl)-ether a 1,2-bis-(2-chloroethylthio)-ethan, bézné
primési bojovych plyni s yperitem

1.1.4 Degradace

A7z do 70. let minulého stoleti se staty zbavovaly yperitu predevSim prostym
vyhazovanim do more nebo pripadné odpalenim stiel s yperitem pod hladinou oceanu.
V takovychto podminkach ovSem miiZze yperit reagovat s pridavnymi zhustujicimi
latkami ve strele a vytvaret hrudky. Nedojde tedy k jeho degradaci hydrolyzou, a pri
vyloveni rybari nebo zavleceni na plaz tedy predstavuje zdravotni riziko.10

0d 90. let dochazi na zakladé Umluvy o chemickych zbranich k postupné systematické
likvidaci zasob yperitu predevSim metodou spalovani. VmenSim méritku je pak
vyuzivana také metoda neutraliza¢ni, pfi niZ se zkapalnény bojovy plyn nechava
reagovat s hydroxidem sodnym v horké vodé. Obé tyto metody maji ovSem nevyhody,
jimiz je produkce nebezpecnych meziprodukti pripadné odpadu nebezpecného pro
Zivotni prostredi.l!



1.2 Halogenalkandehalogen asy

1.21 Pivod a funkce

Halogenalkandehalogenasy (EC:3.8.1.5) je skupina enzymi katalyzujicich hydrolyzu
chlor-, brom- nebo jédalkanu na prislusny primarni alkohol a halogenovodik. Enzymy se
vyskytuji predevsim v bakteriich schopnych vyuZivat halogenalkany jako zdroj energie a
uhliku!?, ale také u nékterych lidskych patogennich druhii (napt. rod Mycobacterium
nebo i eukaryotickych organismi (Strongylocentrotus purpuratu3.l3 Presna funkce
dehalogenas v téchto organismech vsak jeSté neni objasnéna.l4

1.2.2 Struktura a mechanismus

Halogenalkandehalogenasy patfi do strukturni kategorie alfa/beta-hydrolas (Obr. 3).
Skladaji se ze dvou domén: charakteristické alfa/beta hydrolasové domény, zodpovédné
za katalytickou schopnost enzymu, a ¢epickové domény, urCujici substratovou specifitu.
Aktivni misto se nachazi na pomezi téchto dvou domén. Dehalogenasami katalyzovana
reakce probihd pres kovalentni alkylenzymovy meziprodukt.l> V soucasné dobé je
znamych priblizné 30 struktur riznych halogenalkandehalogenas.

Obr. 3: Halogenalkandehalogenasa, Sedé je znazornéna alfa/beta hydrolasova doména,
oranzoveé Cepickova doména a Cervené katalyticka pentada

V aktivnim misté téchto dehalogenas hraje zasadni roli celkem pét aminokyselinovych
zbytki, oznacovanych jako katalyticka pentada. Tii znich predstavuji skupinu, ktera
vytvari a nasledné prerusuje kovalentni vazbu mezi kyslikem katalytického aspartatu a
uhlikem nesoucim odbouravany halogen. Zbylé dva zbytky stabilizuji odstupujici
halogenovy aniont svymi vodikovymi mustky.


http://enzyme.expasy.org/EC/3.8.1.5

Po vniknuti halogenalkanu do kavity aktivniho mista dochazi k dtoku nukleofilniho
kysliku aspartatu na uhlik, na kterém je navazan halogen a mechanismem nukleofilni
substituce Sn2 se halogen vytésnuje. Tento odstupujici halogen je stabilizovan dvéma
tzv. halid-stabilizujicimi zbytky - jedna se o aminokyseliny s bo¢nimi retézci, které jsou
schopné tvorit vodikovou vazbu (nejcastéji tryptofan, asparagin nebo glutamin) a tim
zaporné nabity iont uvniti enzymu stabilizovat. V druhém kroku reakce je molekula
vody aktivovana histidinovym zbytkem a nasledné hydrolyzuje vznikly alkylenzymovy
meziprodukt. Kladny ndboj vznikajici na histidinu je stabilizovdn pomoci dalsSiho
aspartatu nebo glutamatu (Obr. 4).16
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Obr. 4: Mechanismus katalyzy halogenalkandehalogenas (zbytky a jejich poradi
v sekvenci odpovida enzymm DhlA, DhaA a LinB, v tomto potadi).15

a) vznik kovalentniho meziproduktu Sy2 substituci
b) proces hydrolyzy meziproduktu
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1.3Design enzymi

