Strukturalne rodzaje biatek

e  Fibrylarne
biatka proste o strukturze widkienkowej
stanowigce podstawowy materiat
budulcowy organizméw zwierzecych.
Sa to typowe biatka o budowie
widknistej, dzieki temu petnig funkcje
podporowe. Do tej grupy biatek nalezy
keratyna, kolagen, miozyna i fibroina.

Kolagen

e  Stabilnos¢:

o wigzania wodorowe N1 N2 N3

o cross-link zwigzany ze starzeniem
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Biatka btonowe

e Biatka btonowe to powszechne biatka, ktére sg
czescig bton biologicznych lub wchodza z nimi w
interakcje.

e Biatka btonowe dzielg sie na kilka szerokich
kategorii w zaleznosci od ich lokalizacji.

o Integralne biatka blonowe sg stata czescig btony
komérkowej i moga przenika¢ przez btone
(transbhtonowe) lub wigzac sie z jedng lub druga
strong btony (integralne monotopowe).

o Peryferyjne biatka btonowe sg przejsciowo
zwigzane z btong komdrkowa.
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Btona komorkowa

e  Blona biologiczna, biomembrana lub btona komérkowa to
selektywnie przepuszczalna btona, ktéra oddziela wnetrze
komérki od srodowiska zewnetrznego lub tworzy przedziaty
wewnatrzkomérkowe, stuzac jako granica miedzy jedng czescig
komérki a druga.

e  Btony biologiczne, w postaci bton komérek eukariotycznych,
sktadajg sie z dwuwarstwy fosfolipidowej z wbudowanymi,
integralnymi i peryferyjnymi biatkami wykorzystywanymi w
komunikacji i transporcie substancji chemicznych i jonéw.
Wigkszo$¢ lipidow w btonie komdrkowej zapewnia ptynng
matryce dla biatek, ktére moga sie obracac i dyfundowac na
boki w celu fizjologicznego funkcjonowania.

e  Biatka sg przystosowane do wysokiej ptynnosci Srodowiska
dwuwarstwy lipidowej z obecnoscig pierscieniowej otoczki
lipidowej, sktadajacej sie z czasteczek lipidéw Scisle
zwigzanych z powierzchnig integralnych biatek btonowych.
Btony komérkowe réznia sie od izolujgcych tkanek utworzonych
przez warstwy komorek, takich jak btony $luzowe, btony
podstawne i btony surowicze.

1 leaflet 1

leaflet 2

water




Biatka btonowe
struktura

e >90 %: a helikalne

Biatka btonowe
struktura

e  >90 %: a helikalne

e Integralne biatka politopowe to biatka tr.
ktére rozciagaja sie przez btone wiecej
Biatka te mogg mie¢ rézna topologie tra
te maja jedng z dwoch'8 o

e  Biatka wiazki helisy, ktdre sa obecne we
typach bton biologicznych;

e  Biatka beta-beczkowe, ktére wystepuija 4
zewnetrznych btonach bakterii Gram-uje]
zewnetrznych btonach mitochondridw i

e  Biatka bitopowe to biatka transbtonowe,
sie w poprzek btony tylko raz. Helikty trg
biatek majg znacznie inny rozktad aming
helikty transbtonowe bjglek politopowyd

e |Integralne biatka monotopowe to integra
btonowe, ktére sa przytaczone tylko do j
i nie rozciggaja sie na catej dtugosci.




Keratyna

e  Powtarzalny motyw: HxxHCxC
H-hydrofobowe
C-natadowane

bcd
PPH
P-polarne
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Hydrophilig

Kolagen

e  Kolagen (/'koladzan/) jest gtéwnym biatkiem
strukturalnym w macierzy zewnatrzkomérkowej
wystepujacej w réznych tkankach tacznych
organizmu.

e  Jako gtéwny sktadnik tkanki tacznej, jest najobficiej
wystepujacym biatkiem u ssakéw, stanowigc od 25%
do 35% zawarto$ci biatka w catym organizmie.

e  Kolagen skfada sie z aminokwasdw potaczonych ze
sobg, tworzac potréjng helise wydtuzonych wiékien
znang jako helisa kolagenowa. Wystepuje gtdwnie w
tkance tacznej, takiej jak chrzastka, kosci, ciegna,
wiezadta i skora.

e  Witamina C jest niezbedna do syntezy kolagenu, a
witamina E zwigksza jego produkcije.

Tvp Budowa Wystepowanie Inne cechy
Kolageny fibrylare (wiokniste)
R —— skéra, Sciegna, wigzadia, koscl, zebina, inne tianki T
2 faczne niebedace chrzastka .
1 | chrzast, cialo szkste, jadro miazdzyste (whrazku |
3 migdzykregowym) i
- rozciaglwe tkanki taczne jak skora, migénie, ukiad S——
2 naczyniowy; czesto razem z typem | .
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Kolageny tworzace ukiady sieciowe
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Witasciwosci ogblne
o-Kkeratin (coiled-coil)
e  Superstruktura drugorzedowa
o nadrzedne elementy a lub B
Hydrofobowos¢
Zdolno$¢ tworzenia makrostruktur
czwartorzedowych

Spider silk fibroin

- Extended

Collagen (triple helix)

Wykorzystanie biatek fibrylarnych

e  Wsparcie mechaniczne i ochrona
o  cytoszkielet, np. keratyna
o macierz pozakomérkowa, np. kolagen D
Budowa struktur komérkowych
Komunikacja wewnatrzkomérkowa
‘Ruch’
Budowa struktur zewnetrznych, np. jedwab
Funkcje regulacyjne
o  pigmentacja
o wzrost wloséw
o regeneracja nabtonka

Intermediate
= filaments.

