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1 INTERAKCIE A INTERAKCNE MAPY

1.1 Struktury biomakromolekil a ich komplexov

su publikované vo vol'ne pristupnej PDB databaze.
URL: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (k 11.04.2017 ca 129 000 struktur). (Obr. 1)
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1.2 Interakcie ligandov
z PDB databazy mozno zobrazit' a analyzovat’ pomocou programu DicoveryStudio (DS). DS
software umoznuje pracu napr. s pdb subormi (zdznam o Struktirnom usporiadani proteinov,

nukleovych kyselin a ich komplexov), ktoré je mozné vol'ne stiahnut' z PDB DB.

1.3 DS software
sa da ziskat’ po registracii tu:
http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-discovery-studio/visualization-download.php

(Obr. 2)
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Obr. 2. Uvodna stranka Biovia na stiahnutie programu Discovery Studio.

1.4 Praca s DiscoveryStudio

1.4.1 VSeobecny uvod

Na obrazku 3 st hviezdi¢kou (*) oznacené Casto pouzivané nastroje z uvodnej obrazovky po
otvoreni DS a oznacené ako 1 je tlacidlo na on-/ine nacitanie Struktirneho siboru z PDB DB (ak

viete 4 miestny alfanumericky kod pozadovaného PDB zdaznamu, ktory idete analyzovat). (Obr.
3)
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Obr. 3. Uvodna stranka programu DS s oznatenymi uZitoénymi funkciami (1, *).
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1.4.2 Nacitanie komplexu

Ak chcete nacitat’ napr. PDB komplex 4QX4 (ALR2 enzym s inhibitorom Cemtirestat (3E2)),
stlacte tlacidlo 1 (open URL) a napiSte 4QX4 do riadku ID, pripadne upravte (stary) automaticky
generovany link na http:/files.rcsb.org/download/4QX4.pdb (k zmene doslo na strane PDB

databazy a nemusi byt premietnuta v pouzitej verzii DS)

1.4.3 Otacanie, posuvanie komplexu a oznacovanie, €¢i dobrazovanie jednotlivych
casti komplexu

sa uskutocniuje na strednej liste kurzormi oznacenymi hviezdickou * (Obr. 3). Vyznamnou je aj

klavesova skratka Alt H, ktora otvori obsahové okno (biele vlavo), kde mozte vidiet pod

oznacenim A v poradi AAs, ligandy (na obrazku rozbalené) a vody v krystalovej struktare. (Obr.
4)
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Obr. 4. Struktira ,,spravne” nato¢eného komplexu PDB: 4QX4 (dobre vidno ligand, ako na

obrazku Int Mapa 1) a otvorené obsahové okno.

A znamena prvy komplex (deli sa na A-aminokyseliny, A-ligandy a A-vody, ktoré detailne
uvidite po rozbaleni. Na obrazku 4 mate rozkliknuté ligandy NAP401 je kofaktor NADP+ a su
3
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tam aj dva Cemtirestaty oznacené ako 2E2402 a 3), pokial’ by v krystalovej mriezke bolo viac

komplexov spolu, mozu tam byt’ aj pismend B, C, D... Analyzujeme len jeden komplex. Ostatné,

pre zjednodusenie mozme ignorovat, alebo zmazat' (po oznaceni mysou cez klavesové tlacidlo

Delete).

1.4.4
a)

b)

Priprava na analyzu komplexu v DS

natoCte komplex tak, aby bol ligand dobre viditel'ny (ak robite analyzu série komplexov
s jednym biologickym cielom, natocenie komplexu treba mat vidy rovnaké). Vid’ napr.
obrazok Interak¢na Mapa 1.