Enzymy, jakoZto biologické katalyzatory, maji oproti béZnym chemickym katalyzatorim
nékolik vyhod: pracuji svysokou efektivitou pri béZnych teplotach a tlacich, jsou
ekologicky Setrné a vétSinou uzce substratové specifické. Tato jejich substratova
specifita mlze ovSem predstavovat problém, chceme-li potenciadl enzymu vyuZzit ke
katalyze reakce, kterd v prirodé neprobiha viibec nebo pouze velmi pomalu.

S rozvojem silné vypocetni techniky v tomto stoleti se ndm oteviraji nové moznosti, jak
racionalné navrhovat upravené sekvence bilkovin anebo dokonce vytvaret funkeni
struktury de novoV posledni dobé byl napt. pomoci pocitacového designu syntetizovan
enzym Kkatalyzujici Kempovu eliminaci, coZ je reakce, ktera v prirodé nebyla nikdy
zaznamenana.l’

Pri pocitacovém designu enzymii se béZné pouziva mnoha riiznych nastroji a metod
k dosazeni kyzeného cile - vysledné funkcni sekvence proteinu:

1.3.1 Docking

Molekulovy docking je metoda slouZici k odhadnuti preferované orientace jedné
molekuly k molekule druhé za vytvoreni stabilniho nekovalentniho komplexu. Ze
znalosti této orientace se da dale vychazet pri predikci sily vazeb a vypoctu disocia¢ni
konstanty. V praxi se dockingu vyuZiva hlavné pro zkoumani interakci mezi proteinem a
urcitou malou molekulou, ktera by mohla slouZit napft. jako substrat ¢i inhibitor daného
enzymu (Obr.5).18

Obr. 5: Priklad vysledné struktury z molekulového dokovani. Povrch proteinu a kavita
aktivniho mista jsou zbarveny podle hydrofobicity. Molekula inhibitoru je zobrazena
pomoci tycek a kouli.
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Pro dosaZeni cile idedlné simulované vazby mezi ligandem a proteinem se pii dokovani
pouziva nékolik riiznych pristupi, kazdy se svymi vyhodami a nevyhodami.

Systematické metody se vyznacuji vysokou rychlosti, vyuZivaji totiZ jiZz predem
zvolenych konformeri molekuly, které jsou pak jenom rigidné vkladany do aktivniho
mista enzymu. V praxi se pouZivaji zejména pri vybéru mensi skupiny molekul z velkych
knihoven potencialnich kandidati.1?

Metoda priristkové konstrukce spociva v rozstépeni testované latky na nékolik mensich
dild, které jsou potom sestaveny ve vazebném misté zpét do formy pivodni molekuly.
Jeden z dilii vétSinou slouZi jako ,kotva“, na kterou se pripojuji dily zbyvajici.20

Dnes asi nejbéznéjsim pristupem k dockingu jsou tzv. stochastické metody, umoziujici
optimalizaci konformerl piimo ve vazebném misté. K hledani idealnich konformaci se
Casto pouziva tzv. geneticky algoritmus: jednotlivé torzni Uhly, rota¢ni stavy molekul
apod. predstavuji geny. Konformacni stavy s danymi geny (vlastnostmi) potom podléhaji
evoluci - kiizi se a mutuji - a tak vznikaji dalsi generace konformera. Do nasledujiciho

vV

132 Kvantova a molekulovada mechani ka

Vtomto piistupu k molekulovému modelovani je vyuZivano vyhod kvantové a
molekulové mechaniky (QM/MM) tak, aby byl vysledek co nejpresnéjsi, ale pritom
rychle zpracovatelny. Zkoumanou molekulu musime nejdiive rozdélit na dvé casti:
jednu, jejiZ energie a geometrie bude pocitana za pomoci Schrédingerovy rovnice (napft.
molekula substratu a aminokyseliny aktivniho mista a jeho okoli v enzymu) a druhou
(zbytek enzymu), kde se pri vypoctu vyuZije molekulové mechaniky, tedy klasické
Newtonovské fyziky.