Collagen/

fibronectin | Extracellular

matrix

i~ Plasma
© 3 membrane

Actin filaments

| Cytoskeletal
networt

]. Nudlear
1 envelope

I Nucleus




9 residues (~15A)

<
o
4000 M
i
3000 w
v
=
2000 el
> wvi
£ | g
i) o))
i -
[=} e
=
[
O -1e0e
S
-§> o0 W\ N ¥ KX T4 ®I197  Ceccccccocaces
= 2
-3000 2l
=L
!
~s0s0 |- et
3
~s000 =
@
‘ @
o s ™ 150 200 250 ED E =
sequence position
Dynamika

e Zmiana konformacji zwigzana z funkcja:
o kanal/transporter musi wykazywaé selektywnos$é
o receptor musi posiadaé forme aktywna i
nieaktywng




Biatka transportowe

e  Selektywnos$é

Exoplasm
"y XX EE R
selectivity filter
water-filled pore
ooooooo‘o g o'oooooo
. . Cytoplasm

Biatka transportowe

e  Reaktywnos$¢

Extra-cellular




Efektywnos$¢ upakowania w btonie

* Grzebiety (V/L/l) & doliny(G/S/T/A) [motyw GxxG]
* Nachylenie (~20°)

Grooves
(GIT)

Glycophérin A

Efektywnos¢ upakowania w btonie

* Inne motywy stabilizujgce

0 Suwaki leucynowe/izoleucynowe

0 Suwaki serynowe

0 Suwaki glicynowe (motyw GxxxGxxxG)




Elementary dynamiczne

« Gly, Pro znajdujace sie w
zalamaniach
Pro w elementach transbtonowych
(TM) stuza:
o rodzaj zawiasow
o odpowiadajg za aktywacje funkciji

transportowych —
o zmiane konformacji receptoréow —

Elementary dynamiczne

* Nieciggtos¢ helis (okoto
40%):

0 helisy 3

10 °
0 m-helices,

0 przerwy.
+ Konsekwencje dudowy
mechanicznej:

0 optymalizacja odleglosci

[ tworzenie miejsc aktywnych




Sktad jakosciowy

« Pas aromatyczny - zakotwiczenie

Tryptophan
(Trp, W)

exoplasm

cytoplasm

Y, (=

Tyrosine
(Tyr, Y)

Sktad jakoSciowy

+ Arg, Lys — oddziatywania zewnarzbtonowe

*
Arginine

exoplasm (Arg, R)

cytoplasm )}

™)
Lysine

(Lys, K)




Biatka
zwigzane z btonami

+ oddziatywania elektrostatyczne

Structure. (1

Biatka
zwigzane z btonami

- oddziatywania kowalencyjne

(a) (b)
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Biatka
zwigzane z btonami

+ oddziatywania kowalencyjne:

kwas ttuszczowy zwigzany z N-terminalng glicyng lub

cysteing/seryng

hydrofobowej reszty farnezylowej lub

geranylogeranylowej przytgczona do cysteiny

Palmitate
/\/\/\/\/\/\)\
NH/T

/\/\/\/\/\/\/\/\f" Myrl state

NH
SSNH N

[o]

Geranyl-geranyl group

S

A

A A s

NH
\NHL“/ \

Kotwiczenie
za pomocg domeny

* Nonpolar

OXygenase-T

Membrane-anchori
ng domain




Interakcje
biatko-btona

Wptyw btony na biatko

- Niedopasowanie hydrofobowe

Skrzywienie Dyfuzja pozioma
A MDM bl
WDVWW i W%ww
Zmiana konformacji Ohgomel‘yzaCJ ie.,.f::’;tem
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Wptyw btony na biatko

+ Pojedyncze komponenty biony
moga oddziatywac silnie z
biatkiem (np. artefakty
krystalizacyjne).

LIFVAGC[sTWREVENKRNENE
Hydrophobic Hydrophilig

Wptyw kw. tluszczowych na biatko

* Interakcje pomiedzy
kwasami ttuszczowymi a Thylakeid space
biatkami blonowymi sa g
niezbedne dla

utrzymania:
i SCi PG =7
o stabllnosc! _ Y
o poprawnosci
fatdowania v
O a ktywn Oé C i Stroma

biologicznej




Receptory sprzezone z biatkami G

e  GPCRs (ang. G protein coupled receptors) stanowig najliczniejszg i bardzo zréznicowang grupe biatek btonowych
odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatéw przez dwuwarstwe lipidowg do miejsc efektorowych znajdujacych sie we
wnetrzu komarki.

e  Sekwencjonowanie ludzkiego genomu ujawnito wystepowanie ok. 800 r6znych typow receptoréw nalezacych do rodziny GPCR
(geny kodujace receptory GPCR stanowia powyzej 3% ludzkiego genomu), a ponad potowa z nich wykazuje potencjalne
znaczenie dla przemystu farmaceutycznego.

e  Analiza poréwnawcza sekwencji receptoréw GPCR oraz badania funkcji poszczegélnych typéw receptoréw doprowadzity do
podziatu tej rodziny biatek na klasy, ktére oznaczono literami od A do F.

