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Uvod

UDP-glukuronosyltransferaizy (UGT) jsou enzymy ucastnici se metabolismu
xenobiotik, tedy latek télu cizich. Jsou to nejdilezitéjsi enzymy druhé neboli
konjuga¢ni faze metabolismu 1é¢iv. Pfesto doposud nebyla odhalena jejich
3D struktura, protoze se vyskytuji problémy pfi jejich purifikaci a krystalizaci. V této
praci jsem se proto vénoval konstrukci 3D modelu UGT 2B7.

V teoretickém uvodu jsem se vénoval zndmym poznatkim o reakcich a
struktufe rodiny UGT enzymi vcetné dirazu na jejich membranovou orientaci,
dimerizaci a lokalizaci vyznamnych strukturnich motiva.

V praktické Casti jsem nejdiive urCoval topologii membranového zanoifeni
lidskych UGT. Nasledné jsem vytvafel pomoci homologniho modelovani model
monomeru UGT2B7, u néhoz jsem zohlednil zjist€énou membranovou topologii. Poté
jsem vytvoril model dimeru UGT2B7, kde jsem dal do blizké vzdalenosti dva
monomery nasméiované k sobé oblasti, o které se predpoklada, Ze je zodpovédna za
dimerizaci. Nasledné¢ jsem provedl molekularné dynamickou simulaci takto
vytvofeného modelu monomeru i dimeru zanotfeného v membrané obKlopené¢ho vodu
s fyziologickou koncentraci sodnych a chloridovych iontii probihajici po dobu 500 ns.
U monomeru i dimeru jsem poté vyhodnotil vznikani a pfitomnost dutin uvniti proteinu
a do dutin nasledné vkladal molekuly UDP-glukuronové kyseliny a ibuprofenu pomoci
molekulového dokovani. Uspé&$nost dokovani jsem vyhodnocoval pomoci afinity a
vzdalenosti funkénich skupin od katalytickych aminokyselin. Pomoci tohoto
pozorovani jsem se pokusil vysvétlit, pro¢ je potfebna dimerizace UGT2B7.



Teoreticka ¢ast

Metabolismus xenobiobiotik

Jako xenobiotika oznacujeme pro organismus cizorodé latky, tedy latky, které nejsou
télu vlastni. Mohou to byt kuptikladu 1é¢iva ¢i primyslové latky. Aby se tyto cizorodé
latky v organismu nehromadily, tak c¢asto prochazeji  biotransformaci.
Biotransformace, nebo také metabolismus xenobiotik je jednim ze zikladnich
farmakokinetickych procesti, k nimz patfi také absorpce, distribuce latky do
jednotlivych bunék organismu a jeho konecna exkrece (pozménéne) latky z organismu
ven. Pfi biotransformaci mize dojit k bioaktivaci nebo naopak biodeaktivaci
xenobiotika. Metabolismus xenobiotik probiha nejcastéji v jaternich buitkdch a da se
zhruba rozdélit do tii fazi.

Faze |

Pti reakcich 1. faze se do chemické struktury xenobiotika zavadi funk¢ni skupina, nebo
je pozménéna funkeni skupina 1é¢iva, nejcastéji pomoci oxidaénich, redukénich ¢i
hydrolytickych procest. Nejvyznaméjsi enzymovy systém [ fize se nazyva
monooxygenazovy systém s hlavnimi enzymy - cytochromy P450. Monooxygenazovy
systém obsahuje NADPH-cytochrom P450-reduktazu, NADPH", molekuldmi kyslik a
cytochrom P450. V cytochromu P450 se nachdz zelezity ion vazany v hemu. Po vazbé
na lécivo (D) se zméni konformace Zelezité¢ho iontu do vysokospinového stavu, ¢imz je
umoznéna nasledna redukce Fe** na Fe?* z NADPH' na cytochrom P450 pomoci
elektroni. dodanych NADPH-cytochrom P450 reduktdzou. Za pritomnosti
molekularniho kysliku se pak vytvoii komplex Fe>’O,DH, jenZ pfijim4 proton a druhy
elektron. Vytvoii se peroxidovy komplex Fe?*OOH DH. Druhy proton rozstépi tento
komplex na vodu a komplex (FeO)**DH. Vodikovy atom je pak z tohoto komplexu
vytaZen za vzniku volné radikilové molekuly 16¢iva D”, jenz s navazanym komplexem
(OH)" tvoti hydroxylované 1é¢ivo, které se z proteinu uvolni za soucasné regenerace
cytochromu P450. *

