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Abstract:
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1 Uvod

1.1 Opis problema

Napovedovanje vezavnih mest je osnova za razvoj novih zdravil. Vezavna mesta na
proteinu so deli proteinov na katerih pride do interakcije z molekulami, ki ob vezavi na
protein v telesu sprozijo dolocen odziv. Dandanes stremimo k hitremu in u¢inkovitemu
razvoju zdravil. Eden izmed izzivov naSega cCasa je porast bakterijske rezistence na
vecino antibiotikov. NasSa reSitev je nacrtovanje zdravil s pomoc¢jo racunalnika. V
prihodnosti bomo lahko namesto navadnega racunalnika za iskanje zdravil uporabljali
kvantni racunalnik. Kvantna tehnologija nam obljublja moznost prikaza kompleksne
kvantno-mehanske simulacije molekularnih procesov. Aprila 2016 je Google prvi¢ na-

tan¢no simuliral molekulo vodika s kvantnim rac¢unalnikom. [1]

1.2 Namen in cilji naloge

V diplomski nalogi bom opisala stiri programe, ki napovejo vezavno mesto na prote-
inskih strukturah. Vsak od teh programov ima svoje metode, algoritme ter programe
za vizualizacijo. Programe bom ocenila, izpostavila njihove prednosti in slabosti, ter

njihovo delovanje predstavila na primeru proteina.

1.3 Pregled vsebine zakljuéne naloge

Na zacetku je predstavljen potek nacrtovanja zdravil z racunalniskimi programi. Sledi
podroben opis stirih programov 3DLigandSite [2], RaptorX [3], COACH [4] in Pro-
BiS [5], ki z metodo virtualnega resetanja is¢ejo strukture, ki so lahko potencialna
zdravila. Jedro je primerjava rezultatov omenjenih programov na manjSem proteinu

oksi- mioglobinu.
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2 Pregled podrocja

Racunalnisko nacrtovanje zdravil in silico je najbolj ucinkovito v zacetnih stadijih iz-
najdbe zdravil v nasprotju s studijami in vitro in in vivo. In silico Studija je na primer
leta 2009 uporabila programske simulacije za napoved delovanja Ze obstojecih zdravil v
primeru zdravljenja tezko ozdravljivega seva tuberkoloze. Uporabili so metodo moleku-
larnega resetanja, s katero so preiskali baze molekulskih spojin v iskanju potencialnega
zdravila [6]. In silico metode vkljucéujejo farmakofore, podatkovne baze, homologne
modele, strojno ucenje, podatkovno rudarjenje, racunalniska orodja za analizo podat-

kov in drugo.

2.1 Aktivno mesto na proteinu

Aktivno mesto je del proteina, na katerega se lahko veze ligand. Navadno je to “Zepek”
oziroma udrtina na proteinskem povrsju. Ce je ligand manjsa molekula je lahko kon-
kavno obrnjen v notranjost proteina, v primeru makromolekul pa je lahko le blago vdrt

na povrsju. [7] Na sliki 1 je prikazano vezavno mesto na proteinu z oznako 4CRT.

Slika 1: Vezavno mesto na proteinu 4CRT, veriga A.

Ce predvidimo vezavno mesto na proteinu oziroma proteinu pripadajoce ligande, lahko

nacrtno sintetiziramo zdravilo. Za to obstaja ve¢ nacinov.
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2.2 Razvoj novih zdravil s pomoc¢jo racunalnika

Racunalniska tehnologija se zelo hitro razvija, prav tako pa tudi tehnike, s katerimi
lahko preucujemo molekularni svet. Racunalniske tehnike so vedno bolj uporabne v

farmaciji, biokemiji, nanotehnologiji, molekularni biologiji itd.

2.2.1 “De novo”

De novo generacija gradi nove molekule z malimi fragmenti kot so karbonilne, karbo-
ksilne, amino skupine, benzenovi obro¢i itd., ki jih z racunalniski orodji pozicionirajo,
ocenijo. Konc¢ne strukture, ki so bile ustvarjene v racunalniskem okolju, so kasneje

sintetizirane v laboratoriju. [§]

2.2.2 Virtualno resetanje

Virtualno resetanje je visoko zmogljiva racunalniska metoda, ki analizira obsezne po-

datkovne baze kemi¢nih spojin z namenom iskanja kandidata za zdravilo. [9]

ReSetanje na osnovi liganda

Iskanje na osnovi liganda deluje na principu, da imajo ligandi, ki so podobni primerja-
nemu ligandu vec¢jo verjetnost za tvorbo kompleksa kot nakljucni ligandi. Navadno se ta
metoda uporablja, ko nimamo na voljo 3D strukture tarcne molekule. Ta ra¢unalniska
metoda sestoji iz dveh elementov: uspesne primerjalne mere in zanesljive metode uje-
manja (scoring method). [10] Primer: LiSiCA PyMOL vtiénik za Windows in Linux

sisteme.

Resetanje na osnovi strukture

Pri tej metodi je bistvo analiziranje 3D strukture Zeljene proteinske tarce. Deluje na
principu, da proteinska vezavna mesta skozi evolucijo ohranjajo strukturo in aminoki-
slinsko zaporedje. [11,12]. Strukturna ohranjenost naj bi bila celo bolj pogosta [13].
Tudi ko se aminokislinsko zaporedje dveh struktur ne sklada, strukturna podobnost
implicira na podobno funkcijo- npr. vezavno mesto. Slabost pri tej metodi je, da
imajo lahko proteini kljub podobni strukturi drugacno funkcijo [5,14]. V nalogi bom
predstavila ProBiS vti¢nik za PyMOL za Windows in Linux sisteme.