e  Pierwsza, najliczniejsza klasa A (nazywana réwniez klasg podobnych do rodopsyny - ang. rhodopsin like), obejmujgca ponad
80% wszystkich GPCR, to klasa receptoréw rodopsyno-podobnych. Receptory wchodzace w sktad tej grupy sg jednymi z
najlepiej zbadanych. Zaliczamy do nich, obok rodopsyny, miedzy innymi: receptory adrenergiczne, opioidowe, adenozynowe,
kanabinoidowe, receptory chemokin, dopaminowe i histaminowe.

e Klase B stanowig receptory sekretyno-podobne. Do klasy C zaliczamy receptory glutaminergiczne i feromonowe.

e  Kolejne klasy D i E tworza odpowiednio receptory feromonéw grzybéw oraz receptory cAMP.

e  Ostatnia klasa F to receptory frizzled/smoothened. Klasyfikacja ta pokrywa si¢ w wigkszosci z nowga klasyfikacja GRAFS,
opartg na badaniach filogenetycznych. Nazwa GRAFS pochodzi od pierwszych liter wyodrebnionych rodzin receptoréw, do
ktérych nalezg odpowiednio: receptory Glutaminergiczne, Rodopsyno-podobne, Adhezyjne, Frizzled i smakowe oraz
Sekretyno-podobne.

GPCRs ;g%f\iobel Prize in Chemistry

C\io Branched N-glycan

L Palmitoyl

Membrane Lipids

Sphingolipid

Group

Cholesterol

i i Phosphatidylcholine

ﬁoberf J. Lefkowitz Brian K. Kobilka

Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Chemistry 2012 was awarded

Interaction-Surface:
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@ OtherGa surtaces
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Color Key

jointly to Robert J. Lefkowitz and Brian K. Kobilka
"for studies of G-protein-coupled receptors"
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GPCRs Sciezka sygnalizacyjna

Hormone/neurotransmitter

Receptor Plasma membrane

AN AANANAAANANAN
AR TNV

\I->-> ‘&ch’

G protein ér‘

cAMP

e

Biological Target proteins <+——wu | l (\\
response «:l phosphorylation __— \PKA‘ . \PKA

g “
/Active I:;;f/i}ve
The GPCR-G protein complex

Extracellular domain (ECD)

[iz-adrenergic < Transmembrane domain (TMD)

receptor

G-protein <




GPCRs ligandy i efektory

« Nucleotides, nucleosides

« Prostaglandins
o PAF ...

Small endogenous
Odorants molecules

I « Amino acids, amines

e TSH

Proteins o LH
e FSH
NH,

Photons @

NH," ]
« Interleukine

» Wingless

J

Second
messengers

S00h ; 9% Bockaert, J. (2009) ELS. John Wiley & Sons, Ltd

a) G protein

GPCRs podobienstwo strukturalne

- GPCRs majq podobne
struktury pomimo niskiej
zgodnosci sekwencji

* Rhodopsin & B3,-AR: 21%
zgodnosci,
e TMrmsd=1.6A
« TMD jest najlepiej

zachowang czescigz 7 TM
helisami




GPCRs rdéznice strukturalne

[B,-adrenergic receptor

Rhodopsin

(ECL2 is long and blocks entrance) (ECL2 is a short helix, entrance is open)

GPCRs

” =

- Specyficzne wiasciwosci
- ECD: rozrdznia ligand

TMD:

1 specyficzna aktywacje w oparciu o motywy NPxxY &

CWxP

1 kontrola allosteryczna (cholesterol)

] dimeryzacja

ICD: stabilizacja stanu nieaktywnego poprez motyw

D/ERY




Natywnie nie pofatdowane biatka
(intrinsically unstructured proteins, IUPs)

Brak organizaciji strukturalnej w biatkach

- Regionalizacja (IDRs)




Brak organizacji strukturalnej w biatkach

- Cate biatka (IUP)

20 struktur NM ;F(ﬂ')\z’/puszc zdInej fosfoproteiny
A . . / 75

'




Rola IUPs w
cyklu zyciowym komdrki

+ Regulacja cyklu komérkowego i ekspresji genoéw
+ Pakowanie DNA

« Transport komoérkowy

« Komunikacja i syngnalizacja

+ Regulacja

- Patogeneza (np. nowotwory)




Metodyka badan IUPs

+ Techniki eksperymentalne
BKrystatografia
0 Spektroskopia: NMR/EPR, CD, FRET
0 High-speed atomic force microscopy (mikroskopia sit atomowych)
0 Raman optical activity
U Time-resolved small angle X-ray scattering (TR-SAXS)

0 Metody obliczeniowe:
m [UPred, DISOPRED (prediction)

m  Molecular dynamics (characterization)

Wybrane funkcje

+ Regulacja funkcji i proceséw biologicznych:
[0 Komunikacja
0 Syganlizacja
0 Cykle komorkowe
0 Ekspresja genow
Specyficzne tryby aktywnosci:
] rozpoznawanie czasteczek

] kontrola aktywnosci 1 entropii systemu




Funkcje

* Rozpoznawanie molekularne
0 Assemblers: act as scaffolds that spatially direct the assembly of large

protein complexes (ribosome, cytoskeleton, chromatin)

0 Effectors: regulate the activity of other proteins or other regions of the

same protein (e.g. p21 and p27 in cell cycle regulation)
0 Scavengers: store and/or neutralize small ligands (e.g. casein)
0 Display sites (IDRs): targets for post-translational modifications