Potom klinutim na ligand ho oznacte (vyzIti sa) a zobrazte len ligand tak, ze kliknete do
zobrazovacieho okna pravou mysou a dajte Show only. Potom ligand skontrolujte, ¢i ma
dobru Struktaru (v pripade PDB: 4QX4, softiware DS zobrazuje zly SH konformer, je
preto treba spravit’ upravu podla struktury Cemtirestatu (3E2) uvedenej v PDB databaze:

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4qx4 jeho Struktira je na

stranke dole [UPAC menom aj obrazkom. Uprava tautoméru sa robi oznacenim vazieb

(wyzltia sa kliknutim mysSou) a premenou ich vazbovosti nastrojmi na liste. (Obr. 3 a 5)

Obr. 5. Struktura ligandu Cemtirestatu z PDB: 4QX4 pred upravou (vlavo) a po tUprave

(vpravo). Nezabudnite na konci uprav znovu oznacit ligand a pridat’ vodiky cez liStu Chemistry /

Hydrogens / Add.

c)

Po uprave ligandu kliknite na zobrazovacie pole pravou mysou a dajte Show All (objavi

sa okrem ligandu aj protein a vsetky vody)



Navod na vyhotovenie interakcnej mapy 2017.04.12.docx A. Bohac, Biomagi 2017

d) Potom oznaéte vSetko napr. Ctrl A ako vo Worde, chodte na liste do Chemistry /
Hydogens / Add (pridate vsade vodiky)

e) Potom kliknite na zobrazovacie pole pravou mysou a dajte Display Style / Atom / (Color
by element) Line (vSetky vizby AAs aj vody a ligand zmenia vzhlad na lines)

f) Potom poklikajte len na ligand (Z/ty) a zmente tak isto ako v e/ jeho zobrazenie na Stick

cez mys a Display Style. Mali by ste dostat toto (Obr. 6):

Obr. 6. Komplex po kontrole, Gprave ligandu s pridanim vodikov na ligande aj vSetkych vodach

a AAs (aminokyselinovych zvyskoch).

g) Potom s vyZltenym ligandom chodte na li§tu Menu / Structure / Show by radius a dajte
6A. (dostanete AAs okolo ligandu do vzdialenosti 6A4)
h) Potom kliknite na zobrazovacie pole pravou mysou a dajte Display Style / Protein / Off

(zmizne slucka a zostanu len AAs do vzdialenosti 6A od ligandu) (Obr. 7)



Obr. 7. Ligand Cemtirestat z komplexu PDB: 4QX4 a jeho AAs zvySky do vzdialenosti
6 A od ligandu.

1) Potom oznacte ligand achodte na liStu Structure / Monitor / Non-bond interactions

a dajte nasledovne nastavenie: (Obr. 8)
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Obr. 8. Nastavenie zobrazovania interakcii ligandu s AAs z jeho vdzobého miesta.
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j) Potom OK azobrazia sa interakcie. Na zobrazenie vzdialenosti chod’te na liStu, dajte
Structure / Monitor / Interaction options a zakliknite Show distances a zobrazia sa

vzdialenosti. (Obr. 9) Nasledne mozte analyzovat interakcie a robit’ interakénti mapu.
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Obr. 9. Ligand, vody a AAs do vzdialenosti 6 A spolu so zobrazenymi typmi interakcii

a ich vzdialenost'ami v A.

k) Poklikanim na jednotlivé AAs zvysky sa Vam tieto predstavia napisom mena AA
v l'avom dolnom rohu (alebo aj klikom pravou myskou v zobrazovacou okne a v otvorenej
tabulke dole kliknite na Attributes). Ostatné nechdm na VasSu Sikovnost™ a tvorivost’ pri

pouzivani DS.
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1.5 Analyza interakcii - Interak¢na mapa

Interakéna mapa predstavuje graficky diagram zobrazujici interakcie medzi ligandom

a biomakromolekulou napr. enzym / ligand (inhibitor). Mapa sa robi v programe ChemDraw

nasledovne:

b)

d)

komplex v DS natocte tak, aby bol ligand dobre viditelny (ak robite analyzu série
komplexov s jednym biologickym cielom, natocenie komplexu treba mat rovnaké)
skontrolujte, ¢i DS nacitalo Struktaru ligandu spravne, teda tak, ako je uvedena v PDB
DB (byva niekedy problém s tautomérmi). Ak sa stane, ze ligand v DS nezodpoveda
struktire deklarovanej autormi, upravte ligand v DS, inak nemusia byt najdené interakcie
uplné.