Na sliki 2 je primer iskanja vezavnega mesta na osnovi strukture. Podano imamo ami-
nokislinsko zaporedje oziroma samo strukturo proteina. Dano strukturo primerjamo s
podobnimi strukturami in njihovimi ligandi. Na tak nacin lahko predvidimo vezavno

mesto.
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Slika 2: Potek resetanja na osnovi strukture [2].
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Strukture makromolekul v atomski resoluciji so lahko dolocene z:

1. X-ray kristalografijo

2. Nuklearno magnetno resonanco (NMR)
3. Homolognim modeliranjem

4. Nevtronsko spektroskopijo

5. Simulacijo molekulske dinamike

Pogosto je v uporabi homologno modeliranje. V primeru, ko imamo protein s po-
manjkljivo strukturo, jo lahko predvidimo, ¢e obstaja homologni protein s katerim si
delita vsaj 30% aminokislinskega zaporedja. [15] Tak homologni protein imenujemo

predloga [16].

2.3 Podatkovne baze

Programi se v ve¢ini primerov opirajo na proteinske baze podatkov. Preko teh baz
podatkov pridobimo osnovne podatke o molekuli, ki jo preu¢ujemo na primer kemijska
oznaka, opis, aminokislinsko zaporedje, 3D zgradba itd. Primeri: RCSB Protein Data
Bank, BioLip, NCBI, SCOP.

2.4 Preverjanje ustreznosti zdravila

Potencialne molekule ocenimo z vec testi. Tudi najbolj primerna potencialna molekula
se lahko izkaze za neprimerno v nadaljnih in vitro laboratorijskih testih. Kandidati
S0 najprej ocenjeni s programi za vizualizacijo, kjer so lahko Se dodatno optimizirani-
na primer, za povecanje afinitete. Oceni se tudi njihova oralna bioloska razpolozljivost
oziroma ucinkovitost v telesu. V nadaljnem postopku se uposteva tudi kemi¢na in
metaboli¢na stabilnost, distribucija, metabolizem toksi¢nost ter druge biokemiéne la-

snosti. [8]



3 Primeri programov za virtualno

resetanje

Izbrala sem Stiri programe, ki so neplac¢ljivi in dosegljivi vsem. Preucila sem njihovo

delovanje, ter jih preizkusila na primeru manjsega proteina.

3.1 3DLigandSite

3DLigandSite iS¢e podobne proteinske strukture in njihove pripadajoce ligande preobli-
kuje v strukturne modele. Na podlagi strukturnega ujemanja napove mozno vezavno

mesto. [2]

Streznik za izracun uporabi ve¢ programov:
1. PHYRE (PSI-BLAST)

2. MAMMOTH

3.1.1 Phyre

S pomoc¢jo Phyra se generira model proteina, ¢e uporabnik poda le FASTA format.
cij za pridobitev aminokislinskih homologov, koné¢ni rezultat je optimalna kombinacija
vseh petih. Za napoved sekundarne strukture se zazenejo trije neodvisni programi
Psi-Pred [18], SSPro [19] in JNet [20]. Vrednosti vseh treh programov so upostevane,
izrac¢unana je konc¢na srednja vrednost. Na koncu program Disopred [21] doloci najbolj
verjetne strukturno urejene in neurejene regije. Iz aminokislinskega zaporedja ustvarjen
profil in sekundarna struktura sta primerjana z bazo struktur s profil-profil primerjal-
nim algoritmom. Ta algoritem vrne oceno primerjave. Na osnovi desetih najboljsih
ocen se ustvari 3D profil strukture. [2,22] Na sliki 3 je prikazan uporabniski vmesnik
Phyre.
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Slika 3: Uporabniski vmesnik Phyre.

3.1.2 Mammoth

Program Mammoth identificira strukture podobne podani strukturi. Mammoth deluje

na principu, da je napoved strukture uspesna, ko je modelirana struktura kar se da

bolj podobna iskani strukturi, kot katerikoli drugi strukturi. Za ocenitev rezultatov

uporablja P-vrednost. 25 najbolje ocenjenih moznih ligandov se nadaljne analizira.

Uspesni so tisti, katerih strukturno ujemanje dosega vrednost ve¢jo od 7. Tam, kjer je

najve¢ moznih ligandov, je tudi mozno vezavno mesto. (2, 23]
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3.2 RaptorX

RaptorX 3D napove strukturo proteina na osnovi prepoznavanja proteinskih zank, ve-

zavno mesto pa s pomocjo strukturne primerjave. [3].

Najprej se za optimiziranje strategije modeliranja zazene profil-entropijska cenilna me-
toda. Gre za primer homolognega modeliranja. Profil-entropijska cenilna metoda je
uporabna v primeru, ko za tar¢ni protein ne najdemo dovolj dobre predloge. Ta-
krat se metoda bolj opira na strukturno informacijo kot na nenatancno homologno
informacijo. [24] Za modeliranje interakcij med proteinskimi strukturnimi deli program
uporablja verjetnostni graficni model CRF [25], ki temelji na pogojni verjetnostni po-
razdelitvi [26]. Na sliki 4 je enostaven primer preoblikovanja generativnega usmerjenega
modela v CRF.