Kombinace téchto dvou pristupti se vyuziva hlavné pti zkoumani enzymatickych reakci,
kdy potfebujeme velmi presné udaje o misté, kde se reakce odehravd, zaroven vsak
nechceme zanedbat zbytek enzymu, jenz by byl ovSem pro kvantovou mechaniku prilis
vypocetné narocny.22

1.3.3 RosettaDesign

Rosetta je softwarovy balik, sestavajici z nékolika riznych modulti, vyvinuty v laboratofii
vedené Davidem Bakerem na Washingtonské univerzité.23 Hlavni uplatnéni Rosetty
spociva v oblasti makromolekulového modelovani. Po jejim uspésném pouziti pii de
novo navrzich nékolika enzymi katalyzujicich v piirodé neprobihajici reakce (Diels-
Alderova reakce?4, retro-aldolova reakce?> a jiz zminéna Kempova eliminacel?) se tento
nastroj stal jednim z nejrespektovanéjSich ve svém oboru.

Pro svou praci vyuzivd Rosetta predpokladu, Ze enzymy urychluji reakce skrze
interakce, které stabilizuji jeji tranzitni stav.26 Nejprve je vyuZito minimalistickych

12



popisti aktivniho mista, sestdvajicich zmodelti tranzitniho stavu obklopenych
samostatnymi zbytky a funk¢énimi skupinami, které jsou optimalné usporadany pro
podminky katalyzy. Takovéto idealistické usporadani, stabilizujici tranzitni stav, se
nazyva teozym (theozyme).

Po této procedure se Rosetta snaZzi najit konformaci a sekvenci bilkoviny, ktera by
odpovidala teozymu. Kone¢nym vysledkem je upravena primarni sekvence enzymu,
ktera by méla vice stabilizovat tranzitni stav a mit tedy vétsi aktivitu.2”

13



2 Metodika

21 PFiprava struktur

Struktura yperitu byla pfipravena v molekulovém editoru Avogadro.28 Jeji energie byla
optimalizovana R.E.D. Serverem, ktery provadi kvantové mechanické vypocCty s vyuzitim
programu Gaussian09.2°

Struktury proteinli byly stazeny z RCSB proteinové databaze (nebo pripadné jesté
nebyly publikovany) (Tabulka 1), zbaveny vod a heteroatomii v programu PyMOL3? a
naprotonovany pri pH 8,5 za vyuZiti serveru H++.31

Tabulka 1: Nazvy pouzitych dehalogenas a jejich PDB kédy.

Enzym PDB-ID |

DmmA 3UILT

DmxA nepublikovano
DhaA 1CQW

DhIA 2HAD

DbjA 3A2M

DbeA  4K2A

DpcA  nepublikovano
LinB 1MJ5

2.2 Docking

Struktury enzymu a yperitu byly pripraveny pro dokovani v programu MGLtools 1.5.2.32
Predvypocty elektrostatické potencidlni energie, van der Waalsovych sil, vodikovych
vazeb a desolvatacni volné energie byly provedeny za vyuziti programu AutoGrid 4.0.33
Parametry mrizky byly zvoleny tak, aby pokryvala aktivni misto a kavitu s velikosti 80 x
80 x 80 gridovych bodl a mezerami 0.25 A. Yperit byl nadockovan do enzymil
v programu AutoDock 4.0.33

Byl vyuzZit lamarkisticky geneticky algoritmus s 250 béhy, pracujici s nasledujicimi
parametry: pocatecni velikost populace 300, maximalni pocet krokt pti vyhodnocovani
energie 3*106 a pocet generaci 30000, hodnota elitismu 1, mira mutaci 0,02, mira kriZeni
0,8. Vyhledavani bylo provedeno za pomoci Solis & Wetsova algoritmu s maximem 300
iteraci.3* Vysledné struktury z kazdého dockovani byly klastrovany s maximalni stredni
kvadratickou odchylkou 2 A pro konforma¢ni klastrovou analyzu. U nejlepsich struktur
byly zméreny uhly a vzdalenosti v reak¢nim misté.