0 Chaperones: assist the folding of proteins and RNA molecules

Rozpoznawanie molekularne
[0 Wigzanie z partnerem powoduje cz¢Sciowa organizacje
IUPs
0 Pewne fragmenty pozostaja elastyczne prawdopodobnie

0 powodujac zmiany strukturalne u partnera

] zmieniajgc wilasciwosci w miejscu wigzania




Funkcje

- Kontrola aktywnosci i entropii systemu

0 IUPs stanowig site przeciwng do uporzadkowanych zmian
strukturalnych lub mogg wptywac na organizacj¢ i orientacje
domen wewnatrz kompleksow biatkowych

[0 Nawet w trakcie aktywnoS$ci pozostaja nie pofatdowane

0 Rodzaje:

0 Sprezyny: generuja pasywna site (powrdt napigtych migsni do stanu
spoczynkowego)

0 Separator: utrzymuje niezbedne odlegtosci

0 Eacznik: taczy domeny w nowe konfiguracje

Charakterystyka IUPs

« Struktura szczatkowa
0 Helisy PPII (polyprolilne II helices) (10-20% aminokwasow)
0 Motywy odpowiedzialne za wigzanie:
m (1) MoREs/MoRFs (ang. molecular recognition elements/featurea, 10-70 AA, cz¢sto ampifatyczne),

m (2) SLiMs (ang. short linear motif).

« Preferencje sekwencji

0 Pro - formuje i stabilizuje strukture drugorzedowg
0 Polarne - blokuje fatdowanie

0 Cys - brak wigzan disarczkowych

0 SLiMs: niskie powinowactwo, szybka wymiana

0 Brak konserwacji ewolucyjnej




Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

« Elastycznos¢ konformacyjna prowadzi do

elastycznosc wigzania w zaleznosci od warunkow.
a

The hypoxia-inducible factor-1a (red) bound to different targets

Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

+ Powinowactwo wigzania: AGring = AHpind - TASping

[0 IUPs - interakcje wigzanie-faldowanie — wzrost AS, ~w

poréwnaniu do biatek pofaldowanych — slabsze wigznie —

1. wieksza czestotliwo$¢ wymiany partnerow (zaleta dla biatek
sygnalizacyjnych)

2. komponent AH,  wylacza kataliz¢ — enzymy sa ZAWSZE
sfaldowane

[0 Niepolarny interfejs — wigksze AH, kompensuje utrate
entropii




Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

* Kinetyka mechanizmu wigzania-fatldowanie

1. Wstepne stabe wigzanie poprzez szczatkowe

fatldowanie

2. Wysokie powinowactwo po identyfikacji partnera 1

osiggni¢ciu optymalnej konfiguracji.

Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

« Specyficznos¢é substratowa (...lub jej brak)
1 brak specyficznych wiazan wodorowych w
strukturze drugorzedowej
m helisy PPIl nie posiadajg wigzan wodorowych
1 specyficzne wigzanie wykorzystuje dostepne
wolne wiaznia

PPII helix with unpaired backbone polar groups




Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs
« Reulacja poprzez modyfikacje potranslacyje

0 Brak struktury

[0 Rozwiniety tancuch
0 Latwos¢ enzymatycznej fosforylacji, glikozylacji, acylacji,
hydroxylacji...

0 SLiMs sa tatwo rozpoznawane przez enzymy PTM

Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

+ Regulacja poprzez modyfikacje potranslacyje

Methylated Lys in short linear motif (histone-
to human BPTF (2F6J




Zalezno$¢ struktura-funkcja IUPs

* Regulacja poprzez
modyfikacje potranslacyje

Methylated Lys in short linear motif (histone- denvedjéptlde) bound
to human BPTF (2F6J) =

Metody przewidywania
struktury biatek




Eksperymentalne metody wyznaczania struktury 3D

Metody dyfrakcyjne:
0 X-ray diffraction/scattering
0 Neutron scattering

U  Electron microscopy/crystallography

Metody spektroskopowe
0 Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
0 Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy

0 FTIR, Raman spectroscopy, circular dichroism, mass spectrometry

Przewidywanie sruktury

+ Metody eksperymentalne sg dokiadne ale...
0 saczasochionne
0 sa kosztowne
0 biatka blonowe i kompleksy sa ktopotliwe

* Tylko niewielki odsetek biatek posiada eksperymentalne
struktury.

* Metody obliczeniowe sg mniej doktadne ale
szybsze!




Przeglad stosowanych rozwigzan
« Podejscie fizyczne (ab initio)
1. Wykorzystanie pdl sitowych do obliczenia energii potencjalne;j
2. Probkowanie konfiguracji
3. Wykorzystanie teorii p6l srednich
+ Podejscie oparte o szablony (comparative)
1. Modelowanie homologiczne
2. Rozpoznawanie foldu (struktury drugorzgdowe;j)

* Metody zintegrowane:

1. Kierowane eksperymentalnie modelowanie komputerowe

2. Metody ewolucyjne (skorelowane mutacje)

SHOO!

quantum physics
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The Nobel Prize in Chemistry 2013 was awarded Y V ~\.(U/, =
A V) 26 §

jointly to Martin Karplus, Michael Levitt and Arieh e
Warshel "for the development of multiscale models ~ medium-
for complex chemical systems"