Generative directed models

eneral CRFs

Slika 4: CRF metoda [27].

Na koncu je implementirana MTT procedura. Ker ima lahko protein ve¢ moznih
homolognih predlog, MTT procedura primerja ve¢ predlog hkrati in na podlagi vecih
predlog napove 3D model strukture [3,28]. S predvidenim 3D modelom in strukturno
primerjavo program napove mozne zepke na povrsSini proteina in pripadajote mozne
ligande. [3]
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3.3 COACH

Program temelji na ideji, da je reSitev za problem iskanja vezavnih mest kombinacija
komplementarnih iskalnih metod, ki ena drugo dopolnjujejo, kar zagotavlja optimalen
rezultat [4]. Ce uporabnik ne poda 3D stukture proteina, je ta modelirana in analizirana

s samostojnim programom I-TASSER, [29].

3.3.1 I-TASSER

[-TASSER je hierarhicen pristop za napoved strukture in funkcije proteinov. Na pod-
lagi aminokislinskega zaporedja in primerjave z ze znanimi homolognimi strukturami
v proteinski bazi (PDB, BioLiP) se dolo¢i zgradba proteinov. Sestoji iz dveh korakov;
identifikacija strukturne predloge (pri tem uporablja program LOMETS [30]) in struk-
turna analiza (s pomocjo programov: SPICKER [31], FG-MD [32] in ModRefiner [33]).
Dolocitev funkcije na podlagi strukture poteka preko programa COACH [29]. Njegovo
delovanje je skupaj z programom I-TASSER prikazano na sliki 5.

&
{f'
Iy I-TASSER COACH
— —» (COFACTOR,
S-SITE, TM-SITE)
LOMETS —
= b @ [_Io_Lii’:
PDB | T
oo B9 = =
A g Syt =
a3l | By e @D
e ZlE ,—"‘_ e VL ' Binding  EG Go
|dentifikacija predloge Mapoved strukture Dolocitew funkcije

Slika 5: Potek delovanja programov I-TASSER in COACH [4].
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3.3.2 COACH

Program COACH ima dve metodi; prva temelji na iskanju na osnovi strukture (TM-
SITE), druga pa na primerjavi aminokislinskih zaporedij (S-SITE). TM-SITE isce ve-
oziroma s strukturnimi predlogami, s katerimi program zazna podobnost na lokalnih
in globalnih delih proteina. S-SITE je narejen na osnovi evolucijske prepoznavnosti ve-
zavnih mest. Na koncu program COACH zdruzi rezultate obeh programov s pomocjo

SVM metode, ki je opisana v nadaljevanju. [4]

TM-SITE

Strukturna primerjava je lahko globalna, kjer primerjamo celotni protein ali lokalna,
kjer primerjamo le del proteina. TM-SITE uporablja vmesno moznost, tako imenovano
SSFL, ki pregleda proteinski zepek od prvega do zadnjega dela. Ta metoda naj bi
zagotavljala optimalne rezultate. Predloge za SSFL se nahajajo v SSFL knjiznjici in
program ConCavity [34]. Zatem se zazene Se TM-align [35]. Rezultati TM-align-a
so ocenjeni s cenilno funkcijo, ki primerja globalne, lokalne, strukturne in sekvencne
podobnosti. Za koné¢no selekcijo vezavnih mest so izbrani ligandi iz TM-align dani v
gruce na podlagi prostorske razdalje med geometriénimi centri na razdalji 4 A. Najboljsi
rezultati predstavljajo mozne ligande in s tem mozna vezavna mesta. Potek programa
TM-SITE je prikazan na sliki 6. [4]

)

.-::}" T i
.{.;;; ‘:"'- :"?_1' Tl'ul-.dllgrill"—— —____ —-:Ii *E'}:S &,
— he ) «‘_‘:h_." . §SFL | —T— A
et ] | 1

SEFL .

— e ]

Thl-align

I. .I = \Fll i
P BiOLiP/—— ?‘fﬁ

ag

i predloge

Slika 6: TM-site [4].
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S-SITE

Program S-SITE, ki temelji na primerjavi proteinskih zaporedij, najprej zazene pro-
gram PSI-BLAST za obdelavo frekvence prek NCBI baze podatkov za namen kontruk-
cije aminokislinske sekvenc¢ne poravnave. Ustvari se pozicijsko specificna frekvencna
matrika (PSFM). Za iskanje homolognih predlog iz Biolipa, se matrika PSFM pri-
merja s PSI-BLAST predlogami pozicijsko specificne tockovne matrike (PSSM) v Bio-
Lip knjiznjici. Pri tem se uporabi Needleman-Wunsch algoritem [36]. Najbolj ustrezni
rezultati so obravnavani kot potencialna vezavna mesta kakor lahko vidimo na sliki

7. [4]

BEE
o
e

PEI-BLAST

S=ERE

EgEE
Bl

[ . MFN VORGSR #

FUZIZERE

BEbE=

83 .B
L1}

[t]

sekvenca w5 2
sekvencni profil
Meedleman-
Wunsch

_.""L_” o 2
&5 a Temelats 1: FLY GI0 B4 S5F 590

" . : . Tanplate 21 P19 B21 BED CFF 590
- - 1 . P18 C20 B24 RET GED 220
n. B .
B - . Peoplite ¥/ P19 620 K24 K87 @25
” ., ; '

hapoved vezavnega

%.’| B . napoved za vsako predlogo mesta
=" strukturne predloge

primerjava

Slika 7: S-site [4].

