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Anotace 

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy katalyzující hydrolýzu halogenalkanů na 

primární alkoholy. V minulosti byla zjištěna jejich aktivita vůči bojovému plynu yperitu. 

Rychlost reakce byla ovšem poměrně nízká, kvůli specifitě těchto enzymů k jiným 

substrátům. Tato práce se zabývá návrhem mutací halogenalkandehalogenas, které by 

měly vyústit v jejich širší uplatnění při degradaci yperitu. K určení vhodných úprav 

struktury bylo využito metod molekulového modelování a počítačového designu 

proteinů. 
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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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Úvod 

Po využití v bitvách 1. i 2. světové války a několika následujících střetnutí byl yperit 

spolu s dalšími chemickými zbraněmi zahrnut v Úmluvě o chemických zbraních roku 

1993. Ta zakazuje jeho použití, výrobu, hromadění nebo přechovávání. Po ratifikaci této 

úmluvy se začaly státy yperitu systematicky zbavovat především metodami spalování 

nebo neutralizací. Při těchto způsobech degradace ale vzniká množství nebezpečných 

meziproduktů a potenciálně ekologicky závadných zplodin. Použití těchto metod je také 

omezené například při dekontaminaci vnitřních prostor. 

Jako alternativa k těmto zavedeným metodám se nově zkoumá možnost degradace 

yperitu pomocí enzymatické katalýzy. Oproti spalování nebo neutralizaci jsou enzymy 

ekologicky šetrné a navíc pracují při běžných teplotách a pH. 

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy katalyzující hydrolýzu halogenovaných alkanů 

na primární alkohol a halogenvodík. V minulosti již byla prokázána aktivita některých 

dehalogenáz vůči yperitu, rychlost reakce byla ovšem pomalá, patrně z důvodu 

uzpůsobení těchto enzymů k jiným substrátům. 

Cílem této práce je navrhnout úpravy sekvence (mutace) dehalogenas, které by zlepšily 

jejich schopnosti v oblasti odbourávání yperitu a umožnily jejich rozsáhlejší industriální 

využití. Pro identifikaci správných mutací je využito moderních metod počítačového 

designu proteinů.    
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Teoretická část 

1.1 Yperit  

1.1.1 Historie  

Yperit, jinak také hořčičný plyn nebo systematicky bis(2-chlorethyl)sulfid, je bojový 

plyn, poprvé syntetizovaný a popsaný už v polovině 19. století.1 Svou nechvalnou pověst 

si ovšem vydobyl až v roce 1917, po bitvě u belgického města Ypry, od kterého také 

zdědil svoje jméno. Zde byl použit Němci proti britským a kanadským jednotkám ve 

formě dělostřeleckých střel. Po uvolnění dopadal yperit na zem, kde vytvářel olejovitý 

pokryv nahnědlé barvy. Vsáknutý v zemi mohl tento jed zůstat aktivní ve vhodných 

meteorologických podmínkách až po dobu několika měsíců. Tento fakt se zdál být, kvůli 

charakteru zákopové války, velmi výhodný, protože mohl naprosto narušit nepřátelské 

pozice. Na druhou stranu ovšem také znemožňoval postup vítězící strany.2 

1.1.2 Účinky 

24 hodin po styku s yperitem se začnou projevovat příznaky jako svědění a podráždění 

kůže. Následně se objevují velké, žluté puchýře, známky chemických popálenin. Častým 

projevem je také krátkodobá slepota, způsobená napuchnutím očních víček (Obr. 1). Při 

vyšších dávkách inhalovaného yperitu dochází k otokům plic a poškození sliznice. 

 

Obr. 1: Kanadský voják zasažený yperitem3 

I když vystavení yperitu většinou není smrtelné, způsobuje postiženému velké bolesti a 

vyžaduje dlouho dobu rekonvalescence.4 V poslední době bylo navíc zjištěno, že yperit je 

silným karcinogenem, způsobujícím především rakovinu plic.5  
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1.1.3 Výroba a užívání 

Původní metoda syntézy, navržená César-Mansuètem Despretzem, spočívá v reakci 

chloridu sirnatého s dvěma ekvivalenty ethenu6: 

SCl2 + 2 C2H4 → (Cl-CH2CH2)2S 

V roce 1886 vyvinul Viktor Meyer způsob výroby, který vykazoval slušné výtěžky a byl 

nakonec použit během války k produkci mnoha tun yperitu. Zakládá se na chloraci 

thiodiglykolu za použití chloridu fosforitého7: 