Podejscie fizyczne
» Zatozenia

1. Faldowanie bialek bierze si¢ z obnizeniem energii
uktady

2. Struktu 2 tywna ma najnizsza energlf;. .

1 2
AG=G,-G,<0

Podejscie fizyczne

3. Proces faldowania mozna opisac poprzez:

* Bezposrednie (explicit) opisanie zmian struktury
niepofaldowanej 1 jej otoczenia (wody, jonow, thuszczy)

+ Matematyczny opis catkowitej energii systemu 1
konfiguracji (force field)

- Algorytm testujacy lokalne struktury w celu odszukania tej
0 najnizszej energii (natywneyj)




Podejscie fizyczne

Bezposredni (explicit) opis systemu

Bialko

N - A7

Lipid head
groups

Lipid tails

Protein

> Water

> Lipid bilayer




Podejscie fizyczne

+ Prébkowanie konfiguracji

0 Opcja 1: wygenerowanie wszystkich mozliwych
konfiguracji i identyfikacja optymalnej - oblicznowo
niepraktyczne

0 Opcja2: minimalizacja energii
1. Oszacowanie potencjatu niepofatdowanego biatka
2. Wprowadzenie lokalnych zmian w lokalizacji atoméw 1 (1)

3. Nizsza energia kontynuuj, brak zmian w energi lub wzrost
wroc do (1)

Podejscie fizyczne

* Prébkowanie konfiguraciji

0 Jezeli symulacja natrafi na lokalne minimum
symulacja utknie!

Potential Energy

Starting —

‘\(;Inbal minimum

(native state)

Configuration




Metody oparte o szablony
- Struktura jest generowana w oparciu o szablony
(templates), ktoére:

1. Wykazuja podobienstwo na poziomie sekwencji
(homologs)

2. Posiadajg whasciwosci fizykochemiczne zgodne z
analizowang sekwencja (query)

- Podstawowe strategie:
1. Modelowanie homologiczne

2. Rozpoznawanie foldu (threading)

Zgodnos¢ strukturalne

« R.M.S.D - root-mean-square deviation

1 N
RMSD = WZJ?

[’ N - porobwnywane atomy 8
[ 6, - odlgtos¢ [A] pomiedzy para atoméw
I:

52 - (Xa_Xb)z - (ya_yb)Z + (Za—Zb)z 52




Metody oparte o szablony

0 Biatka o podobnej sekwencji majg podobng strukture

0 Strukture biatka mozna przewidzie¢ po identyfikaciji
homologii na poziomie sekwencji

Query
Metody oparte o szablony
1. Identyfikacja szablonow > 30% zgodnosci (psi-BLAST)
2. Dopasowanie sekwencji
3. Integracja wspotrzednych zgodnych aminokwasow
4. Optymalizacja energii (minimalizacja)
5. Ocena jakosci symulacji (WHATIF, Verify3D)




|. Identyfikacja szablonéw

>THN_DENCL
KSCCPTTAARN
>lcrn

CRLPGTPRPVCA

30% zgodnosci
" ¢ Target MAVEQIGEGGLVMYWVTFG- - LMAFSALAFAVMTFTRPLNRRSHGYITLA 48 A
w dopasowaniu  ew e wee e
Target IVIIAAIAYYAMAASGGRALVSNPDGNLRDIYYARYIDWFFTTPLLLLDI o8

80 lub wiece] NS
aminokwasow.

Il. Przygotowanie szablonu SMTL D : Sinb.1

RepoMan-PP1g (protein phosphatase 1, gamma isoform)
holoenzyme complex

Coordinates PDB Format
Method X-RAY DIFFRACTION 1.30 A
Oligo State hetero-1-1-mer
Ligands ¥ 1 x MLI® MALONATE ION ton-funciinal Binders) A
MLI1: 6 residues within 4A-A
o (WP Chain A' D 61, H.63, D89, R 218, H.245, Y260
9 PLIP interactions: &
9 interactions with chain A

o o % Hydrogen bonds: AD.61, AD.89
o (@B Water bridges: AR 218, AR 218, AH.245

(@Psait bridges: AH 63, AH 122, AR 218, AH 245
- 6XGOL GLYCEROL (Non-functional 8iners) ¥
1 X NA”: SODIUM ION (ton-functonal Binders) ¥
. Links RCSB” PDBe” PDB|” PDBsum® CATH® PLIP®
Citation Kumar, G.S. et al., The Ki-67 and RepoMan mitotic phosphatases
‘assemble via an identical, yet novel mechanism. Elfe (2016) Iy

Release Date 2016-10-05

Peptides Serinethreonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic
subunit: Al

Cell division cycle-associated protein 2: Bl % | catoona @ | »

lsadlatn)

SMTL:PDB SMTL ChainId: AB




Identyfikacja optymalnego szablonu

Templates ~ Quaternary Structure  Sequence Similarity  Alignment  More ~ Build Model:

sort  ¢Coverage $GMQE  $QSQE  ~videntity $Method  +Oligo State $Ligands CiaEsalection

O 319214 Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Crystal structures of holo and Cu-deficient CuZnSOD from the silkworm Bombyx mori and the implications in
Amyotrophic lateral sclerosis

|—] 089 091 6863 X7ay20A homo-dimerv  2xZNY

319€.1.A Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Crystal structures of holo and Cu-deficient Cu/ZnSOD from the silkworm Bombyx mori and the implications in
Amyotrophic lateral sclerosis

v I 089 092 6797 Xray20A  homo-dimery  2xZN?

