
Heksamer vs. dimer - purinska nukleozidna

fosforilaza (PNP) iz bakterije E. coli

MD – PNP

PRIMJER POTVRDE REZULTATA MD SIMULACIJA 

EKSPERIMENTIMA



purin nukleozid + Pi purinska baza + pentoza-1-fosfat

purinska nukleozidna fosforilaza ~ PNP 

- sudjeluje u pomoćnom metaboličkom putu purina:

- humani PNP je trimer:



Zašto heksamer, a ne dimer?

(ili kako razbiti heksamer u tri dimera )

- nema kooperativnosti, evolucijski je preferiran trimerni oblik, …



APO-PNP: 1ECP

(C.MAO,W.J.COOK,M.ZHOU,G.W.KOSZALKA,T.A.KRENITSKY, S.E.EALICK.

STRUCTURE 5 1373 1997; RESOLUTION: 2.00 Å)



AMM-PNP: 1K9S

(G.KOELLNER,A.BZOWSKA,B.WIELGUS-KUTROWSKA,M.LUIC, 

T.STEINER,W.SAENGER,J.STEPINSKI J.MOL.BIOL. 315, 351. 2002;

RESOLUTION: 2.00 Å)



PNP protein

- nema kooperativnosti između 

podjedinica u heksameru, 

evolucijski je preferiran trimerni

oblik, …



PNP protein



Zašto heksamer, a ne dimer?

(ili kako razbiti heksamer u tri dimera )

CILJ: POKUŠATI PRONAĆI MUTACIJE KOJE BI HEKSAMER RAZBILE NA TRI 

DIMERA (PO MOGUĆNOSTI NA DIMERE KOJI SU KATALITIČKI AKTIVNI). 



PNP protein



PNP protein



METODE:

računalne metode temeljenje na polju sila:

-molekularna mehanika – anal modul Amber 8 paketa, serveri (PISA, PPI, …)

- molekularna dinamika

- kristalne strukture – PDB kodovi: 1ECP, 1K9S

- polarni vodici dodani programom WHATIF

- amber ff03 polje sila, parametrizacija supstrata 

- periodični uvjeti, eksplicitno prisutno otapalo

- oko 185 000 atoma



Pripremili i pokrenuli MD simulacije:

1. WT – APO HEKSAMER I DIMER

2. WT – HEKSAMER I DIMER SA “SUPSTRATIMA” (NUKLEOZID I FOSFAT)

- u međuvremenu, molekularnom mehanikom istraživali interakcije između dimera

u heksameru



PNP protein









INTERAKCIJE

1. ARG 135 – ASP 139

2. ARG 117 – ASP 122

ARG  117 – ASP 124

3. ASP 163 – LYS 121



NAJJAČE INTERAKCIJE :

1. ARG 135 – ASP 139

1     5   135   139      -26.703

1     5   139   135      -34.414

2     4   135   139      -34.096

2     4   139   135      -31.687

3     6   135   139      -48.946

3     6   139   135      -47.393



PNP protein



2. ARG 117 – ASP 122 

i 

ARG 117 – ASP 124

1     5   117   122      -40.982

1     5   117   124      -40.610

2     4   117   122      -42.464

2     4   117   124      -32.309

3     6   117   122      -19.656

3     6   117   124      -41.324



3. ASP 163 - LYS  121

1     5   163   121      -41.492

1     5   165   121      -34.095

2     4   163   121      -36.140

2     4   165   121      -37.605

3     6   163   121      -42.927

3     6   165   121      -11.323



PNP protein



INTERAKCIJE

1. ARG 135– ASP 139

2. ARG 117 – ASP 122 te ARG 117 – ASP 124

3. ASP 163 – LYS 121

MUTACIJE u ALA:

1. ASP 139

2. ARG 117

3. LYS 121



kvaterna struktura

- HEMOGLOBIN – školski primjer globularne kvaterne strukture 



- nekovalentna asocijacija više polipedinih lanaca u multimerni kompleks

- više podjedinica (ako su identične  - homomultimeri, ako ne - heteromultimeri)

- broj, simetrija i odnos podjedinica definira kvaternu strukturu

- često postoji kooperativnost između podjedinica

- broj podjedinica je višekratnik od 2 ili 3

određivanje kvaterne strukture:

broj podjedinica – elektroforeza i kemijske metode

aranžman podjedinica – kristalografija, elektronska mikroskopija, …

- glavni doprinos povezivanju podjedinica u kvaterne strukture daje hidrofobni

efekt – komplementarne površine (izvrstan “sterički fit”) na dodiru podjedinica

među kojima se stvara mnoštvo van der Waalsovih interakcija između

hidrofobnih amino kiselina 



INTERAKCIJE

1. ARG 135– ASP 139

2. ARG 117 – ASP 122 te ARG 117 – ASP 124

3. ASP 163 – LYS 121

MUTACIJE u ALA:

1. ASP 139

2. ARG 117

3. LYS 121



PNP protein



PNP protein



INTERAKCIJE

1. ARG 135– ASP 139

2. ARG 117 – ASP 122 te ARG 117 – ASP 124

3. ASP 163 – LYS 121

MUTACIJE

1. ASP 139 u ARG

2. ARG 117 u GLU

3. LYS 121 u GLU

DOVODE DO 

RASPADA 

HEKSAMERA ! 