Kontrolna programa za napoved vezavnih mest sta e FINDSITE [37], ki ravno tako
temelji na primerjalnih predlogah in COFACTOR [38]- metoda, ki primerja lokalne in
globalne strukturne podobnosti med preuc¢evano strukturo in strukturnimi predlogami.
4]

COACH zdruzuje ve¢ programov, ki napovedujejo vezavna mesta na proteinu: TM-
SITE, S-SITE, COFACTOR, FINDSITE in ConCavity. Ko podamo iskano aminoki-
slinsko zaporedje strukture, se zazenejo vsi omenjeni programi. [4] Najboljsi rezultati
programov se nato dolocijo preko SVM [39], ki vrne najbolj optimalne resitve. SVM
je metoda, ki lo¢uje podatke v ve¢-dimenzionalnem prostoru. Lastnosti podatkov so
preoblikovane v koordinatni prostor navadno visje dimenzije. Dolocena je maksimalna

meja, ki locuje podatke po dani lastnosti. [40]
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SVM

Na sliki 8 je shematski prikaz delovanja SVM. V levem kvadratu so podatki v dvodi-
menzionalnem prostoru loceni s krivuljo. Ce jih Zelimo lo¢iti z ravno érto, jih moramo

transformirati.

Slika 8: Metoda lo¢evanja s SVM [41].

3.4 ProBiS streznik in ProBiS vtiénik

Ko podamo proteinsko strukturo, ProBiS preisce predloge proteinov v PDB, ki imajo
podobno vezavno mesto- gre za postopek molekularnega sidranja. [5] Obstaja tudi Pro-
BiS vticnik za program Pymol, ki takoj vrne rezulat.

Vezavna mesta so navadno ohranjena v evoluciji proteinov. ProBiS lahko vezavna me-
sta zazna na podlagi proteinske strukture. Ko podamo strukturo proteina, ProBiS
primerja lokalno strukturo danega proteina s podatkovno bazo proteinskih struktur in
iSce strukturne, geometrijske in fizikalno-kemijske podobnosti. Ko najde potencialno
ujemanje izracuna stopnjo ujemanja. Prednost ProBiS algoritma je, da najde podobna
vezavha mesta, tudi ¢e ima proteinska struktura drugacno zvitje. Pri tem uporablja

algoritem maksimalne klike. [5]
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3.4.1 Algoritem maksimalne klike

Klika je podmnozica vozlis¢ S v grafu, ki je sestavljen tako, da je vsak par vozlisé
povezan. Maksimalna klika v omenjenem grafu je klika z najve¢ vozlisci. Algoritem
maksimalne klike [42] se precej razlikuje od Ze obstojec¢ih algoritmov iskanja. V primeru
ProBiSa vozlisce predstavlja funkcionalno skupino, povezava pa blizino med vozlisci.
Na ta nacin se zajame geometrijske in fizikalno-kemijske lastnosti povrsine proteina. [42]

Shematski potek algoritma ProBiS je prikazan na sliki 9.

A

protein

A-D ~23,000x

Slika 9: Shematski potek algoritma ProBiS [5].

A Proteinska struktura (Q) se primerja z priblizno 23 000 strukturami (P)

B Proteini, ki so prikazani v obliki grafa se razdelijo na podgrafe. Na podlagi

matrike razdalj se izloc¢ijo podgrafi, ki si med seboj niso podobni

C Za vsak podgraf je izracunan skupni graf. Maksimalna klika v skupnem grafu

predstavlja najvecjo podobnost med primerjanimi podgrafi

D Vsaka maksimalna klika doloci strukturno poravnavo med dvema proteinoma.

Za vsako primerjavo je izracunana E-vrednost, vektorski koti, RMSD

E Koraki od A-D se ponovijo za vsak protein iz PDB, rezultati se shranijo v SQL
podatkovno bazo [5]
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3.4.2 Molekularni sprehod

Za analizo povrsine proteinov ProBiS uporablja algoritem, ki izra¢una povrsino mole-
kule dostopno topilu [43]. Povrsina, ki je dostopna topilu, je definirana s sferi¢no sondo,
ki se zakotali ¢ez sfericne atome [44,45]. Ce obstaja povrsina po kateri se lahko zakotali,
potem je ta ista povrsina dostopna tudi za molekulo topila. Ta metoda se uporablja
pri analizi strukture in delovanja proteinov [46], ra¢unanje volumna in povrsine mole-
kule [47], pa tudi za molekularno sidranje [48,49]. V primeru molekularnega sidranja
metoda napove povrsinske zepke in izmeri spremembo energije ob vezavi proteina z
neko molekulo. [43,47,50,51]

Na sliki 10 je prikazana molekularna povrsina c¢loveskega deoksi hemoglobina A, ki

vsebuje 4512 atomov. Radij sfere je v tem primeru 1.4 A.

Slika 10: Deoksi hemoglobin A [43].