Faze Il

II. faze metabolismu je faze konjugativni. Pii konjugativni fazi metabolismu dochazi k
vytvofeni kovalentni vazby mezi funkéni skupinou xenobiotika a konjugac¢nim
¢inidlem. Enzymy katalyzujici tuto reakci se nazyvaji transferazy a jsou
pojmenovavany podle reakce, kterou zpisobuji. Mezi enzymy konjugaéni faze se fadi
sulfotransferazy, glykosyltransferazy, acetyltransferazy a metyltransferazy. Radi se sem
i UDP-glukuronosyl transferazy, které jsou pfedmétem této bakalai's ké prace.



Faze III

III. faze metabolismu je faze eliminacni. Zprostiedkovavaji ji membranové transportéry
skrze aktivni transport xenobiotik pfes bunéénou membranu. Nejvyznamnéjsi rodinou
proteinti III. faze metabolismu je ATP-binding cassette (ABC). Ty zprosttedkovavaji
transport endogennich latek, jako jsou anorganické ionty, kovové ionty, aminokyseliny
proteiny, ale i velké hydrofobni molekuly pfes bunécéné ale i intrabunééné membrany za
spotifeby ATP. Patti mezi ATP-pumpy. Jsou soucasti bunék ledvin, jater, placenty a
stfev. Mezi n¢ patii i takzvané P-glykoproteiny (P-Gp), které jsou zodpovédné za
rezistenci rakovinnych bun¢k proti chemoterapeutikam.

UDP-glukuronosyltransferazy (UGT)

Funkce

UDP-glukoronosyltransferaza (UGT) je enzym, nachazejici se v endoplazmatickém
retikulu obratlovct. Radi se do skupiny enzymi zvanych glykosyltransferdzy, které
obecné pfipojuji molekulu cukru k substratu. UGT odpovida za proces, zvany
glukoronidace, kdy nejprve dojde k rozstépeni UDP-glukuronové kyseliny na UDP a
glukuronovou kyselinu, ktera se kovalentn¢ navaze k substratu (viz Obrazek 1).
Substrat se ptipojenim glukuronové kyseliny stane hydrofiln¢jsim. Nasledné¢ muiize byt
vyloucen ven ztéla ve form¢ moci nebo zluci. Diky UGT tak dochaz k detoxifikaci od
mnohych odpadnich latek organismu, jako je bilirubin, mastné kyseliny, ale i1
k detoxifikaci od xenobiotik, piedev§im IéCiv. 2
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Obrazek 1: Ukazka vysledku glukuronida¢ni reakce benzoové kyseliny, ¢i fenolu.

Reakce

Doposud byly navrzeny dva reakéni mechanismy (viz Obrazek 2) glukurodinace
pomoci UGT dle souhrnné reakee®:

UDP —Glc + ligand -» ligand —Glc + UDP
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U prvniho mechanismu dochézi nejdiive k deprotonaci hydroxylové skupiny
substratu na aminokyseliné His35 a nasleduje nukleofilni utok na UDP-glukuronovou
kyselinu, ¢imzZ dojde k rozStépeni molekuly na UDP a glukuronovou kyselinu, ktera se
navaze uhlikem C1 na deprotonovany kyslik substratu.

Pfi druhém reakénim mechanismu dochazi k interakci hydroxylové skupiny
substratu s aminokyselinou His35, které je odebran vodik aminokyselinou Aspl51.
UDP-glukuronova kyselina je mezitim hydrogenizovana aminokyselinou His374, ¢imz
dojde k rozruSeni vazby UDP a glukuronové kyseliny, ktera se nasledné¢ kovalentné
vaze k substratu (viz Obrazek 2).
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fenol-o-glukuronat uracil difosfat

Obrazek 2: Mechanismus glukurodinace-vlevo nahote (A) 1. model glukurodinace,
vpravo nahoie (B) 2. model glukurodinace, dole (C) vysledek glukurodinace
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Rodiny UGT