3 (HO-CH2CH2)2S + 2 PCl3 → 3 (Cl-CH2CH2)2S + 2 P(OH)3 

Yperit se běžně používá ve formě různých směsí, často např. s lewisitem (2-

chlorethenyldichlorarsen), chemickou zbraní způsobující puchýře a poleptání, která 

navíc snižuje bod tuhnutí celé směsi.8  

Obvyklé je také použití v kombinaci s dalšími hořčičnými plyny, hlavně s  1,2-bis-(2-

chloroethylthio)-ethanem a bis-(2-chloroethylthioethyl)-etherem (Obr. 2).9 

 

Obr. 2: Bis-(2-chloroethylthioethyl)-ether a 1,2-bis-(2-chloroethylthio)-ethan, běžné 

příměsi bojových plynů s yperitem 

 

1.1.4 Degradace 

Až do 70. let minulého století se státy zbavovaly yperitu především prostým 

vyhazováním do moře nebo případně odpálením střel s yperitem pod hladinou oceánu. 

V takovýchto podmínkách ovšem může yperit reagovat s přídavnými zhušťujícími 

látkami ve střele a vytvářet hrudky. Nedojde tedy k jeho degradaci hydrolýzou, a při 

vylovení rybáři nebo zavlečení na pláž tedy představuje zdravotní riziko.10 

Od 90. let dochází na základě Úmluvy o chemických zbraních k postupné systematické 

likvidaci zásob yperitu především metodou spalování. V menším měřítku je pak 

využívána také metoda neutralizační, při níž se zkapalněný bojový plyn nechává 

reagovat s hydroxidem sodným v horké vodě. Obě tyto metody mají ovšem nevýhody, 

jimiž je produkce nebezpečných meziproduktů případně odpadu nebezpečného pro 

životní prostředí.11 
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1.2 Halogenalkandehalogen asy 

1.2.1 Původ a funkce 

Halogenalkandehalogenasy (EC:3.8.1.5) je skupina enzymů katalyzujících hydrolýzu 

chlor-, brom- nebo jódalkanu na příslušný primární alkohol a halogenovodík. Enzymy se 

vyskytují především v bakteriích schopných využívat halogenalkany jako zdroj energie a 

uhlíku12, ale také u některých lidských patogenních druhů (např. rod Mycobacterium) 

nebo i eukaryotických organismů (Strongylocentrotus purpuratus).13 Přesná funkce 

dehalogenas v těchto organismech však ještě není objasněna.14  

 

1.2.2 Struktura a mechanismus  

Halogenalkandehalogenasy patří do strukturní kategorie alfa/beta-hydrolas (Obr. 3). 

Skládají se ze dvou domén: charakteristické alfa/beta hydrolasové domény, zodpovědné 

za katalytickou schopnost enzymu, a čepičkové domény, určující  substrátovou specifitu. 

Aktivní místo se nachází na pomezí těchto dvou domén. Dehalogenasami katalyzovaná 

reakce probíhá přes kovalentní alkylenzymový meziprodukt.15 V současné době je 

známých přibližně 30 struktur různých halogenalkandehalogenas.  

 

Obr. 3: Halogenalkandehalogenasa, šedě je znázorněna alfa/beta hydrolasová doména, 

oranžově čepičková doména a červeně katalytická pentáda 

V aktivním místě těchto dehalogenas hraje zásadní roli celkem pět aminokyselinových 

zbytků, označovaných jako katalytická pentáda. Tři z nich představují skupinu, která 

vytváří a následně přerušuje kovalentní vazbu mezi kyslíkem katalytického aspartátu a 

uhlíkem nesoucím odbourávaný halogen. Zbylé dva zbytky stabilizují odstupující 

halogenový aniont  svými vodíkovými můstky. 

http://enzyme.expasy.org/EC/3.8.1.5
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Po vniknutí halogenalkanu do kavity aktivního místa dochází k útoku nukleofilního 

kyslíku aspartátu na uhlík, na kterém je navázán halogen a mechanismem nukleofilní 

substituce SN2 se halogen vytěsňuje. Tento odstupující halogen je stabilizován dvěma 

tzv. halid-stabilizujícími zbytky – jedná se o aminokyseliny s bočními řetězci, které jsou 

schopné tvořit vodíkovou vazbu (nejčastěji tryptofan, asparagin nebo glutamin) a tím 

záporně nabitý iont uvnitř enzymu stabilizovat. V druhém kroku reakce je molekula 

vody aktivována histidinovým zbytkem a následně hydrolyzuje vzniklý alkylenzymový 

meziprodukt. Kladný náboj vznikající na histidinu je stabilizován pomocí dalšího 

aspartátu nebo glutamátu (Obr. 4).16 
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Obr. 4: Mechanismus katalýzy halogenalkandehalogenas (zbytky a jejich pořadí 

v sekvenci odpovídá enzymům DhlA, DhaA a LinB, v tomto pořadí).15 

a) vznik kovalentního meziproduktu SN2 substitucí 

b)  proces hydrolýzy meziproduktu 
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1.3 Design enzymů 