3.4.3 Fleksibilnost proteinov

Proteini imajo lahko ve¢ konformacij. ProBiS poskusa zaznati tudi druge konformacije
s primerjanjem dveh proteinov, pri ¢emer uposteva naslednje pogoje: razdalja med
dvema ogljikovima atomoma med primerjalima proteinoma mora biti manjsa od 10 A,
aminokisline v treh delih prvega proteina se morajo ujemati z deli drugega proteina in
med podobnimi tremi deli prvega in drugega proteina mora imeti med ogljiki potegnjen

vektor kot manjsi od 45 stopinj. [5]
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Strukturna poravnava in ”prstni odtisi”

Za lokalno poravnavo proBiS uporablja kot povrsinskega vektorja, RMSD mero, ve-
likost primerjalnega dela proteina, E-vrednost in neposredno lokalno primerjavo dveh
proteinov. Prstni odtis proteina je ponavljajoca se 3D struktura znacilna za neko ve-
zavno mesto. ProBiS prepozna prstne odtise proteina na podlagi strukturne poravnave.

Na ta nacin lahko bistveno pripomore k hitrejsi identifikaciji vezavnega mesta. [5]



4 Rezultati

Programe sem zagnala na manjSem proteinu oksi-mioglobinu s PDB kodo: 1A6M. Na

Slika 11: Oksi-mioglobin [52].

Mioglobin je manjsi citoplazemski hemoprotein, ki se nahaja v skletenih misi¢nih vla-
knih. Od odkritja njegove strukture leta 1958 se trudimo v popolnosti razumeti nje-
govo strukturo in delovanje [53]. Njegova glavna naloga je kopicenje kisika v celicah.
V primerih pomanjkanja kisika, lahko mioglobin kisik tudi sprosca in ga tako naredi

dostopnega telesu [54].

16
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4.1 3DLigandSite

Na sliki 12 so vidni podatki podani ob prijavi- elektronski naslov, unikatna Stevilka
procesa, datum, nac¢in podane strukture (v tem primeru FASTA format), strukturni

model in iskanje prek programa Mammoth.

Submission Details

Email: wrska zimstemi@gmail com
Unigue Job identifier: 052 Tde041333892a
Description: LAEM

Date: Mon Oct 24 20010007 BST 2016
Submission Type: sequence

VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHEQDIL TRLFKSHPET LEKFDRFKHLKTEAEMKASED
. LKKHEWTVL TALGAT LKKKGHHEAE LKPL AQSHATKHK IPTKYLEF ISEAT THVLHSRHP
iy Sy GDFGADAQGAMNKAL ELFRKDTAAKYKEL Y

Structural Model

Phyre2 joh: 0527d=04f3338028
Phyre2 template: laBma_
Phyre2 confidence score: 100.0

Structural Search

confidence data from search of structural library with Mammaoth

Average InE: 20.69
Maximum LnE: 2068
Min LnE: 20.69

Slika 12: 3DLigandSite: vhodni podatki.
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Na sliki 13 so prikazani rezultati Mammoth programa (povprecje, minimum, maksimum-

ki so v tem primeru identi¢ni). Vidimo, da je nasel potencialni ligand HEM. Zabelezene

so vse aminokisline, ki so aktivne v vezavnem mestu. Ocenjena je povprecna razdalja,

ki je ponazorjena z barvo, od temno do bledo modre. Za JS divergenco ni zabelezeno

nic.

Cluster
1

Ligansdis

Predicted Binding Site Heterogens present in Predicted Binding Site

Reshiuwe

38
42
43
45
B4
BT

103
104
107
136

Aming
acid

THR
LS
FPHE
ARG
HIS
THR
VAL

L ALA

LEU
LEL
SER
HIS
HIS
ILE
TR
LEU
ILE
FHE

contact

15 Heterogen Count source structures
av distance

divergence Smbn_aA 4mbn_A,3kBz_A 3hSE_A,3RST_A,
= Jedb_A 3eda A 3Jedd A 3ecy A Jecy A
0.1 _ _A,3edd _A 38,
HEM 25  3zcl_A 3s50_A 3eSi_A,Je55_ASedn_A,
[ 001 | 2714_AZ7i3 AT APl A 2T A,
[ ooo | 2ZEF A ZEZSY A ZIEM AZIEL A ZISS A
| 0.00 |
| 034 |
0.68
| 0.00 |

0.06

0.11

0.18

Slika 13: 3DLigandSite: mozni ligandi.
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Na sliki 14 je prikazan konéni rezultat programa 3DLigandSite, ki je vizualiziran s

pomocjo Jsmol-a. Strukturo lahko premikamo in vrtimo. Moznost imamo spreminjati

dolocene lastnosti.

Structural View of Prediction

Display Modification

colour by: ® prediction

Jensen Shannon Divergence
spacefil: ® off 20% 100%:

wireframe: ® off © wireframe © wireframe 50 © wireframe 100

spacefil: ® off 20% 100%:
wireframe: ® off ©on © wireframe 50 © wireframe 100
* cartoon

label

Display of Non Metalic heterogens
spacefill: ® off 20% 100%:

wireframe: © off standard wireframe 50 ® wireframe 100

Reset to original orentation
spin

background black *

Prediction colour legend s SR P redicied Binding Sitel
Conservation Score Colour legend: 0-0.15 0.16-0.30 0.31-0.40
0.61-0.70 0.71-0.60}0.81-1.00

Slika 14: 3DLigandSite: koncni rezultat.