UGT je tfazeno do rodin a podrodin. Pokud maji UGT spolecnych vice nez 45% procent
shody v sekvenci aminokyselin, jsou soucasti jedné rodiny. Pokud maji spole¢nych
vice nez 65% procent shody, jsou soucasti jedné podrodiny. Rodina UGT se znaci
Cislici za UGT (naptiklad UGT 1). Podrodina se znaci jako pismeno za ¢islovkou (napft.
UGT2B). Jednotlivé UGT jsou pak znaceny Cislem za pismenem podrodiny (napiiklad
UGT1A1).*Lidsk¢ UGT ma znamych 16 riznych UGT (v dob& sepsani knihy
Introduction to a drug metabolism) 8 UGT enzymi je kddovano geny pro UGT 1A a
7s UGT2 geny. UGT 1A se nachaz v 2-q37 chromozému.”

Jednotlivi zastupci UGT se vyrazné¢ liSi svou enzymovou aktivitou a
specificitou viic¢i riznym ttidam liganda (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Maximalni enzymova aktivita jednotlivych lidskych UGT v pmol/min/mg

proteinu®

Substraty 1A1 1A3 1A4 1A6 1A8 2A1 2B4 2B7 2B15 2Bl7
Jednoduché fenoly 1900 239 30 2400 5300 735 04 5 167 38
Bilirubin 400 O 2 0 0 nd O 0 0 0

Karboxylové kyseliny 0 121 O nd 170 68 O 2 0 nd

Primarniaminy 1 84 540 10600 1800 22 nd 3 0 nd
Opioidy 0 130 0 0 0 73 0 3462 0 nd
Struktura UGT

UGT patfi do skupiny enzymii zvanych glykosyl transferazy (GT), konkrétné do GT-B
nadrodiny glykosyl transferaz. O té je mamo, ze obsahuje dvé domény
s Rossmanovym motivem (N-terminalni a C-termindlni doménu). Domény
s Rossmanovym motivem se skladaji ze “sendvice” a-helix/B-skladany list/a-helix a
obecné se nachézi u enzymi vazajicich nukleotidy. Stejné taki UGT se sklada ze dvou
domén s Rossmanovym motivem. Aktivni misto GT-B se nachédzi na smySkach mezi
témito doménami. Doposud se nepodafilo experimentalné zskat strukturu celého UGT.
Davodem je, ze je pfili§ narocné UGT izolovat a nasledné purifikovat, jelikoz se jedna
o transmembranovy protein. Pfesto byl v roce 2007 uvefejnén clanek o krystalové
struktufe C-termindlni domény UGT2B7.° Z homologniho modelovani jinych
vyzkumnych tymi vzeslo v souladu s nasimi vysledky, ze kolem celého proteinu UGT
(ptesnéji UGT 1A1 a UGT 1A 10) jsou dva obalové (envelope) a-helixy, nachazejici se
v sekvenci tésné pred transmembranovym helixem. (viz Obrazek 3)."8 Predpoklada se,
7ze u C-konce se nachdzi vazebné misto pro UDP-glukoronovou kyselinu, zatimco
N-doména je zodpovédna za vazbu substratu. °
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Obrazek 3: Navrhovana struktura UGT s vyznacenymi doménami. (Nahote) Modie vyznacena
Gast byla pievzata z krystalové struktury ® (PDB ID: 206L) a zbyvajici ¢asti byly dobudovany
pomoci homologniho modelovani (viz vysledkova cast). (Dole) Pokryti sekvence strukturnimi
a dal§imi anotacemi (pievzato z RCSB.org)
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UGT je k membran¢ upevnéno C-termindlni a-helikdlni transmembranovou kotvou,
pficemz katalytickh doména se nachazi v lumenu endoplazmatického retikula.
Nejvys§i enzymovou aktivitu enzym vykazuje v  membrand  sloZené
z dioleoy Ifosfatidylcholinu (DOPC), ** proto jsme pro simulaci proteinu vygenerovali
membranu slozenou prave z tohoto fosfolipidu.