219y.1.A Superoxide dismutase [Cu-Zn]

nd Cu-deficient h yx mori
Amyotrophic fateral scierosis
~ I 0.89 0.92 67.97 X-ray18A  homo-dimery  2xZN¥ 2xCU®

Method @  X-RAY DIFFRACTION 180 A
Found By®  HHblits # | catona @ > A

Seq Similarity @ 0.51
3l0y1 A x
Biounit Oligo State homo-dimer Build Model e

e Target Prediction @ Itis possible to build a homo-dimer. The
target model is also. tobea
‘homo-dimer.
Build a homo-dimer @ monomer O
& urgez_cmc‘nlxsr- NGCHSSGPHENP €5
319y.1. B ERENCYN- bOSCTVER Dune smimm@mm -

Terget YEKEHGA B} TLEGADSITGRIVVVHADADDLGQEG 125
319y.1.A [ HEEPES Gﬁn lﬂmﬁm VPIIGRILVVHAD DDIG GG 3

Terget HEESKSTCNAGARIGCCVICIAKY 152
319y.1.A NEESKITCNACERE " COPIEDARY
Model Results o Orderby:  GMQE v
Oligo-State © Ligands © GMQE © W[AND!!CO Gilobal @
Homo-dimer 2xCU“ 2xZN“ v oss @+005

_
IV. Ocena wynikow
. prediction)
2 x COPPER (Il) ION A
CU.2: 5 residues within 4A'A
@cnamA H45 H47 H62 V117, H119
3 PUP interactions. A

3 interactions with chain A
(% Metal complexes: A'H 45, AH.47. AH.119

CU 4: § residues within 4Av
3 PP interactions: v

GMQE (Global Model Quality Estimate) is a quality estimate which combines properties from the target-template

alignment and the template structure. They are combined using a multilayer perceptron trained to predict the IDDT 2XZINCION
score of the resulting model. The GMQE is available before building an actual model and thus helpful in selecting
optimal templates for the modelling problem at hand. Once a model is buil, the GMQE ((1) in the figure above) gets T———— . ”
updated for this specific case by also taking into account the QMEANDISCo global score of the obtained model in ats naa vt I o
order to increase reliability of the quality estimation. -
o aE Py
QMEANDIsCo global score (Studer et al., (2) in the figure above) is the average per-residue QUEANDIsCo score ‘ B~ oa i EE S SS——

(see below) which has been found to correlate well with the IDDT score (Mariani et al.). The provided error estimate
is based on QMEANDIsCo global scores estimated for a large set of models and represents the root mean squared
difference (i.e. standard deviation) between QMEANDIsCo global score and IDDT (the ground truth). As the reliability
of the prediction depends on model size, the provided error estimate is calculated based on models of similar size to
the input.

oo [T TN

Template  Seqidentity Coverage Description
QMEAN Z-score analysis (Benkert et al.) is deprecated and the GMQE and QMEANDisCo global scores should be 30y1A 6707% MM Superoxde dismutase [Cu-Zn] v
consulted for global model quality estimates instead. It is based on 4 statistical potentials of mean force and their AN SRS R
linear combination: the "QMEAN" score. All scores, 5 in total, are compared with what one would expect from 2 .
experimentally determined structures of similar size using Z-scores ((4) in the figure above). In other words: How meri and the implications in Amyotrophic lateral sclerosis
many standard deviations from the mean is my model score given a score distribution from a large set of
experimentally determined structures. Z-scores around 0.0 therefore reflect a "native-like" structure and, as a rule of R A
thumb, a "QMEAN" Z-score below -4.0 indicates a model with low quality. This is illustrated by the "Comparison" plot Nodet o
((5) in the figure above). The x-axis shows protein length (number of residues). The y-axis is the "QMEAN" score.
Every dot represents one experimental protein structure. Black dots are experimental structures with a "QMEAN"
score within 1 standard devation of the mean (|Z-score| between 0 and 1), experimental structures with a [Z-score|
between 1 and 2 are grey. Experimental structure that are even further from the mean are light grey. The actual
model is represented as a red star.




QMEAN composite scoring function

- Cypotential 3-25 A (SSE specific)
- all-atom potential 3-20 A (SSE specific)
. - local potential (0-10 A)

solvation potential
#C, atoms within 8 A

interaction potential
- Cb atoms
- all atoms

Predicted secondary structure
(PSI-PRED) and solvent
accessibility (ACCpro)

Combined torsion potential over 3
consecutive amino acids:

-inner 45° bin size

- outer 90° bin size

QMEAN = linear PSIPRED
combination of 6 terms. !

~ \ . s agreement between model
% e - =% wetghts optim ized on structure and predicted
A CASP models

features from the sequence
om0 soreor

torsion angle portential

Predictor

Prediction

Organizers

CASP

Community Wide Experiment

on the Critical Assessment of

Techniques for Protein Structure Prediction

Experimental Structure

CAMEO

Continuous Automated Model Evaluation

Assessment




ARTICLES

hitps//doi.org/103038/541587-022-0M432-w

Single-sequence protein structure prediction
using a language model and deep learning

Ratul Chowdhury'#, Nazim Bouatta'®=, Surojit Biswas?$, Christina Floristean*8, Anant Kharkar?,
Koushik Roy#, Charlotte Rochereaus, Gustaf Ahdritz@®#, Joanna Zhang*, George M. Church'?,
Peter K. Sorger®'7= and Mohammed AlQuraishi®*¢=