Enzymy, jakožto biologické katalyzátory, mají oproti běžným chemickým katalyzátorům 

několik výhod: pracují s vysokou efektivitou při běžných teplotách a tlacích, jsou 

ekologicky šetrné a většinou úzce substrátově specifické. Tato jejich substrátová 

specifita může ovšem představovat problém, chceme-li potenciál enzymu využít ke 

katalýze reakce, která v přírodě neprobíhá vůbec nebo pouze velmi pomalu. 

S rozvojem silné výpočetní techniky v tomto století se nám otevírají nové možnosti, jak 

racionálně navrhovat upravené sekvence bílkovin anebo dokonce vytvářet funkční 

struktury de novo. V poslední době byl např. pomocí počítačového designu syntetizován 

enzym katalyzující Kempovu eliminaci, což je reakce, která v přírodě nebyla nikdy 

zaznamenána.17 

Při počítačovém designu enzymů se běžně používá mnoha různých nástrojů a metod 

k dosažení kýženého cíle - výsledné funkční sekvence proteinu: 

1.3.1 Docking  

Molekulový docking je metoda sloužící k odhadnutí preferované orientace jedné 

molekuly k molekule druhé za vytvoření stabilního nekovalentního komplexu. Ze 

znalosti této orientace se dá dále vycházet při predikci síly vazeb a výpočtu disociační 

konstanty. V praxi se dockingu využívá hlavně pro zkoumání interakcí mezi proteinem a 

určitou malou molekulou, která by mohla sloužit např. jako substrát či inhibitor daného 

enzymu (Obr.5).18 

 

Obr. 5: Příklad výsledné struktury z molekulového dokování.  Povrch proteinu a kavita 

aktivního místa jsou zbarveny podle hydrofobicity. Molekula inhibitoru je zobrazena 

pomocí tyček a koulí. 
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Pro dosažení cíle ideálně simulované vazby mezi ligandem a proteinem se při dokování 

používá několik různých přístupů, každý se svými výhodami a nevýhodami.  

Systematické metody se vyznačují vysokou rychlostí, využívají totiž již předem 

zvolených konformerů molekuly, které jsou pak jenom rigidně vkládány do aktivního 

místa enzymu. V praxi se používají zejména při výběru menší skupiny molekul z velkých 

knihoven potenciálních kandidátů.19 

Metoda přírůstkové konstrukce spočívá v rozštěpení testované látky na několik menších 

dílů, které jsou potom sestaveny ve vazebném místě zpět do formy původní molekuly. 

Jeden z dílů většinou slouží jako „kotva“, na kterou se připojují díly zbývající.20 

Dnes asi nejběžnějším přístupem k dockingu jsou tzv. stochastické metody, umožňující 

optimalizaci konformerů přímo ve vazebném místě. K hledání ideálních konformací se 

často používá tzv. genetický algoritmus: jednotlivé torzní úhly, rotační stavy molekul 

apod. představují geny. Konformační stavy s danými geny (vlastnostmi) potom podléhají 

evoluci - kříží se a mutují - a tak vznikají další generace konformerů. Do následujícího 

kola evoluce vždy postupují pouze molekuly s nejnižší energií.21 

1.3.2 Kvantová a molekulová mechanika 

V tomto přístupu k  molekulovému modelování je využíváno výhod kvantové a 

molekulové mechaniky (QM/MM) tak, aby byl výsledek co nejpřesnější, ale přitom 

rychle zpracovatelný. Zkoumanou molekulu musíme nejdříve rozdělit na dvě části: 

jednu, jejíž energie a geometrie bude počítána za pomocí Schrödingerovy rovnice (např. 

molekula substrátu a aminokyseliny aktivního místa a jeho okolí v enzymu) a druhou 

(zbytek enzymu), kde se při výpočtu využije molekulové mechaniky, tedy klasické 

Newtonovské fyziky. 