14



Do kvantové a molekulové mechaniky postupovaly pouze konformery s vlastnostmi
odpovidajicimi hodnotdm NAC (Near Attack Conformation)3>:

§ vzdalenost -COO- e e oC-Cl <3,3A
q Ghel -COO- » » «C-Cl = 140-180°
 vzdalenost -He ¢ CI-C (halid-stabilizujici zbytky) < 4,5 A

23Kvantova a mechaaikaul ov a

Parametry silového pole pro dokované konformace ligandli byly pripraveny moduly
antechamber a prchmk programu AmberTools 14.36 Modul antechamber byl rovnéz
pouZit pro prifazeni AM1-BCC nabojl jednotlivym atomiim ligandu. Topologie enzym-
ligandovych komplext byly pripraveny s pomoci modulu Tleap AMBER14 za vyuziti
silového pole ff14SB pro proteiny3” a obecného silového pole GAFF pro ligandy.38

Komplexy byly minimalizovany ve vakuu s parametrem igb=6. Pét kol minimalizace
sestavajicich z 500 krokti metody nejvétsiho spadu bylo nasledovano 500 kroky metody
konjugovaného gradientu s penalizaci 500 kcal.mol.’A-2 aplikovanou na v$echny té7ké
atomy a nasledné pak s klesajicimi penalizacemi (500, 125, , 25 a 1 kcal.mol.14-2)
aplikovanymi na proteinovou kostru (CA, C a N atomy).

Adiabatické mapovani reakéni koordinaty bylo provedeno modulem Sander programu
AMBER14. Kvantova ¢ast vypoctu obsahovala postranni retézce halid-stabilizujicich
zbytk(, katalytického aspartatu a celou molekulu ligandu, zbytek komplexu byl pocitan
molekulovou mechanikou. Pro kvantovou c¢ast byl pouzit semiempiricky hamiltonian
PM639, pro molekulové mechanickou silové pole ff14SB. Prechod kvantové a molekulové
Casti byl osetien explicitnim spojenim atomi. Hranice pro interakce mezi naboji byla
nastavena na 999 A. Pro kostru proteinu byla pouZita penalizace 1 kcal.mol.1A2 .
Reak¢ni koordinata byla definovana jako vzdalenost mezi OD1 atomem nukleofilu a C2
atomem ligandu. Postup po koordinaté byl realizovan s krokem 0,05 A, kde kaZzdy krok
byl tvoren 1000 minimalizacnimi kroky Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno kvazi-
Newtonovského algoritmu.

2.4 Rosetta design

Soubor .cst vygenerovany na zdkladé tranzitniho stavu z kvantové a molekulové
mechaniky byl rozdélen do 3 c¢asti - 1 popisujici geometrii interakci aspartatu
s yperitem a 2 popisujici geometrii halid-stabilizujicich zbytkt (Ptiloha 1). Nasledné byla
vytvoirena knihovna rotamerii pro substrat pomoci nastroje generate_ligens. Pouzita
struktura proteinu byla vyciSténa od vSech heteroatomii a vodikd, poradova d¢isla
aminokyselin byla prepsana tak, aby zacinala od ¢isla 1.
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Zbytky ve vzdalenosti do 6 A od substratu, kromé katalytické pentady, byly nastaveny
jako mutovatelné za vSechny aminokyseliny. Zbytky do 8 A byly nastaveny jako
repackovatelné, byla tedy umoZnéna optimalizace jejich rotamert.

EnzRepackMinimize mover, ktery je soucasti RosettaScripts#?, byl pouZzit pro design
mutovatelnych zbytk. Nativni rotamery byly zahrnuty do vypocltu pomoci
IncludeCurrent a rotamery aromatickych zbytka byly omezeny pomoci LimitAromaChi2.
Naslednd minimalizace bocnich fetézcii i proteinové kostry byla provedena stejnym
moverem. Nativni zbytky byly favorizovany bonusem 1.5 REU. Mutovatelné a
repackovatelné zbytky byly nastaveny pomoci resfile souboru.