Oligomerizace UGT

Za pomoci metody FRET (frekven¢niho resonan¢niho energického transferu) bylo
zjisténo, ze UGT 1A proteiny dimerizuji (nebo vytvaieji tetramery), a to bud’to v rdmci
stejného proteinu (homodimerizace) nebo tvoii dimery s proteiny ze stejné podrodiny
proteint (heterodimerizace). Dale byla prokdzana homodimerizace proteinu UGT 2B1,
ktery dimerizuje i1 s proteiny z rodiny UGT 1A. Bylo zjiSténo, Ze za interakci v dimeru
UGT2BI je zodpovédna N-terminalni doména®?. Predpoklada se, Ze pro dimerizaci je
zasadni sekvence aminokyselin 183-200, jelikoZ je tato sekvence vysoce konzervativni
u UGT1i UGT2 rodin. *3. Dale bylo zjisténo pomoci metody FRET, e pro dimerizaci
jsou dulezité hlavné aminokyseliny His268 a Ala71.** Otazkou nicménd i nadale
ziistava divod, jakou funkci dimerizace UGT ma.

Dulezité oblasti UGT

Kromé dimerizacni domény obsahuje UGT také aktivni mista pro substrat a pro
kofaktor, tedy UDP-glukuronovou kyselinu. Aktivni misto pro UDP-glukuronovou
kyselinu se na UGT2B7 nachazi mezi aminokyselinami 373-379. Aminokyselina
Gly382 vaze ribosu-OH.® Dilezita je také vzijemna pozice aminokyselin Arg338 a
Gly379, které se vaZou na uracilovou bézi a na fosfatovou skupinu (v tomto potadi) a
drzi tak glukuronovou kyselinu v prostoru. V blizké vzdalenosti od sebe se nachaz
aminokyseliny His35 a Aspl51 (na His35 dochéazi dle jednoho z reakEnich
mechanismi k deprotonaci). Aktivni misto pro fenolické ligandy se nachazi na
aminokyselinach 158-194. Podle Coffmana se opiaty (napf. morfin) vaZou v oblasti 84-
118.%° Z posttransla¢nich Gprav je u UGT2B7 mama pouze glykosylace aminokyselin
Asn67, Asn68 a Asn315.

14
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Obrazek 4: Vyznacené pozice dulezitych aminokyselin zepfedu a shora
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Metody

Databaze proteinii

Pro prici s proteiny jsem se nejdiive musel naucit pouzivat proteinové databéze.
Jednou z nich je UNIPROT, kde shromazdény vSechny sekvence proteind, fragmenty
proteinll, informace o zanofeni proteini v membrang, informace o posttranslacnich
modifikacich, o ligandech enzyml a nazvy 3-D struktur, které byly zjiStény pomoci
rentgenové krystalografie.(http://www.uniprot.org/).

Z této databaze jsme ziskali sekvenci proteinu UGT2B7, kterou jsme vkladali
do programti uvedenych dale k vytvofeni modelu 3-D struktury proteinu (UNIPROT
ID: P16662):

10 20 30 40 50
MSVKWTSVIL LIQLSEFCESS GNCGKVLVWA AEYSHWMNIK TILDELIQRG
60 70 80 90 100
HEVTVLASSA SILFDPNNSS ALKIEIYPTS LTKTELENFI MOQIKRWSDL
110 120 130 140 150
PKDTEWLYFEFS QVQEIMSIFG DITRKFCKDV VSNKKEFMKKV QESREDVIFA
160 170 180 190 200
DAIFPCSELL AELENIPFVY SLSEFSPGYTEF EKHSGGFIFP PSYVPVVMSE
210 220 230 240 250
LTDOMTEFMER VKNMIYVLYF DFWFEIFDMK KWDQFYSEVL GRPTTLSETM
260 270 280 290 300
GKADVWLIRN SWNFQFPHPL LPNVDEVGGL HCKPAKPLPK EMEDEVQSSG
310 320 330 340 350
ENGVVVEFSLG SMVSNMTEER ANVIASALAQ IPOKVLWRED GNKPDTLGLN
360 370 380 390 400
TRLYKWIPON DLLGHPKTRA FITHGGANGI YEATIYHGIPM VGIPLEFADQP
410 420 430 440 450
DNIAHMKARG AAVRVDENTM SSTDLLNALK RVINDPSYKE NVMKLSRIQH
460 470 480 490 500
DOPVKPLDRA VEWIEEFVMRH KGAKHLRVAA HDLTWEFQYHS LDVIGEFLLVC
510 520
VATVIFIVTK CCLEFCEFWKFA RKAKKGKND