Kombinace těchto dvou přístupů se využívá hlavně při zkoumání enzymatických reakcí, 

kdy potřebujeme velmi přesné údaje o místě, kde se reakce odehrává, zároveň však 

nechceme zanedbat zbytek enzymu, jenž by byl ovšem pro kvantovou mechaniku příliš 

výpočetně náročný.22 

1.3.3 RosettaDesign 

Rosetta je softwarový balík, sestávající z několika různých modulů, vyvinutý v laboratoři 

vedené Davidem Bakerem na Washingtonské univerzitě.23 Hlavní uplatnění Rosetty 

spočívá v oblasti makromolekulového modelování. Po jejím úspěšném použití při de 

novo návrzích několika enzymů katalyzujicích v přírodě neprobíhající reakce (Diels-

Alderova reakce24, retro-aldolová reakce25 a již zmíněná Kempova eliminace17) se tento 

nástroj stal jedním z nejrespektovanějších ve svém oboru. 

Pro svou práci využívá Rosetta předpokladu, že enzymy urychlují reakce skrze 

interakce, které stabilizují její tranzitní stav.26 Nejprve je využito minimalistických 
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popisů aktivního místa, sestávajících z modelů tranzitního stavu obklopených 

samostatnými zbytky a funkčními skupinami, které jsou optimálně uspořádány pro 

podmínky katalýzy. Takovéto idealistické uspořádání, stabilizující tranzitní stav, se 

nazývá teozym (theozyme).  

Po této proceduře se Rosetta snaží najít konformaci a sekvenci bílkoviny, která by 

odpovídala teozymu. Konečným výsledkem je upravená primární sekvence enzymu, 

která by měla více stabilizovat tranzitní stav a mít tedy větší aktivitu.27 

  



 

14 

2 Metodika  

2.1 Příprava struktur 

Struktura yperitu byla připravena v molekulovém editoru Avogadro.28 Její energie byla 

optimalizována R.E.D. Serverem, který provádí kvantově mechanické výpočty s využítím 

programu Gaussian09.29 

Struktury proteinů byly staženy z RCSB proteinové databáze (nebo případně ještě 

nebyly publikovány) (Tabulka 1), zbaveny vod a heteroatomů v programu PyMOL30 a 

naprotonovány při pH 8,5 za využití serveru H++.31 

Tabulka 1:  Názvy použitých dehalogenas a jejich PDB kódy. 

Enzym PDB-ID 

DmmA 3U1T 

DmxA nepublikováno 

DhaA 1CQW 
DhlA 2HAD 

DbjA 3A2M 
DbeA 4K2A 

DpcA nepublikováno 

LinB  1MJ5 

2.2 Docking  

Struktury enzymů a yperitu byly připraveny pro dokování v programu MGLtools 1.5.2.32 

Předvýpočty elektrostatické potenciální energie, van der Waalsových sil, vodíkových 

vazeb a desolvatační volné energie byly provedeny za využití programu AutoGrid 4.0.33 

Parametry mřížky byly zvoleny tak, aby pokrývala aktivní místo a kavitu s velikostí 80 x 

80 x 80 gridových bodů a mezerami 0.25 Å. Yperit byl nadockován do enzymů 

v programu AutoDock 4.0.33 

Byl využit lamarkistický genetický algoritmus s 250 běhy, pracující s následujícími 

parametry: počáteční velikost populace 300, maximální počet kroků při vyhodnocování 

energie 3*106 a počet generací 30000, hodnota elitismu 1, míra mutací 0,02, míra křížení 

0,8. Vyhledávání bylo provedeno za pomoci Solis  &  Wetsova algoritmu s maximem 300 

iterací.34 Výsledné struktury z každého dockování byly klastrovány s maximální střední 

kvadratickou odchylkou 2 Å pro konformační klastrovou analýzu. U nejlepších struktur 

byly změřeny úhly a vzdálenosti v reakčním místě.  
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Do kvantové a molekulové mechaniky postupovaly pouze konformery s vlastnostmi 

odpovídajícími hodnotám NAC (Near Attack Conformation)35: 

¶ vzdálenost –COO- • • •C-Cl  ≤ 3,3 Å 

¶ úhel –COO- • • •C-Cl = 140-180° 

¶ vzdálenost –H• • •Cl-C (halid-stabilizující zbytky) ≤ 4,5 Å 

 

2.3 Kvantová a molekulová mechanika  

Parametry silového pole pro dokované konformace ligandů byly připraveny moduly 

antechamber a prchmk programu AmberTools 14.36 Modul antechamber byl rovněž 

použit pro přiřazení AM1-BCC nábojů jednotlivým atomům ligandu. Topologie enzym-

ligandových komplexů byly připraveny s pomocí modulu Tleap AMBER14 za využití 

silového pole ff14SB pro proteiny37 a obecného silového pole GAFF pro ligandy.38 

Komplexy byly minimalizovány ve vakuu s parametrem igb=6. Pět kol minimalizace 

sestávajících z 500 kroků metody největšího spádu bylo následováno 500 kroky metody 

konjugovaného gradientu s penalizací 500 kcal.mol.-1Å-2 aplikovanou na všechny těžké 

atomy a následně pak s klesajícími penalizacemi (500, 125, , 25 a 1 kcal.mol.-1Å-2) 

aplikovanými na proteinovou kostru (CA, C a N atomy). 