Za izrac¢un je program v mojem primeru potreboval priblizno 3 ure. Ko je bila napoved

zakljucena, program ni poslal elektronskega sporocila na moj elektronski naslov. Ta

program ni uspeSno napovedal vezavnega mesta, saj je ligand HEM ze definiran v
FASTA formatu proteina oksi-hemoglobina z oznako 1AG6M.
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4.2 RaptorX

Na sliki 15, lahko vidimo oznako preiskovanega proteina (1A6M), oznacena je tudi

veriga. Stevilo 1 pod segmentom pomeni, da je bil le ta modeliran.

1A6M | 1A5M:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

Section . Input Sequence and Domain Partition (help)

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91
VLSEGEWQLYV LHVWAKVEAD VAGHGQDILI RLFKSHPETL EKFDRFKHLK TEAEMKASED LKKHGVTVLT ALGAILKKKG HHEAELKPLA QSHATKHKIP
11111311111 11131141441 11121223231 1221223313311 1231314117 1111414299 112112222371 1212333331391 11213111131 1111111113
1e1 111 121 131 141 151

IKYLEFISEA IIHVLHSRHP GDFGADAQGA MNKALELFRK DIAAKYKELG Y

11111311111 131131111131 1111442323 121212232311 12131311111 1

Slika 15: RaptorX: vhodni podatki.

Na sliki 16 vidimo, da je program nasel dva zepka. Oznaceni so deli proteina, ki so
aktivni v vezavnem mestu. Na desni strani je osnutek rezultata, pomoc¢ in moznost

prenosa datoteke. Viden je tudi status nase poizvedbe.

Section Il. Summary Prediction Results

Domain: 1 P-value: 6.73e-06 uGDT(GDT): 162(107) uSeqld(Seqid): 151(100) Summary (help)
« The input is processed as 1 domain(s)
Pocket Multiplicity Ligand Binding residues 0 DU e R TTETEE)

_____________________________________________________________________________________________________ = 1{0%) positions predicted as disordered

« Secondary struct: 76%H, 0%E, 23%C
1 141 HE T39 K42 F43 R45 H64 T67 V68 A7T1L72 L89 S92 HI3 . Solvent access: 29%E, 39%M, 31%B

H37 199 Y103 L104 1107 F138

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Download

=22 Download |detailed prediction results
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" To open .zip files, you may use 7-zip for
Windows or unzip for Linux/Unix/MacOS.

Status

Current status: Complete
Submitted on: 2016-10-24 14:14
Scheduled on: 2016-10-24 15:02
Finished on: 2016-10-24 15:21

Section Ill. Detailed Prediction Results (you can see each result entry by clicking on it)

[+] Click to view the predicted results in the CAMEO Tormat
[+] Click to view 3D model and binding site residues for domain 1 [1, 151] P-value:6.73e-06

Slika 16: RaptorX: mozni ligandi.

Na sliki 17 je prikazana legenda vrste struktur v preiskovanem proteinu. Vidimo, da je
vecina organskih struktur, dva modra stolpca sta prikazana kot iona. Polinukleotidov

in peptidov program ni nasel.
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Legend for the CAMEQ format  (hel)

[ ions (1) [] organic (O) M Poly-Nucleotides (N) [l Peptides (P)

I=THR;n=39 r=LYSn=42 r=PHE;n=43 r=ARGN=45
r=VAL:n=68 r=ALAN=T71 r=LEU;n=72 r=LEU;n=83
r=TYR;n=103 r=LEU;n=104 r=ILE;n=107 r=PHE:n=138

r=THR;n=51 r=GLU;n=52 r=HI5n=64 I=THR;n=67

r=5ER;n=92 r=HIS:n=93 r=HIS:n=97 r=ILE:n=99

Slika 17: RaptorX: vrste struktur v proteinu.

Na sliki 18 je prikazan koné¢ni rezultat RaptorX programa v Jsmol-u.
imamo jezicek “Pocket/Ligand” s katerim si izbiramo, katere ligande naj prikaze. Pro-
gram je nasel tri ligande: HEM, CMO in SO4. Prikazana je tudi P-vrednost in GDT

vrednost (mera podobnosti). Uporabnik lahko spremnja hitrost vrtenja strukture in si

Zgoraj desno

shrani sliko v PNG oziroma JPG formatu. Za ve¢ informacij je podana povezava do

navodil uporabe Jmol.

PockeyLigand - | Domain 30 model has

P-value: §.40e-05

uGDT{GDT): 140.2(92.8)

PocketL{141)-HEM
POCKEIL{141)}-CMO

Pocket Multiplicity: 141

Ligand Name: HEM

PockelZ{6d).504

Rotation

= Left-click+drag to rotate the
stnachure.

= Usze the middle-scroller to

ZOOM.

Right-click the structure fior

more options.

= Hower over a residue in the
sequence box to see it
highlighted in the structure.

= \fisit the Jmol mouse
manual wiki

spin andoff
% fast

show
Zoom
ZOOM in
T DUt

Show Quality
= low

high
Save
AsS PNG
A5 IPG

Slika 18: RaptorX: koné¢ni rezultat.
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Na sliki 19 so oznaceni deli aminokislinskega zaporedja. Z rdec¢o so obarvani tisti deli,
ki so del vezavnega mesta. Stevilke v 3. vrstici so zaokrozena pri¢akovana vrednost

napake v 3D modelu (v nasem primeru 0).