(EKSPERIMENTALNO 

POTVRĐENO)

MUTACIJE u ALA:

1. ASP 139

2. ARG 117

3. LYS 121



- našli smo mutacije koje uzrokuju raspad heksamera

- slijedeći korak: pokušati naći mutacije koje stabiliziraju dimerni oblik u otopini

- MD simulacije dimernog i heksamernog oblika divljeg tipa PNP proteina 

poslužile su nam da pronađemo regije koje najviše pridonose nestabilnosti 

dimera u otopini 

- odabir slijedećih mutacija temeljio se na pokušaju stabilizacije tih regija



PNP protein



MD SIMULACIJE:

1. WT – APO HEKSAMER I DIMER

2. WT – HEKSAMER I DIMER SA “SUPSTRATIMA” (NUKLEOZID I FOSFAT)



Apo WT– heksamer (crveno) i  dimer (crno)

MD SIMULACIJE: APO WT – HEKSAMER I DIMER



Apo WT– heksamer (crveno) i  dimer (crno)

MD SIMULACIJE: APO WT – HEKSAMER I DIMER



0 ns 6 ns

MD SIMULACIJE: APO WT  DIMER



UDALJENOST CENTRA MASA HELIKSA: APO dimer (crno) APO heksamer, 

MD SIMULACIJE



U HEKSAMERU



0 ns 6 ns

MD SIMULACIJA: APO WT DIMER









MD SIMULACIJE DIMERA-MUTANATA:

-mutant 23 (inicijalna mutacija)

- mutant 6

- mutant 13

- mutant 16

WT – APO DIMER I HEKSAMER

WT – AMM DIMER  I HEKSAMER 



In silico mutacije – MD simulacije

PNP – divlji tipPNP – divlji tip

Mutant_23

Arg117Glu

Lys121Glu

Asp139Arg

PNP – divlji tip

Mutant_23

Mutant_6

Arg117Glu

Lys121Glu

Asp139Arg

Phe120Asp

PNP – divlji tip

Mutant_23

Mutant_6

Mutant_13

Arg117Glu, Lys121Glu

Asp139Arg, Phe120Asp

Ile128Ser, Phe131Gly

PNP – divlji tip

Mutant_23

Mutant_6

Mutant_13

Mutant_16

Arg117Glu, Lys121Glu

Asp139Arg, Tyr173Ser



RMSD backbone:APO form of dimer, APO form of hexamer, AMM form of 
dimer, AMM form of hexamer, Mutation_23 dimer, Mutation_6 dimer, 
Mutation_13 dimer, Mutation_16 dimer are showed as a function of time. 

MD SIMULACIJE



UDALJENOST HELIKSA: APO form of dimer (crno) APO form of hexamer, 
AMM form of dimer, AMM form of hexamer, Mutation_23 dimer, Mutation_6
dimer, Mutation_13 dimer, Mutation_16 dimer

MD SIMULACIJE



AKTIVNO MJESTO _ Mutant_13

- kako bi dobili aktivni dimer, nužno je da aktivno mjesto sačuva svoju topologiju 

- promjena izgleda aktivnog mjesta uočena je kod većine dimera (u većoj ili 

manjoj mjeri)

- prisutnost “supstrata” (nukeozid i fosfor) stabiliziraju aktivno mjesto u dimeru!

0 ns 6 ns





ZAKLJUČCI

1. MD simulacije divljeg tipa (WT) dimernog and heksamernog oblika 

ukazale su na regije koje imaju najveću odgovornost za nestabilnost 

dimernog oblika u otopini

2. MM računi (Amber Anal, serveri, …) identificirali su amino kiseline s 

najvećim doprinosom stabilnosti heksamernog oblika – predložene 

mutacije koje će dovesti do raspada heksamera u (stabilne?) dimere

3. MD simulacije dimernih oblika s uvedenim mutacijama ukazale su na 

Mutant 13 kao kombinaciju mutanata s najvevećim izgledima da omoguće 

stabilni dimer u otopini. No, također su ukazale i na narušavanje topologije 

aktivnog mjesta što implicira da takav oblik vjerojatno neće biti enzimski 

aktivan.



EKSPERIMENTI

- potvrđeno eksperimentima ultracentrifuge

Mutant_23 = Mutant 0

Eksperimentalni rezultati: uvedene mutacije uzrokovale su raspad heksamernog

oblika. Nastali dimerni oblici nisu katalitički aktivni.



EKSPERIMENTI

- potvrđeno eksperimentima CD spektroskopije

Eksperimentalni rezultati: uvedene mutacije uzrokovale su raspad heksamernog

oblika. Nastali dimerni oblici nisu katalitički aktivni.

% of the whole structure

WT Mutant 0 Mutant 6 Mutant 13

a-Helices 27.0 29.0 31.1 31.3

b-Strands 20.0 21.0 17.4 17.2

Turns 23.5 23.0 24.0 23.3

Loops 29.4 27.0 30.0 28.6



-mjerenje enzimske aktivnosti UV/Vis spektrofotometrijom: 

NITI JEDAN MUTANT NE POKAZUJE ZNAČAJNIJU AKTIVNOST!

EKSPERIMENTI

EKSPERIMENTI SU POTVRDILI RAČUNALNE REZULTATE 

ILI 

RAČUNALNI REZULTATI OMOGUĆAVAJU INTERPRETACIJU EKSPERIMENTALNIH 

REZULTATA NA MOLEKULARNOJ RAZINI

B. Bertoša et al. FEBS J, 281 (2014) 1860-1871.