Adiabatické mapování reakční koordináty bylo provedeno modulem Sander programu 

AMBER14. Kvantová část výpočtu obsahovala postranní řetězce halid-stabilizujících 

zbytků, katalytického aspartátu a celou molekulu ligandu, zbytek komplexu byl počítán 

molekulovou mechanikou. Pro kvantovou část byl použit semiempirický hamiltonián 

PM639, pro molekulově mechanickou silové pole ff14SB. Přechod kvantové a molekulové 

části byl ošetřen explicitním spojením atomů. Hranice pro interakce mezi náboji byla 

nastavena na 999 Å. Pro kostru proteinu byla použita penalizace 1 kcal.mol.-1Å-2 . 

Reakční koordináta byla definována jako vzdálenost mezi OD1 atomem nukleofilu a C2 

atomem ligandu. Postup po koordinátě byl realizován s krokem 0,05 Å, kde každý krok 

byl tvořen 1000 minimalizačními kroky Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno kvazi-

Newtonovského algoritmu. 

2.4 Rosetta design 

Soubor .cst vygenerovaný na základě tranzitního stavu z kvantové a molekulové 

mechaniky byl rozdělen do 3 částí – 1 popisující geometrii interakcí aspartátu 

s yperitem a 2 popisující geometrii halid-stabilizujících zbytků (Příloha 1). Následně byla 

vytvořena knihovna rotamerů pro substrát pomocí nástroje generate_ligens. Použítá 

struktura proteinu byla vyčištěna od všech heteroatomů a vodíků, pořadová čísla 

aminokyselin byla přepsána tak, aby začínala od čísla 1.  
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Zbytky ve vzdálenosti do 6 Å od substrátu, kromě katalytické pentády, byly nastaveny 

jako mutovatelné za všechny aminokyseliny. Zbytky do 8 Å byly nastaveny jako 

repackovatelné, byla tedy umožněna optimalizace  jejich rotamerů.  

EnzRepackMinimize mover, který je součástí RosettaScripts40, byl použit pro design 

mutovatelných zbytků. Nativní rotamery byly zahrnuty do výpočtu pomocí 

IncludeCurrent a rotamery aromatických zbytků byly omezeny pomocí LimitAromaChi2. 

Následná minimalizace bočních řetězců i proteinové kostry byla provedena stejným 

moverem. Nativní zbytky byly favorizovány bonusem 1.5 REU. Mutovatelné a 

repackovatelné zbytky byly nastaveny pomocí resfile souboru. 

 

2.5 Predikce stab ility  

Pro předpovězení stability výsledných nadesignovaných struktur byl využit modul ddg 

monomer balíku Rosetta s nastavením podle Kellogg a kolektiv.41 Výchozí struktury byly 

nejprve minimalizovány pomocí funkce minimize_with_cst s následujícím nastavením: 

optimalizace jak kostry proteinu tak postranních řetězců (sc_min_only false), vzdálenost 

pro atomový párový potenciál 9 Å (fa_max_dis 9.0), pro funkci energie byly použity 

standardní váhy, stejně jako pro constraint (constraint_weight 1.0). Výsledek 

optimalizace byl pomocí skriptu convert_to_cst_file.sh převeden na .cst soubor. 

Vlastní výpočet stability byl nastaven podle protokolu 16 umožňující flexibilitu páteře 

s následujícím nastavením.41 Pro repacking postranních řetězců byla použita funkce 

soft_rep_design weights.  Celý protein byl optimalizován bez restrikce vzdáleností 

(local_opt_only false). Již vytvořený .cst soubor byl použit jako omezení během 

minimalizace kostry proteinu (min_cst true). Následovaly tři kola optimalizace se 

zvětšující se váhou odpudivých sil (ramp_repulsive true). Minimální energie z 50 

opakování byla použita pro predikci efektu na stabilitu. 
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3 Výsledky 

3.1 Docking  

K získání struktury komplexu enzym-substrát v aktivním byl proveden molekulový 

docking. K tomuto účelu byla připravena a zoptimalizována molekula yperitu a celkem 

8 různých dehalogenáz (DbeA, DbjA, DhaA, DhlA, DmmA, DmxA, DpcA a LinB), které mají 

vysokou hladinu exprese, a které lze tedy purifikovat v dostatečném množství. 