Dal3i databaz je Protein data bank in Europe (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/) (PDBe).'°
Zde se nachaz vSechny experimentaln¢ urcené 3D struktury proteind a jsou zde voln¢

ke stazeni. Zakladem tvorby modelu byla struktura C-domény UGT2B7 (PDB ID:
206L)

Predikce membranového zanofeni

Ve své bakalafské praci jsem se nejdiive ucil pouZivat programy, pro odhalovani
membranového zanofeni proteinti k urceni topologie proteinu.
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Prvnim takovym programem pro uréovani polohy na membriné je TMHMM.Y
TMHMM  pouzivd skryty Markovovsky model (HMM) pro predikci
transmembranovych oblasti. Zde se zada sekvence proteinu a program vyhodnoti,
S jakou pravdépodobnosti je sekvence na lumindlni strang, bazalni strané ¢i jestli je
zanofena v membrang. HMM je zlozeny na vazanych markovovskych
pravdépodobnostech, kter¢ byly natrénovany na znamych transmembranovych
sekvencich. TMHMM dokaze s vysokou pravdépodobnosti urcit trans membranovou
oblast i topologii proteinu.

Dalsim predikénim programem pro uréeni zanofenych segmentll proteinu do
membrany je SOSUL *® Program svou predikci zaklada na tiech parametrech. Prvnim
je hydropatie aminokyselin (rozpustnost v polarnich rozpoustédlech), vychazejici z
Kyle Doolittleho indexu. Poté je vypoctena distribuce elektrického naboje okolo helixu.
Nakonec je do vypoctu zahrnuta délka sekvence. Vystupem programu je diagram, ktery
ukazuje, kde se nachaz predikovany trans membranovy segment. °

Predikce proteinovée struktury

Homologni modelovani

K predikei struktury proteinti se pouzivaji 3 metody. Jsou to homologni modelovani,
metoda navlékani (threading) a ab initio metody. V této bakalafské praci byly pouzity
pouze metody homologniho modelovani.

Nejvykonnéjsi a nejpfesnéjSi z vySe zminénych metod je metoda homologniho
modelovani. Homologni modelovani predikuje tfirozmémé struktury proteinti na
zakladé znamych homologii z PDB. U homologniho modelovani zavisi kvalita modelu
na podobnosti sekvenci hledan¢ho proteinu se sekvencemi templatovych homolognich
proteint, k nimz zname i strukturu.

Pfi homolognim modelovani se tak nejdfive srovnd hledana proteinova
sekvence se znamymi sekvencemi strukturnich templatti. Pomoci zarovnani se pak
vyberou a nahradi segmenty (vétSinou smyc¢ky) které musi byt zménény kvili rozdilim
mezi hledanou sekvenci a templatovymi sekvencemi. Poté se nahradi postranni fetézce
a struktura se nasledné€ optimalizuje pomoci molekulové mechaniky.

Lokalni pokus - EV fold + Modeller

EV fold %° je predikéni program, které k sobé piifazuje sekvenén& podobné proteiny na
zakladé evolu¢né spjatych oblasti proteinli. Vystupem je seznam struktur, které maji se
studovanym proteinem podobnou struktru na zékladé¢ geometrickych kritérii.

Bohuzel je vefejné piistupna verze EV fold (http://evfold.org/evfold-
web/evfold.do) omezend maximalni velikosti modelovaného proteinu na 300
aminokyselin. Proto jsem sekvenci rozdé¢lil na tii Casti: prvni zahrnovala sekvenci
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1-240, druha 200-400 a tieti 350-529. Segmenty obsahovaly spole¢né sekvence, aby
mohlo dojit ke spojeni jednotlivych ¢asti proteini na zikladé porovnavani
(alignmentu).

Toto porovnani bylo provedeno v programu UCSF  Chimera®!
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) s pomoci nastroje Modeller 9.15. Modeller je
nastroj pro komparativni modelovani proteinové struktury. Vystupem je sada modeld.
Tyto modely jsme zkontrolovali z pohledu ptitomnosti predikovanych sekundarnich
struktur.

Online pokus - I-TASSER

I-TASSER??  (Iterative  Threading ~ ASSamble) je  webovy  program
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), zaloZzeny na paradigmatu od
sekvence-do struktury-do funkce. Vystupem programu je kompletni sekundarni
struktura a 5 modela tercialni struktury. U kazdé struktury je napsdna i hodnota
C-score, kterd vyjadiuje presnost, s jakou byl model vytvoien. Dile jsou sepsany
3D struktury, které jsou svou sekvenci nejpodobnéjsi zkoumané sekvenci, a ze kterych
modely struktury vychazeji (viz tabulka 5).