2.5 Predikce stab ility

Pro predpovézeni stability vyslednych nadesignovanych struktur byl vyuzit modul ddg
monomer baliku Rosetta s nastavenim podle Kellogg a kolektiv.#1 Vychozi struktury byly
nejprve minimalizovany pomoci funkce minimize_with_cst s nasledujicim nastavenim:
optimalizace jak kostry proteinu tak postrannich retézcli (sc_min_only false), vzdalenost
pro atomovy parovy potencial 9 A (fa_max_dis 9.0), pro funkci energie byly pouZity
standardni vahy, stejné jako pro constraint (constraint_ weight 1.0). Vysledek
optimalizace byl pomoci skriptu convert_to_cst_file.sh preveden na .cst soubor.

Vlastni vypocet stability byl nastaven podle protokolu 16 umoziujici flexibilitu patere
s nasledujicim nastavenim.*! Pro repacking postrannich retézcli byla pouzita funkce
soft_rep_design weights. Cely protein byl optimalizovan bez restrikce vzdalenosti
(local_opt_only false). JizZ vytvoreny .cst soubor byl pouZit jako omezeni béhem
minimalizace kostry proteinu (min_cst true). Ndasledovaly tii kola optimalizace se
zvétSujici se vahou odpudivych sil (ramp_repulsive true). Minimalni energie z 50
opakovani byla pouzita pro predikci efektu na stabilitu.
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3Vysl edky

3.1 Docking

K ziskdni struktury komplexu enzym-substrat v aktivnim byl proveden molekulovy
docking. K tomuto ucelu byla pripravena a zoptimalizovana molekula yperitu a celkem
8 rliznych dehalogendaz (DbeA, DbjA, DhaA, DhlA, DmmA, DmxA, DpcA a LinB), které maji
vysokou hladinu exprese, a které Ize tedy purifikovat v dostate¢ném mnoZstvi.

Celé dokovani bylo provedeno v programu AutoDock 4.0 Po 250 bézich bylo ziskano u
kazdého proteinu dohromady 1-6 vyslednych vazebnych modd. Nasledné byly tyto
struktury analyzovany - nejdiive byly vytazeny ty vysledky, které neodpovidaly
nasledujicim parametriim podle NAC35 (Obr. 6):

1 vzdilenost—COQe e« @l < RA
1 Ghel -COOeee €1=140-180°
f vzdalenost—Hee+ GC (halid-st abi |zbytkp)j i<i4, 5 A

Obr. 6: Geometrické parametry vazby yperitu v aktivnim misté DhaA. Katalyticky
aspartat a halid-stabilizujci zbytky jsou zndzornény zelené, molekula ligandu fialové.

Do dalsiho kola, kvantové/molekulové mechaniky, byly vybrany pouze struktury

vV

parametrl vyplyva, Ze pouze DhlA a DmxA nesplnuji NAC aspon v jedné hodnoté. Ostatni
proteiny optimalni geometrii vykazuji.
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Tabulka 2: Vysledné vazebné mody vSech proteinti s jejich geometrii, vazebnou energii

a procentudlnim zastoupenim v celkem 250 bézich.

Nazev Vazebna Zastoupeni | Vzdalenost | Vzdalenost | Uhel -COO-
proteinu energie v klastru —-COO0- e » —He ¢ «(Cl-C oo eC-Cl[°]
[kcal/mol] | [%] «C-Cl [A] [A]

LinB -3,14 78,8 3,2 2,5;2,5 173,8
DbeA -3,41 100 3,1 2,5; 2,6 165,5

DbjA -3,36 78,4 3,2 2,7;2,6 176,7
DhaA -3,50 90,8 3,1 2,7;2,8 159,9

DhlA -2,92 100 3,6 2,4; 2,9 157,7
DmmA -2,94 33,6 3,0 2,9; 31 169,9
DmxA -3,58 100 3,3 2,6; 2,6 138,0
DpcA -3,42 16,4 3,1 2,5; 2,4 157,8
32Kvantova a molekul ova mechani

Metoda QM/MM byla pouzita ziskani tranzitniho stavu prvniho kroku dehalogenacni
reakce. Geometrie tranzitniho stavu byla dale vyuzita pfi navrzeni mutaci
pomoci Rosetty.