Celé dokování bylo provedeno v programu AutoDock 4.0 Po 250 bězích bylo získáno u 

každého proteinu dohromady 1-6 výsledných vazebných modů. Následně byly tyto 

struktury analyzovány – nejdříve byly vyřazeny ty výsledky, které neodpovídaly 

následujícím parametrům podle NAC35 (Obr. 6): 

¶ vzdálenost –COO- • • •C-Cl  ≤ 3,3 Å 

¶ úhel –COO- • • •C-Cl = 140-180° 

¶ vzdálenost –H• • •Cl-C (halid-stabilizující zbytky ) ≤ 4,5 Å 

 

Obr. 6: Geometrické parametry vazby yperitu v aktivním místě DhaA. Katalytický 

aspartát a halid-stabilizujcí zbytky jsou znázorněny zeleně, molekula ligandu fialově.  

Do dalšího kola, kvantové/molekulové mechaniky, byly vybrány pouze struktury 

s geometrií odpovídající NAC a s nejnižší  vazebnou energií (Tabulka 2). Z geometrických 

parametrů vyplývá, že pouze DhlA a DmxA nesplňují NAC aspoň v jedné hodnotě. Ostatní 

proteiny optimální geometrii vykazují. 
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Tabulka 2: Výsledné vazebné mody všech proteinů s jejich geometrií, vazebnou energií 

a procentuálním zastoupením v celkem 250 bězích. 

Název 
proteinu 

Vazebná 
energie 
[kcal/mol] 

Zastoupení 
v klastru 
[%] 
 

Vzdálenost  
–COO- • • 
•C-Cl [Å] 

Vzdálenost  
–H• • •Cl-C 
[Å] 

Úhel –COO-

 • • •C-Cl [°] 

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; 3,1 169,9 
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 

3.2 Kvantová a molekulová mechanika 

Metoda QM/MM byla použita  získání tranzitního stavu prvního kroku dehalogenační 

reakce. Geometrie tranzitního stavu byla dále využita při navržení mutací 

pomocí Rosetty.  

K výpočtu byl využit softwarový balík Amber 14. Reakce byla definována jako 

přibližování atomu uhlíku vázajícího odstupující atom chloru v yperitu a atomu kyslíku 

na katalytickém aspartátu. Jeden výpočetní krok byl nastaven jako přiblížení těchto 

dvou atomů o 0,05 Å následované optimalizací energie. Výsledný počet kroků každého 

proteinu se pohyboval mezi 30 a 50 (na základě rozdílných vzdáleností z dockingu). 

Z energií všech kroků byla sestavena reakční koordináta pro každou zkoumanou 

dehalogenasu. Nejlepší výsledek zaznamenala DmmA, u níž byla aktivační energie o 4-10 

kcal/mol nižší než v ostatních případech (Tabulka 3). DmmA byla také jediným 

enzymem, kde stabilizace produktu byla lepší než stabilizace substrátu (Graf 1). 

Tabulka 3:  Výsledné energie pro jednotlivé enzymy z QM/MM prvního kroku 

dehalogenační reakce 

Název proteinu Aktivační energie 
[kcal/mol] 

Rozdíl E substrátů a produktů 
[kcal/mol] 

LinB 15,5 5,1 
DbeA 14,4 4,1 
DbjA 13,4 1,3 
DhaA 13,8 4,3 
DhlA 16,8 5,3 
DmmA 9,6 -2,9 
DmxA 18,3 10,7 
DpcA 13,5 5,1 
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Graf 1: Reakční koordináta hydrolýzy yperitu v dehalogenase DmmA 

Jako tranzitní stav (stav s nejvyšší potenciální energií) byla označena struktura v kroku 

30 se vzdáleností 1,95 Å. Tento komplex byl dále optimalizován a sloužil jako výchozí 

molekula při návrhu mutací v Rosettě. 