Alpharoldz and related computational systems predict proteln structure using deep Ieznlng and co-evolutionary relationships
In multipl

(MSAs). Desplte high prediction accuracy ach remain
In(l)predcﬁonotorphmudrzpidymvhgprotelnsrormdaiMSAmnotbegenemw, (Z)npldexplotaﬁonoldedgmd
structures; and (3) g the rules g 2 Sp folding In Here we report development
of an end-to-end difr t (IIGN)ﬂmnsesapfotdnlmguagemodd(AnlnoBERT)MIeam
latent structural from dp A linked module compactly represents C_ backbone geometry

ina and way. On ize, RGN2 outperforms AlphaFold2 and RoseTTAFold on orphan pro-
teusaMdassesotdeslgmdpmtetnsmexhlewngwtoaw‘MMucﬂonIncompuullme These findings demonstrate
the and ngths of proteln models relative to MSAs In structure prediction.

b Al TR

Rafnamant .

Fig. 1] Organization and application of RGN2. RGN2 combines a transformer-based protein language model (AmInoBERT, yellow) with an RGN that uses
Frenet-Serret frames to generate the backbone structure of a protein (green). After Initial construction of the sidechains and hydrogen-bonded networks,
refinement of the structure Is subsequently performed using AF2Rank (blue).




Modelowanie homologiczne

- Dopasowanie wielu sekwencji

0 MSA (ang. multiple sequence alignment) determinuje

jakos¢ koncowego modelu

GLIPSEAENG-226
GU vERPER-316
GUCECOLIE-316
GUCERWCTE 316

Dopasowanie wiekszej liczby sekwencji (ang.:
multiple sequence alignement) wykonywane jest

7azwyczaj z uzyciem metod progresywnego st o
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Procedura dopasowania rozpoczyna sie od
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Dla zbioru wszystkich sekwencji poddawanych
dopasowaniu generowane s3 przyrownania lokalne.

Algorytm dziata na zasadzie obliczania wynikéw
podobiefstwa jako liczby dopasowan k-tup miedzy
dwiema sekwencjami, biorac pod uwage ustalona
kare za przerwy. Im bardziej podobne sekwencje,
tym wyis?/ wynik, im bardziej rozbiezne, tym nizsze
wyniki. Gdy sekwencje zostang ocenione,
Eenerowan jest dendrogram w celu przedstawienia
olejnosci dopasowania wielu sekwencji.
Wyisze uporzadkowane zestawy sekwencji s
wyrownane jako pierwsze, a nastepnie pozostate w
kolejnosci malejacej.

AB + C [ EF+G | [V + K |
[ ABC + D| [ EFG+H |
| ABCD + EFGH |
| ABCDEFGH + IJK |

1 10 2 30 40 50 60 0 80 90 100 104

spIB2CAJ212CHAYE  HGNTKTKORQYQSHSSQPTHTSAPYLLRRONEPSLYGRHNCRCCHF ADTLVNCSNHYLCLCLNTHLRRSNLCDICGEEL PTTTIVPVEPSAPLPG
spIBOBLKIIZ_CPYVB  HGNCRSKQESHPTCPNTQTPEPTEREFRRARYNSLYGRYNCKCCHFADRNLINCSDHYLCLRCLNVHLRTSHLCNICHKPLPTRISVTEPTAPSE
spIQGUYZLIZGTOVY  HGNSKSKSNPSS~SSESQKGAPTYTEFRRTATHSLYGRYNCKCCHFADKNLIKCSDHYLCLRCLNVHLKNSOLCNICHEQLPTCITVPEEPSAPPE
spIQGIVUSIZ_JUNTN ~ HGHCNGASKSNQ=~PDSSRYTOPAREF RRYAHSSLYGRYNCKCCHFADTNLLTCNDHYLCLRCHOVHLRNSOLCNICHKPLPTTITVPYEPTAPPP
splQ27YE212_IPPYY  HGONQSROKOKAT~ONGPKDTGHRADLIPDATGH-~GPEFCKSCHF ERRSLYACNNHYLCHNCLTLLL SVSERCPTCKLPLPOKLKLTSSPSAPPSPSPPPYSP
Consensus MG, ,5,dkqu o1, ,1qpk,ts 3, o1, S1yGr nCkeCHFadrL ! COBHYLCE,CL, 0L,  SH1C,IC, JLPE L L,vp,0PSPP. v veve

Do dopasowania wielu sekwencji mozna
wykorzystac wiele programow:

CLUSTAL Omega

MAFFT

MuSCLE

T-Coffe

Uzyskane wyniki co do zasady bedg poréwnywalne
ale kazdy z programow ze wzgledu na specyficzny
algorytm moze wprowadzac réznice w ostatecznym
przyrownaniu.

Réwniez prezentacja wynikéw bedzie dla kazdego
programu inna.




Mozna wnioskowa¢ o homologii sekwencji. W inzynierii genetycznej MSA pozwala zaprojektowac

Najlepiej zachowane | dopasowane fragmenty sekwencji statery zdegenerowane.

bedq zazwyczaj Swiadczy¢ o wysokim podobienstwie Pozwala generowac drzewa filogenetyczne pozwalajace
funkgji biologicznych. wnioskowac o przebiegu zmian ewolucyjnych,

Zmiany | réznice pomiedzy sekwencjami $wiadcza o pokrewienstwie sekwencji i w efekcie organizméw.

zdarzeniach ewolucyjnych.