Kvypoctu byl vyuzit softwarovy balik Amber 14. Reakce byla definovana jako
piiblizovani atomu uhliku vazajicitho odstupujici atom chloru v yperitu a atomu kysliku
na katalytickém aspartatu. Jeden vypocetni krok byl nastaven jako pribliZeni téchto
dvou atomt o 0,05 A nasledované optimalizaci energie. Vysledny pocet krokt kazdého
proteinu se pohyboval mezi 30 a 50 (na zakladé rozdilnych vzdalenosti z dockingu).
Z energii vSech krokii byla sestavena reakcéni koordinata pro kazdou zkoumanou
dehalogenasu. Nejlepsi vysledek zaznamenala DmmA, u niZ byla aktiva¢ni energie o0 4-10
kcal/mol nizZ$i nez v ostatnich pripadech (Tabulka 3). DmmA byla také jedinym
enzymem, kde stabilizace produktu byla lepsi nez stabilizace substratu (Graf 1).

Tabulka 3: Vysledné energie pro jednotlivé enzymy z QM/MM prvniho kroku
dehalogenacni reakce

Nazev proteinu Aktivacni energie | Rozdil E substrati a produktl
[kcal/mol] [kcal/mol]
LinB 15,5 51
DbeA 14,4 4,1
DbjA 13,4 1,3
DhaA 13,8 4,3
DhIA 16,8 53
DmmA 9,6 -2,9
DmxA 18,3 10,7
DpcA 13,5 51
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Graf 1: Reak¢ni koordinata hydrolyzy yperitu v dehalogenase DmmA

Jako tranzitni stav (stav s nejvyssi potencialni energii) byla oznacena struktura v kroku
30 se vzdalenosti 1,95 A. Tento komplex byl dle optimalizovan a slouzil jako vychozi
molekula pfi navrhu mutaci v Rosetteé.

33Navrh mut aci

Na zakladé vysledk kvantové a molekulové mechaniky byl pro navrh potencialnich
mutaci v Rosetté zvolen enzym DmmA, ktery vykazoval nejvyhodnéjsi energetické
piredpoklady pro danou reakci. Aminokyseliny ve vzdalenosti do 6 A od substratu (s
vyjimkou katalytické pentddy) byly nastaveny jako mutovatelné za vSech 20
proteinogennich aminokyselin. Zbytky od 6 do 8 A od ligandu byla repackovana, tedy
byly optimalizovany jejich torzni thly.

Z geometrie tranzitniho stavy byl vytvotfen teozym (Obr. 7), ktery byl preveden do
Rosetty pomoci konstreinového souboru (cst file) specifikujicimu interakce mezi
katalytickymi zbytky a substratem (Piiloha 1). Samotny vypocet byl proveden celkem ve
30 opakovanich.
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Obr. 7: Teozym popisujici geometrii tranzitniho stavu nukleofilni substituce. Nukleofil a
halid stabilizujici zbytky jsou zndzornény zelené, molekula yperitu fialoveé.

Vysledkem téchto tticeti opakovani byly dva riizni mutanti, jeden dvoubodovy a druhy
tribodovy.

Prvni mutant (DmmA1) nesl dvé mutace: F148A a F167A (Obr. 8). Obé substituce
velkych aromatickych fenylalanini za mensi alaniny umoznuji lepsi vazbu yperitu
v aktivnim misté a odstranuji stérické zabrany, které by mohly velké aminokyseliny
zplsobovat. Interakeni energie mezi substratem a enzymem byla -1.9 REU.

20



Obr. 8: Pozice substituci u mutanta DmmA1. Protein divokého typu je zndzornén modie
a mutované zbytky zelené. Kavita aktivniho mista je vyobrazena Sedou barvou.

V druhé sadé mutaci (DmmAS) se objevila opét mutace F167A, nicméné fenylalanin
v pozici 148 byl zmutovan za leucin a blizky metionin v pozici 140 za alanin (Obr. 9).
Stejné jako v predeslé sadé byly odstranény velké aromatické cykly a na jejich misto
dosazeny mensi zbytky, které by mély umoZnit lepsi vazbu yperitu v aktivnim misté bez
stérickych zabran, coZ podporuje také vyhodna interakcni energie -2.3 REU.
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Obr. 9: Pozice substituci u trojpodového mutanta DmmA5. Protein divokého typu je
znazornén modie a mutovana residua Zluté. Kavita aktivniho mista je vyobrazena Sedou
barvou