3.3 Návrh mutací 

Na základě výsledků kvantové a molekulové mechaniky byl pro návrh potenciálních 

mutací v Rosettě zvolen enzym DmmA, který vykazoval nejvýhodnější energetické 

předpoklady pro danou reakci. Aminokyseliny ve vzdálenosti do 6 Å od substrátu (s 

výjimkou katalytické pentády) byly nastaveny jako mutovatelné za všech 20 

proteinogenních aminokyselin. Zbytky od 6 do 8 Å od ligandu byla repackována, tedy 

byly optimalizovány jejich torzní úhly. 

Z geometrie tranzitního stavy byl vytvořen teozym (Obr. 7), který byl převeden do 

Rosetty pomocí konstreinového souboru (cst file) specifikujícímu interakce mezi 

katalytickými zbytky a substrátem (Příloha 1). Samotný výpočet byl proveden celkem ve 

30 opakováních. 
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Obr. 7:  Teozym popisující geometrii tranzitního stavu nukleofilní substituce. Nukleofil a 

halid stabilizující zbytky jsou znázorněny zeleně, molekula yperitu fialově. 

Výsledkem těchto třiceti opakování byly dva různí mutanti, jeden dvoubodový a druhý 

tříbodový.  

První mutant (DmmA1) nesl dvě mutace: F148A a F167A (Obr. 8). Obě substituce 

velkých aromatických fenylalaninů za menší alaniny umožňují lepší vazbu yperitu 

v aktivním místě a odstraňují stérické zábrany, které by mohly velké aminokyseliny 

způsobovat. Interakční energie mezi substrátem a enzymem byla -1.9 REU. 
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Obr. 8: Pozice substitucí u mutanta DmmA1. Protein divokého typu je znázorněn modře 

a mutované zbytky zeleně. Kavita aktivního místa je vyobrazena šedou barvou.  

V druhé sadě mutací (DmmA5) se objevila opět mutace F167A, nicméně fenylalanin 

v pozici 148 byl zmutován za leucin a blízký metionin v pozici 140 za alanin (Obr. 9).  

Stejně jako v předešlé sadě byly odstraněny velké aromatické cykly a na jejich místo 

dosazeny menší zbytky, které by měly umožnit lepší vazbu yperitu v aktivním místě bez 

stérických zábran, což podporuje také výhodná interakční energie -2.3 REU.  
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Obr. 9: Pozice substitucí u trojbodového mutanta DmmA5. Protein divokého typu je 

znázorněn modře a mutovaná residua žlutě. Kavita aktivního místa je vyobrazena šedou 

barvou  

Na závěr byla porovnána stabilita obou mutantních enzymů vůči divokému typu pomocí 

modulu ddg monomer balíku Rosetta. U prvního navrženého enzymu, DmmA1, byl 

rozdíl volných energií ΔΔG = 6,37 kcal / mol. Pro DmmA5 byla tato hodnota ΔΔG = 4,13 

kcal / mol. Je tedy zřejmé, že obě sady mutací jsou destabilizující. 
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4 Diskuse 

Cílem mé práce bylo navrhnout úpravy enzymů dehalogenas, které by způsobily zvýšení 

jejich aktivity vůči yperitu. K určení vhodných mutací byl využit softwarový balík 

Rosetta. Ten je zatím v Česku poměrně neznámý, nicméně se s jeho pomocí podařilo 

několika vědeckým týmům dosáhnout zásadních úspěchů, např. de novo návrhu enzymů 

katalyzujících v přírodě běžně neprobíhající reakce, stabilizaci proteinů nebo 

optimalizaci již existujících enzymů. 

Z výsledků dockingu vyplývá, že všechny použité dehalogenasy dokáží vázat yperit 

s výhodnou energií. Rozdíly ve vazebné energii mezi jednotlivými enzymy byly 

maximálně 0.7 kcal/mol. Byly nalezeny vhodné vazebné mody s geometrickými 

parametry odpovídajícími NAC pro všechny enzymy s výjimkou DhlA a DmxA. Obě tyto 

dehalogenasy mají výrazně menší kavitu s aktivním místem a molekula yperitu 

nedokáže zaujmout vhodnou orientaci kvůli stérickým zábranám. Z QM/MM byla 

zjištěna aktivační energie reakce. Její hodnoty se pohybovaly mezi 10 a 20 kcal/mol. 

Nejnižší aktivační energii vykazoval enzym DmmA, který ve srovnání s ostatními 

enzymy měl energetickou bariéru nižší o 4-10 kcal/mol . DmmA byl také jediný enzym, 

kde celková stabilizace produktu byla výhodnější než stabilizace substrátu. Z těchto 

důvodů byl enzym DmmA vybrán jako nejvýhodnější a dále podroben in silico designu.  