Click here to see help for this sequence box

1 11 21 31 41 01 61
VLSEGEWQLV LHVWAKVEAD VAGHGQDILI RLFKSHPETLEKFDRFKHLK TEAEMKASED LKKHGVTVLT
0DOPOAOOOO ONONNOABAA NEAOANOAOA NAANENAAAE AOAONANENN NEOPONONAO BOAOAONEAD
71 81 a1l 101 111 121 131
ALGAILLKKKGHHEAELKPLA QSHATKHKIP IKYLEFISEAIIHVLHSRHP GDFGADAQGA MNKALELFRK
00EOEEOOE0 0NENNONEEA NEAOAPEEO0 NNANENNEAE AOANENANE0N NEOAENENAE BOAOABDEDD
141 151

DIAAKYKELG Y

00EEEEEA00 0

Slika 19: Deli aminokislinskega zaporedja.

Program RaptorX je samostojno nasel manjsi ligand CMO. HEM in SO4 sta namrec
ze definirana v FASTA zaporedju proteina 1A6M. Za napoved je v mojem primeru

potreboval 37 minut. Rezultati se na internetni strani hranijo do 14 dni.
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4.3 COACH

Na sliki 20 je v levem kotu prikazan protein skupaj z ligandi. Na desni strani imamo
moznost izbrati kateri ligand naj program vizualizira. V mojem primeru je nasel 10
moznih ligandov. Opisani so parametri kot je C-vrednost, velikost, ime liganda. Po-
dana je moznost prenosa podatkov. Poleg kon¢énega rezultata programa COACH, nam
streznik vrne tudi prikaz posameznih rezultatov programov COACH: TM-SITE, S-
SITE, COFACTOR in ConCavity z istimi parametri kot pri COACH-u. Rezultati so

v prilogi.

Cluster PDB Lig Download
size  Hit Name Complex
100 2093 1fsxA HEM Rep Mult 42,43 4564 67,68,71,72,89,92,93,97.99,103,104,107,138,142

Click to view Rank C-score Consensus Binding Residues

2 0.12 136 laziA AZI  Rep, Mult 29,43,64,68,107

3 0.04 43 2wBxAXE  Rep, Mult 25,28,29,65,68,69,107

4 0.03 4 BCL Rep Mult 17,24 28,69,72 111,114,115,131
5 0.02 20 Rep, Mult 104,108,135,138,139

6 0.02 25 Rep, Mult 89,93,104,138,142

7 0.02 15 Rep, Mult 36,102,105,106,109.110,113

8 0.02 30 Rep, Mult 29,64,68

9 0.02 30 Rep, Mult 1,2,133,136,137,140

10 001 5 Rep, Mult 36,38

Download the residue-specific binding probability, which is estimated by SVM
Download the predicted bound ligands and detailed prediction summary.
Download the templates clustering results.
{a) C-score is the confidence score of the prediction. C-score ranges [0-1], where a higher score indicates a more reliable prediction
(b) Cluster size is the total number of templates in a cluster.
(c) Lig Name is the name of possible binding ligand. Click the ligand name to view its information in the BioLiP database
(d) Rep is a single complex structure with the most representative ligand in the cluster, i.e., the one listed in the Lig Name column
Mult is the complex structures with all potential binding ligands in the cluster.

Reset to initial crientation Spin On/Off

Slika 20: COACH: napoved ligandov.

Program je napovedal vec ligandov. V mojem primeru je COACH za izracun potreboval

5 ur in 7minut.
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4.4 ProBiS

Na sliki 21 je v tabeli oznacenih 5 ligandov izmed vseh najdenih. V spodnjem delu slike

je barvna razpredelnica. Skrajna modra predstavlja najbolj ne-ohranjeni del proteina,

skrajna rdeca pa najbolj ohranjeni del proteina.

la6m.A 1A6M , Chain E : 100 similar structures
Phosphate ion 7| Similar Proteins
Sulfate ion 5 | Proteins | Nucleic Acids | lons
Hydrogen peroxide Site 1 | Binding Site 2 Binding Site 3 Binding Site 4 Binding
Protoporphyrin ix c... _ Binding Site &
Hame

Structure

Not Conserved

Asymmetric Unit v | |

Conserved

PD8 || Download PNG | | Black

Slika 21: ProBiS: najdeni ligandi.

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi

Protoporphyrin ix containing fi
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Streznik ProBiS (slika 22) poleg majhnih molekul najde tudi proteine, posamezne nu-

kleinske kisline in ione, ki se vezejo na preiskovani protein.

st AEE
Cvir transcriptiona... _C M| ]

1A6M , Chain /| : 100 similar structures Ea

Similar Proteins
Small Molecules Nucleic Acids lons
ing Site 13 Binding Site 14 Binding Site 15 Binding Site 16 Binding Site 17 Bind

) pownioad Table

Structure Name Source Confidence Binder Ligand

ig,‘;—} Cvir transcriptional regulator 3gp8  2.08  Specific

Slika 22: ProBiS: rezultati.

ProBiS je za napoved ligandov na primeru proteina 1A6M potreboval 2 uri in 19 minut.
Nasel je skupno 8 vezavnih mest in ve¢ malih molekul (ligandov). Za protein-protein
vezavo je nasel skupno 21 vezavnih mest. Nukleinskih kislin in ionov, ki bi se vezali na

preiskovani protein, ni nasel.
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4.4.1 ProBiS vti¢cnik za Pymol

Na sliki 23 je prikazan protein (zeleno) in vezavna mesta (modra, svetlo modra, violi¢cna

in rjava). Uporabnik lahko spreminja protein preko programa Pymol [55].