Tabulka 4: Sekvence slouzici jako templat pro I-TASSER

Rank [PDB Hit [TM-score |RMSD? |IDEN? |Cov

1 2aCWA 0.718 2.49 0.138 0.766
2 2vceA  |0.703 271 |0.170 [0.762
3 3wc4A  10.695 3.03 0.148 |0.767
4 3hbjA 0.690 2.95 0.153 [0.766
5 2c97A 0.689 2.94 0.142 0.760
6 2pg6A  [0.668 2.83 0.188 |0.730
7 3othA 0.645 3.27 0.153 0.728
8 2iyaA 0.616 3.70 0.172 0.709
9 1rrvA 0.611 4.08 0.161 0.720
10 3rscA 0.610 3.75 0.157 0.707

PDB Hit-proteinové struktury, pouzité k homolognimu modelovani

TM-skore- mira globalni strukturni podobnosti templatové a zkoumané sekvence.
RMSD?-RMSD (stiedni kvadratickd odchylka atomovych pozc) mezi zbytky
srovnavanych struktur

IDEN?-procentualni sekvenéni shoda templatové a zkoumané sekvence

Cov-pomér poctu strukturné piifazenych aminokyselin a celkové délky proteinu (v
aminokyselinach)
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2acw
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vce
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3wc4
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3hbj
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2c9z
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2pq6
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3oth
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2iya
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1rrv
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3rsc

Pomoci I-TASSERu jsme vygenerovali monomer UGT2B7. Zadali jsme jeho sekvenci
a jako templat jsme zvolili strukturu 206l z proteinové databanky. Podobné jako
v pfedchozim ptipadé jsme zkontrolovali pfitomnost predikovanych sekundarnich
struktur.

Problém byl pouze s transmembrdnovym helixem, ktery byl pokrouceny a
modelovany jako nahodné klubko (random coil). Proto jsme vytvofili
transmembranovy helix s pozadovanou sekvenci, tedy sekvenci 480-527 v programu
PyMOL. A nasledné jsme oba modely (trans membranovy helix i model z I-TASSERu)
spojili do findlnitho modelu monomeru pomoci programu Modeller.

Nésledné bylo potiteba vytvotit i dimer UGT, jelikoz jsem chtél testovat chovani
monomeru a dimeru a pokusit se piijit na diivod, pro¢ musi byt UGT v interakci, aby
byly enzymaticky aktivni. Dvé identické molekuly UGT jsem k sobé nasméioval tak,
aby se vzajemné dotykaly, a to jiz zminénymi konzervativnimi sekvencemi mezi 183. a
200. aminokyselinou.

Obrazek 5: Dimer zanofeny v membrané. Cervené je znazornéna sekvence 183-200,
kterd podle diive uvedenych studii zodpovida za dimerizaci proteinu