 Pomocí Rosetty byli navrhnuti celkem dva finální mutanti – dvou- a tříbodový. V obou 

případech byly navrženy mutace fenylalaninů v aktivním místě za menší zbytky. I když 

klesla celková stabilita komplexů kvůli snížení množství kontaktů, vylepšená interakční 

energie enzymu s molekulou yperytu ukazuje, že zvětšení prostoru mělo za následek 

zlepšení sterických podmínek kavity pro yperit. Pokud nebude celková destabilizace 

příliš vysoká, aby se enzym správně neposkládal, aktivita enzymu s optimalizovaným 

aktivním místem by se z hlediska predikce zvýšit. V případě úspěchu nových mutantů by 

navíc bylo možné výpočetně navrhnout další mutace, které by celkově sníženou stabilitu 

kompenzovaly. 

Další postup spočívá v syntéze genu odpovídajícímu navrženým mutantům,  jeho 

naklonování, exprese a charakterizace v laboratoři. Bude studována tepelná stabilita 

mutantů a aktivita vůči analogům yperitu.  
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Závěr 

Výsledkem této práce jsou dvě navržené sady mutací dehalogenasy DmmA, které by 

z tohoto enzymu měly vytvořit účinný nástroj pro degradaci nebo dekontaminaci 

yperitu. Zbavování se chemických zbraní současnými metodami není ideální, především 

kvůli jejich náročnosti na velmi vysoké teploty nebo nebezpečné chemikálie. 

Enzymatická degradace se naproti tomu vyznačuje šetrností k životnímu prostředí a 

dlouhodobou udržitelností.  

Výsledné mutantní struktury budou v nejbližší době syntetizovány a analyzovány 

z hlediska jejich stability. Poté budou odeslány do vojenské laboratoře pro otestování 

jejich katalytické účinnosti  při degradaci yperitu. Pokud budou tyto výsledky kladné, je 

možné přistoupit k optimalizaci syntézy ve větším měřítku a nasazení v praxi. 

Pro mě osobně byla tato práce velmi přínosná – znalosti, které jsem při jejím řešení 

získal, budou, myslím si, velmi užitečné i v budoucnu. Oblast proteinového inženýrství 

vidím jako velice perspektivní. To, co ještě před několika lety bylo skoro nemožné nebo 

extrémně zdlouhavé, se nyní, s nástupem počítačové výpočetní síly, stává běžnou 

realitou mnoha laboratoří pracujících na návrhu nových proteinů, takže můžu čekat, že 

se s vyzkoušenými metodami zanedlouho opět setkám.  
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Seznam symbolů, veličin a zkratek 

EC   Enzyme Commision number (Číslo EC) 

QM/MM  Kvantová/molekulová mechanika 

PDB   Protein data bank, soubor struktury proteinu 

CST   Constraint file 

NAC   Near attack conformation 

REU   Rosetta energy unit 

DmmA1  Výsledný dvoubodový mutant 

DmmA5  Výsledný trojbodový mutant 
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Seznam příloh 

Příloha 1. CST file DmmA 
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tyN[hI! мΥ /hb{¢w!LbT FILE PRO DMMA 
CST::BEGIN  

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 1 atom_name: C4 Cl1 C7   

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 1 residue3: LIG  

 

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 2 atom_name: OD1 CG CB  

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 2 residue1:  D  

 

  CONSTRAINT:: distanceAB:   2.0      0.5  60.0  0     3  

  CONSTRAINT::    angle_A:   169.7   15.0  10.0  360.  2  

  CONSTRAINT::    angle_B:   113.5   20.0  10.0  360.  2  

  CONSTRAINT::  torsion_A:   - 174.2   25.0  10.0   360.  2  

  CONSTRAINT:: torsion_AB:   - 52.6   25.0  10.0  360.  2  

  CONSTRAINT::  torsion_B:   - 178.4   25.0  10.0  360.  2  

 

  ALGORITHM_INFO:: match_positions  

    num_neighbors min_neighbors 16  

  ALGORITHM_INFO::END 

CST::END  

 

CST::BEGIN  

  TEMPLATE::   AT OM_MAP: 1 atom_name: Cl1 C4 C7  

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 1 residue3: LIG  

 

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 2 atom_type: HE1 NE1 CD1  

  TEMPLATE::   ATOM_MAP: 2 residue1:  W  

 

  CONSTRAINT:: distanceAB:   2.8     0.4  60.0  0     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 residue1:  N  

 

  CONSTRAINT:: distanceAB:   2.6     0.4  60.0  0     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  

  #CONSTRAINT:: 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  

 

 

 

 