W przypadku nieznanych sekwencji mozemy wnioskowac o
ich funkcjach biologicznych.

Dla dopasowania dwdch sekwencji mozliwe jest
obliczenie parametru bedacego oceng jakosci

! przyréwnania.
: W przypadku dopasowania wielu sekwencji jest to
= of G niemozliwe!
T AT e pE o Nie ma dopasowania idealnego | poprawnego.
| £ Jest tylko dopasowanie optymalne .

i Ocena jakosci dopasowania wielu sekwencji jest w
i gestii badacza.

e it bl T s (_'zy ko[ejno_?‘f Wpro‘wadgeqia SEkWE‘n(:I'I' w
dopasowaniu bedzie mie¢ znaczenia?




czy kolejnos¢ wprowadzenia sekwencji w dopasowaniu bedzie miec

znaczenia?
Im wiecej sekwencji tym wiekszy ,ciezar’ poprawnie SeqA GARFIELD THE LAST FAT CAT

dopasowanych fragmentéw sekwencji.
SeqgB GARFIELD THE FAST CAT

Bez interwencji badacza automatyczna korekta
SeqC GARFIELD THE VERY FAST CAT

dopasowanie jest niezwykle trudna.
SeqgD THE FAT CAT

SegA GARFIELD THE LAST FA-T CAT

SeqgB GARFIELD THE FAST CA-T
SeqC GARFIELD THE VERY FAST CAT
SeqQD - -===- THE =--- FA-T CAT
) Input data
jak postepowac... - Recommendation
small number of
nusuallylong
Use CLUSTALW. Other program may

( »
g
4 ) g
sequences >20, 000 residues run out of memor Y, causin an abort,

2-100 Sequences of typical protein

| :
ength (maximum aroyng 10,000 Use T-Coffee, MAFFT or MuscLe

residues)
100-500 sequenc
o es that are globally Use MuscLg or MAFFT
- . . . >500
= Im wigcej sekwencji tym lepiej... sequences Use MuscLE
. or MAFFT with g f.
Bition aster

= Im mniej podobne sekwencje tym lepiej...
= Im bardziej zgodna pod wzgledem dtugosci pula sekwencji tym bardziej wiarygodne dopasowanie...




Modelowanie homologiczne

* Problemy
1. Liczba dostepnych szablonow jest ograniczona.

2. Elementy dynamiczne (petle, zwroty) nie sg dobrze
zakonserwowane pomiedzy homologami.

Modelowanie homologiczne

* Rozpoznawanie foldow

0 Biatka o podobne;j strukturze posiadajg wspolne cechy na
poziomie sekwencji

0 Cech mozna zidentyfikowac¢ w oparciu o analiz¢ statystyczng

i

0 Biatko o znanej strukturze moze stuzy¢ za wzorzec gdy posiada
zgodno$¢ na poziomie sekwencji




Modelowanie homologiczne
- lIdentyfikacja cech
1. Na poziomie aminokwasowym:
m katy
m powierzchnia
m struktura drugorzedowa
m ctc.
2. Analiza statystyczna

m dopasowanie wielu sekwencji ujawnia statystyczne
trendy

Modelowanie homologiczne

Identyfikacje foldu:

1. Pozycja aminokwasu w sekwencji zapytania kodowana jest tak by
odzwierciedla¢ tendencje (profil) zmian w aminokwasach.

2. Profil analizowany jest w odniesieniu do biblioteki struktur.
3. Pozytywne dopasowanie oznacza identyfikacje¢ foldu.

4. Brak dopasowania = nowy fold.

« Software/servers:
GenTHREADER, SPARKS-X, HHPred, TASSER




Modelowanie homologiczne

* Metody zintegrowane
[0 Kazde podejscie do analizy jest dobre!

0 Np.: HM identyfikacja modeli, minimalizacja energii do
optymalizaciji.

0 Software/servers: I-TASSER, Rosetta

Structure assembly

Nature Protocols

(2010) 5 725-738

Adding rotamers
by Pulchra & Scwl

Modelowanie homologiczne

+ MOdelowanie wspierane eksperymentem

0 Dane strukturalne o niskiej rozdzielczosci (EM, SAXS)
stanowig warto§ciowe ograniczenia w porocesie modelowania

Build threaded Identify segments Monte Carlo sample All-torsion

model, CCD close |E=3>| with worst agreement [E=3>|  loop jon into
loops to density scoring fit to density density

[t Iteratin
J Mol Biol. (2009) 392:

181-90 A Rosetta implementation with cryo-EM constraints




Bazy danych modeli biatek

* The protein model portal (PMP):

http://Iwww.proteinmodelportal.org/

* The protein model database (PMDB):

https://bioinformatics.cineca.it/PMDB/

Evolutionary methods

* Prediction by correlated mutations
0 Positions that are close in space tend to co-evolve

0 Therefore, data on co-evolving positions can be used as
distance constraints on structure prediction

Q
constraint N &))-7)

@
inference LPO-c

contact in 3D

%

—PI I RAARWAON
—»Ji<HHEHODU

correlated




Evolutionary methods

+ Prediction by correlated mutations

0 The sequence information is used to build a contact map,
which is integrated into a structure prediction algorithm.
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Evolutionary methods

* Prediction by correlated mutations

0 Web servers: EVcouplings, RaptorX-Contacts, GREMLIN,
DESTINI

RaptorX-#

Contact Predicts==-

¢ e ..
EVcoqgllpgs