nakreslite Struktiru ligandu v ChemDraw (Object / Object setings / Line width 0.045,
atomy dajte Arial 14 bold s farbou podla prvku) v konformacii presne tak, ako ho vidite
z natocené¢ho komplexu v DS. (priklad mapy interakcii ndjdete v prilozenom cdx subore
a tiez na obrazku Interakcna mapa 1)

dopliite interakcie do int. mapy (Obr. 12) podl'a analyzy komplexu v DS (Obr. 10)
(interakciu udavajte na jednu desatinu) po zapisani interakcie do obrazku v DS danu
vézbu oznacte a skryte (pravé tlacidlo mysi / hide) aby ste zachytili vSetko podstatne, nic¢
nevynechali anepomylili sa. Pri interakciach a ich zapise do mapy dodrzte ca uhly a rel.
polohy AAs (aminokys. zvySkov) voci prislusnému atomu ligandu s ktorym AA
interaguje. Zakreslite: ionovu int. do vzdialenosti 6 A; vodikovu vizbu HB do 2.5 A (+
vyznacite skupinu a atom z AA, s ktorym sa farmakofor viaze); halogénové vizby do
4A; +PI, PIPI interakcie a VAW (lipofilné) do 5 A. Interakcie siry s Ar a -COO™ (¢i

inych aniénov) s Ar do mapy nedavame.
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Obr. 10. Interakcie v DS: Cemtirestat a AAs z komplexu PDB: 4QX4. Vlavo je pohl'ad

na ligand z predu, vpravo pohl'ad na ligand z jeho boku.

pomocou v DS vytvoreného SAS (Solvent Accessibility Surface) povrchu okolo ligandu,
urcte tieZ solvent accessibility parts teda atomy ligandu, ktoré su exponované do
cytosolu. (Obr. 11)

SAS povrch v Discovery Studio spravite tak, ze pojdete na Receptor-Ligand
Interactions (na liste v DS), oznacite ligand v zobrazovacom okne (objavi sa zltym) a
otvorite na lavej strane DS okna zdlozku Tools, tam date Define Ligand a pod nim v
Dispaly receptor surfaces date SAS. Ked sa povrch vytvori, natocite ho tak, aby ste jasne
videli ligand v otvore v SAS povrchu pri jeho modrom vyfarbeni(-iach) (Obr. 11) a tam
uvidite, ktoré atdmy su dostupné cytosolu (rozpustadlu, teda si mimom AAs proteinu).
Tie atomy v int. mape oznacte gulickou, ako je vidno v Int. Mape 1 (Obr. 12). Pozrite ¢i

nie je otvorov s modrym okrajom v SAS povrchu viac otocenim ligandu okolo jeho osi.

Obr. 11. Otvor v SAS povrchu s atomami ligandu (Cemtirestat) exponovanymi do rozpustadla

(modry okraj otvoru SAS povrchu).



Navod na vyhotovenie interakcnej mapy 2017.04.12.docx

A. Bohac, Biomagi 2017

f) na konci analyzy zhodnot’te a uved’te pocet vyznamnych interakcii za nazov latky

interakcie uvadzajte v poradi ich sily (ionové, HB, +PI, halogénova viazba, PIPI, VdW),

hodnotime aj menej kvalitné interakcie (napr. 2 interakcie zjedného atomu..., zla

vzdialenost’ pre HB (nad 2.4), ¢i menej vhodny uhol pri HB (optimum je 180 ° na volny

el. par)). Z tohto dovodu sa mézu objavit’ v zavere aj Cisla ako 0.5 (napr.: 1 IONIC, 3.5

HB, 2.5 PIPI) (Obr. 12)

)
12)

ostatné zvyklosti pri tvorbe interakénej mapy mozte vidiet’ na prilozenom obrazku (Obr.
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His110 bolo treba v DS upravit na jeho protonizovant formu, podla info z PDB int.

Obr.

12. Interakénd mapa 1 (Cemtirestat). Interakcie inhibitora s aminokyselinovymi

zvySkami (AAs) vaktivhom mieste ALR2 enzymu (PDB: 4QX4) soznafenim atomov

smerujucich do cytosolu (solvent accessible part, striebornou znackou). V komplexe st nahodne

Cemtirestaty dva, z toho jeden je menej vyznamne viazany, nachadza sa na okraji komplexu

asmeruje do cytosolu. Zobrazeny a analyzovany je Cemtirestat, ktory sa viaze v aktivhom

mieste ALR2 (ald6za - reduktazy 2).
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