Na zavér byla porovndana stabilita obou mutantnich enzymi viic¢i divokému typu pomoci
modulu ddg monomer baliku Rosetta. U prvniho navrzeného enzymu, DmmA1, byl
rozdil volnych energii AAG = 6,37 kcal / mol. Pro DmmAS5 byla tato hodnota AAG = 4,13
kcal / mol. Je tedy zifejmé, Ze obé sady mutaci jsou destabilizujici.
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4 Diskuse

Cilem mé prace bylo navrhnout Upravy enzymi dehalogenas, které by zptsobily zvySeni
jejich aktivity vici yperitu. Kurceni vhodnych mutaci byl vyuZit softwarovy balik
Rosetta. Ten je zatim v Cesku pomérné neznamy, nicméné se sjeho pomoci podaiilo
nékolika védeckym tymlm dosahnout zasadnich tspéchi, napt. de novonavrhu enzymut
katalyzujicich v prirodé béZzné neprobihajici reakce, stabilizaci proteini nebo
optimalizaci jiz existujicich enzymd.

Z vysledkil dockingu vyplyva, Ze vSechny pouzité dehalogenasy dokazi vazat yperit
svyhodnou energii. Rozdily ve vazebné energii mezi jednotlivymi enzymy byly
maximalné 0.7 kcal/mol. Byly nalezeny vhodné vazebné mody s geometrickymi
parametry odpovidajicimi NAC pro vSechny enzymy s vyjimkou DhlA a DmxA. Obé tyto
dehalogenasy maji vyrazné mens$i kavitu saktivnim mistem a molekula yperitu
nedokaze zaujmout vhodnou orientaci kvili stérickym zabrandm. Z QM/MM byla
zjiSténa aktivacni energie reakce. Jeji hodnoty se pohybovaly mezi 10 a 20 kcal/mol.
enzymy mél energetickou bariéru nizsi o 4-10 kcal/mol . DmmA byl také jediny enzym,
kde celkova stabilizace produktu byla vyhodnéjsi nez stabilizace substratu. Z téchto
dtivodi byl enzym DmmA vybran jako nejvyhodnéjsi a dale podroben in silicodesignu.

Pomoci Rosetty byli navrhnuti celkem dva finalni mutanti - dvou- a tfibodovy. V obou
pripadech byly navrZzeny mutace fenylalanint v aktivnim misté za mensi zbytky. I kdyz
klesla celkova stabilita komplext kvili snizeni mnozstvi kontaktdi, vylepSena interakéni
energie enzymu s molekulou yperytu ukazuje, Ze zvétSeni prostoru meélo za nasledek
zlepSeni sterickych podminek kavity pro yperit. Pokud nebude celkova destabilizace
prili§ vysokd, aby se enzym spravné neposkladal, aktivita enzymu s optimalizovanym
aktivnim mistem by se z hlediska predikce zvysit. V pfipadé aspéchu novych mutanti by
navic bylo moZné vypocetné navrhnout dalSi mutace, které by celkové sniZenou stabilitu
kompenzovaly.

Dals$i postup spociva vsyntéze genu odpovidajicimu navrZzenym mutantiim, jeho
naklonovani, exprese a charakterizace vlaboratofi. Bude studovana tepelna stabilita
mutanti a aktivita vii¢i analogim yperitu.
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Zaver

Vysledkem této prace jsou dvé navrzené sady mutaci dehalogenasy DmmA, které by
z tohoto enzymu mély vytvorit ucinny nastroj pro degradaci nebo dekontaminaci
yperitu. Zbavovani se chemickych zbrani souc¢asnymi metodami neni idealni, predevsim
kvili jejich naroCnosti na velmi vysoké teploty nebo nebezpetné chemikalie.

Enzymatickd degradace se naproti tomu vyznacuje Setrnosti k Zivotnimu prostiedi a
dlouhodobou udrZitelnosti.

Vv

Vysledné mutantni struktury budou v nejbliz§i dobé syntetizovany a analyzovany
z hlediska jejich stability. Poté budou odeslany do vojenské laboratoie pro otestovani

jejich katalytické ucinnosti pri degradaci yperitu. Pokud budou tyto vysledky kladné, je
moZné pristoupit k optimalizaci syntézy ve vétSim méritku a nasazeni v praxi.