Slika 23: ProBiS vtiénik za Pymol.

Pymol je zelo uporaben, brezplacen in uporabniku prijazen program za vizualizacijo in
modeliranje molekul. Skupaj s ProBiS vticnikom lahko hitro in enostavno analiziramo

preucevani protein.
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Na sliki 24 so v levem stolpcu vezavna mesta, na desnem stolpu pa pripadajoci ligandi.

Vidimo, da je program nasel 8 vezavnih mest in vecje Stevilo ligandov.

Inputw Output] Filew Ahout]
BSite Viewl Alignment View] Help]

bsite-# Binding Site Zscore | | |

o 6hbw.43.HEM.153.B.B 0

1 1nxf.43.HEM.147.AA 1 2.53
2 3005.46.NTE.147.B.B_2 2.44
3 3005.46.NTE.147.B.B_3 2.44
4 3005.46.NTE.147.B.B 4 2.44
5 3005.46.NTE.142.AA 5 2.33
6 3005.46.NTE.142.AA 6 2.33
7 3005.46.NTE.142.AA 7 2.33

[

lig-# |

align-# |

| Zscore

Predi d Ligand

o
=5

(=3 RN I I A ST N

i el el e el =
W m NN R WN RO

20

HEM.154.A.1.0:1mtj
HEM.154.A.1.0:1mtk
HEM.154.A.1.0:1mym
HEM.155.A.1.0:101lm
HEM.155.A.1.0:102m
HEM.155.A.1.0:103m
HEM.201.A.1.0:4nxc
HEM.155.A.1.0:1mbd
HEM.154.A.1.0:2zsp
HEM.155.A.1.0:1vxd
HEM.154.A.1.0:2zt2
HEM.154.A.1.0:27s55
HEM.155.A.1.0:1vxc
HEM.154.A.1.0:2mb5
HEM.217.A.1.0:5mbn
HEM.154.A.1.0:1mbi
HEM.154.A.1.0:1a6m
HEM.154.A.1.0:2zst
COH.154.A.1.0:1yoi
HEM.154 .A.1.0:1swm
HEM.200.A.1.0:1jpb

4l

PLIP visualization: ON (disabie with Gtrl + P)
Calculating LigandRMSDs...

Slika 24: ProBiS:vezavna mesta in napovedani ligandi.

Query Protein: 1a6m, Chain: A
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Na sliki 25 je prikazana pomoc¢ pri programu ProBiS.

- BralEns

Input] Outputw File} About]
BSite View | Alignment View |

~ Column Legend

bsite-# |D of representative binding site

Binding Site Representative binding site code: PDBID.#LIGATOMS.LIGCODE.LIGNUMBER.CHAINID.CHAINID_bsite-#
Zscore Maximum normalized alignment score

lig-# |D of predicted ligand (reference ligand for ligand RMSD calculations is marked with a star)

Predicted Ligands  Predicted ligand code: LIGCODE.LIGNUMBER.CHAINID.MODELID:ASSEMBLYID

LigandRMSD Root-mean-square deviation of atomic positions

align-# ID of alignment

Alignments Alignment code: PDBID #LIGATOMS.LIGCODE LIGNUMBER.CHAINID .CHAIMID
Zscore Normalized alignment score

_ ListBox Keyboard Shortcuts

Ctrl + left-mouse click Multiple selection

Ctrl+ P Toggle PLIP visualization

Ctrl+R ‘Set selected ligand as reference ligand for ligand RMSD calkculations
right-mouse click ‘Set selected ligand as reference ligand for ligand RMSD calkculations

left-mouse click on column header  Sorting by column on the respective box

PLIP visualization: ON (disable with Ctrl + P) Query Protein: 1a6m, Chain: A

Slika 25: ProBiS pomoc.

Na podlagi rezultatov je ProBiS napovedal najvec ligandov- malih molekul in proteinov.
Pri ProBiS strezniku je potrebno poudariti, da sprejme vec verig isto¢asno, medtem ko
lahko drugi programi analizirajo le eno verigo posebej. ProBiS streznik je za analizo
vezavnega mesta potreboval priblizno 2 uri, ProBiS vti¢nik za Pymol pa je rezultate

vrnil takoj.
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5 Zakljucek

V nalogi sem opisala §tiri brezpla¢ne, uporabniku dosegljive programe za iskanje ve-
zavnih mest na proteinih, ter jih preizkusila na manjSem proteinu oksi-mioglobinu.
Programi uporabljajo ve¢ nacinov iskanja- od iskanja podobnosti na nivoju amino-
kislinskega zaporedja do analize strukture in primerjave z ve¢ knjiznicami. Nekateri
programi zdruzujejo omenjena nacina za pridobitev optimalnih rezultatov. Za vizuali-
zacijo je najbolj uporaben program Jmol. Ugotovila sem, da v mojem primeru od vseh
programov izstopa ProBiS, ki je napovedal najve¢ moznih ligandov- od manjsih mole-
kul, do proteinov. Dobre rezultate je vrnil tudi COACH, ki je vizualiziral rezultate vec¢
programov. Pri COACHu je prakticno ravno to, da uporablja ve¢ komplementarnih
metod. Najhitrejsa sta bila RaptorX (37min) in ProBiS (2 uri). Za Se bolj natanéno

oceno vseh programov bi bilo potrebno programe zagnati na ve¢ primerih proteinov.
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