Pro mé osobné byla tato prace velmi prinosna - znalosti, které jsem pii jejim FeSeni
ziskal, budou, myslim si, velmi uZite¢né i v budoucnu. Oblast proteinového inZenyrstvi
vidim jako velice perspektivni. To, co jeSté pred nékolika lety bylo skoro nemozZné nebo
extrémné zdlouhavé, se nyni, snastupem pocitacové vypocetni sily, stdva béznou
realitou mnoha laboratofi pracujicich na ndvrhu novych proteinti, takze mtzu cekat, ze
se s vyzkouSenymi metodami zanedlouho opét setkam.
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EC
QM/MM
PDB
CST
NAC
REU
DmmA1

DmmAS5

Enzyme Commision number (Cislo EC)
Kvantova/molekulova mechanika

Protein data bank, soubor struktury proteinu
Constraint file

Near attack conformation

Rosetta energy unit

Vysledny dvoubodovy mutant

Vysledny trojbodovy mutant
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Seznam pril oh

Priloha 1. CST file DmmA
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t y N[
CST::BEGIN

TEMPLATE::
TEMPLATE::

TEMPLATE::
TEMPLATE::

CONSTRAINT

CONSTRAINT::
CONSTRAINT::
CONSTRAINT::

CONSTRAINT
CONSTRAINT

ALGORITHM_

hil| MY T FIbhEbPRO WNIMAD

ATOM_MAP: 1 atom_name: C4 CI1 C7
ATOM_MAP: 1 residue3: LIG

ATOM_MAP: 2 atom_name: OD1 CG CB
ATOM_MAP: 2 residuel: D

.- distanceAB: 2.0 056000 3
angle_A: 169.7 15.0 10.0 360. 2

angle B: 113.5 20.0 10.0 360. 2

torsion_A: -174.2 25.0 10.0 360. 2
:: torsion_AB: -52.6 25.0 10.0 360. 2
.. torsion_B: -178.4 25.0 10.0 360. 2

INFO:: match_positions

num_neighbors min_neighbors 16

ALGORITHM_

CST:END

CST::BEGIN

TEMPLATE::

TEMPLATE::

TEMPLATE::
TEMPLATE::

CONSTRAINT

INFO::END

AT OM_MAP: 1 atom_name: CI1 C4 C7
ATOM_MAP: 1 residue3: LIG

ATOM_MAP: 2 atom_type: HE1 NE1 CD1
ATOM_MAP: 2 residuel: W

> distanceAB: 28 046000 2

#CONSTRAINT:: angle_A: 92.1 20.0 10.0 360. 1

CONSTRAINT

> angle_B: 132.6 25.0 10.0 360. 2

#CONSTRAINT:: torsion_A: -72.7 25.0 10.0 360. 2
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#CONSTRAINT:: torsion_AB: -36.1 20.0 10.0 360. 2
#CONSTRAINT:: torsion_B: -26.1 30.0 10.0 180. 3

ALGORITHM_INFO:: match
SECONDARY_MATCH: DOWNSTREAM
ALGORITHM_INFO::END
CST:END

CST::BEGIN
TEMPLATE:: ATOM_MAP: 1 atom_name: Cl1 C4 C7
TEMPLATE:: ATOM_MAP: 1 residue3: LIG

TEMPLATE:: ATOM_MAP: 2 atom_type: HD21 ND2 CG
TEMPLATE:: ATOM_ MAP: 2 residuel: N

CONSTRAINT:: distanceAB: 2.6 04 6000 2
#CONSTRAINT:: angle_A: 120.4 20.0 10.0 360. 1
CONSTRAINT:: angle_B: 145.2 25.0 10.0 360. 2
#CONSTRAINT:: torsion_A: 166.7 25.0 10.0 360. 2
#CONSTRANT:: torsion_AB: 92.9 20.0 10.0 360. 2
#CONSTRAINT:: torsion_B: -55.5 30.0 10.0 180. 3

ALGORITHM_INFO:: match
SECONDARY_MATCH: DOWNSTREAM
ALGORITHM_INFO::END
CST:END
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