Molekulova dynamika

Poté jsem spoustél simulace tohoto modelu pomoci simula¢niho baliku GROMACS
4.5.7 (Spoel, Lindahl, Hess, & Groenhof, 2005). Vytvaiel jsem simulaci monomeru i
dimeru zanoteného ve fosfolipidové dvouvrstvé. Ta byla slozena z 500 molekul DOPC
a byla ziskdna z pfedchozich simulaci na katedfe fyzikalni chemie. Monomer 1 dimer
byl do membrany zasazen v programu PyMOL piiblizné doprostied této ctvercové
plochy membrany tak, aby se transmembranovy helix nachdzel v membrané. Takto byl
vytvofen soubor .pse.
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Z toho byl vypreparovan protein i membrana ve formatu .pdb, které byly
nasledné samostatné pfevedeny do formatu .gro citelném pro program GROMACS
pomoci néstroje editconf v pfipadé membrany a pdb2gmx v ptipad¢ proteinu. Nasledné
byly soubory .gro proteinu i membrany spojeny v jeden soubor .gro. Na konci souboru
.gro se nachazi rozméry simula¢niho boxu a tato velikost musela byt zménéna na 13,5 X
13,5 x 16,5 nm u monomeru a 13,5 x 13,5 x 16 nm u dimeru. Poté byl pouZit nastroj
g membed, ktery je pouzivan na zanofovani protein do membrany. Nastroj funguje
tak, Zze se proteinu zmensSil v osach xa y na 0 a postupné se v téchto osach zvétSoval az
do své pivodni velikosti a tim postupné vytlacoval, pfipadné odstraiioval pfecnivajici
lipidy. Nasledné bylo volné misto v boxu, kde se nenachazela membrana ani protein
doplnéno molekulami vody nastrojem genbox. Poté bylo spocitdno mnozstvi molekul
vody a ¢&ast z nich byla pomoci nastroje genion nahrazena 173 ionty Na* a 177 CI" u
monomeru a “152 ionty Na* a 160 CI" u dimeru. Molekul Na* a bylo o 4 méné u
monomeru a o 8 mén¢ u dimeru, aby byl cely obsah boxu celkové elektricky neutrdlni.
Molekulové dynamicka simulace se skladala z nékolika kroki. Nejprve byla provedena
energickd minimalizace na 100 000 krokii pomoci konjugovanych gradientt tak, aby se
zabranilo artefaktim pfi1 spousténi simulace. Nasledné byla provedena ekvilibrace po
dobu 10 000 ns, ve které byl atomy patefe proteinu udrzovan na svych mistech a
nakonec byla provedena volnd molekuldrné dynamicka simulace o celkové délce
500 ns.

Obecné parametry simulaci byly nasledujici - délka simulaéniho kroku byla 2
fs, semiizotropni tlak byl udrzovan pomoci metody Parrinello a Rahmana na 1 bar s
casovou konstantou 10 ps a teplota byla udrZzovana termostatem V-rescale na teploté
310 K s ¢asovou konstantou 0,5 ps.

Dokovani

Dokovani je metoda, pomoci niz vklddame do modelu makromolekuly (v mém piipadé
UGT2B7) molekulu ligandu (UDP-GA a ibuprofen ¢i morfin). Pro dokovani
simulovaného proteinu je potfeba mit snimky simulace (v mém piipadé po kazdé ns,
tedy 500 snimkii monomeru a dimeru), ve kterych se nachaz pouze protein.

Dale je potieba védét, kam se molekula ligandu vaze. U enzymu se toto misto
nachazi v hydrofobni dutin¢ proteinu. Lze je vizualizovat naptiklad pomoci PyMolu.
Dilezitym kritériem pro zhodnoceni vyznamnosti téchto dutin pro mne byla doba, po
kterou byly tyto dutiny v simulaci pfitomné. DalSim kritériem bylo, aby vedli
k aktivnimu mistu pro UDP-GA a zaroven prochazeli v blizkosti aminokyseliny His 35
(kde dochazi k deprotonaci substratu) a aby i toto aktivni misto bylo soucasti této
dutiny. Ke ziSténi soutadnic takovych dutin jsem pouzival Autodock Tools.

Pomoci programu Autodock Tools 2* jsem zjistil oblast v boxu, kde se maji
molekuly dokovat a také, pfi porovnavani velikosti gridovaciho boxu s velikosti
molekul zjistil, jak ma byt gridovaci box velky. Autodock potiebuje pro zamétovani
mit strukturu proteinu vypreparovanou od ostatnich molekul. Pro zamétfovani polohy
vyuziva molekuly ve formatu pdbqt. Molekulu proteinu si mize pievést do formatu
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pdbqt prevést sdm ze souboru formatu pdb, kdy si do struktury sam doplni vodiky a
naboje v piipadé proteinu a navic ur¢i rotovatelné vazby v ptipadé¢ dokovaného
ligandu.

Nasledné byla molekula UDP-GA a molekula ibuprofenu dokovana pomoci
programu Autodock Vina 2° do mist uréenych soufadnicemi z Autodock Tools. Vina,
podobné jako Autodock Tools potiebuje, aby byla dokovand molekula ligandu ve
formatu pdbqt. Krom¢ dokovanych ligandd a makromolekul, do kterych jsou ligandy
dokovany a jejich soufadnic (centrovano na pozici His35) je potfeba programu zadat
pocet modelti (v mém piipad€ 10), které maji byt vystupem programu a také velikost
boxu (v mém piipadé 32x32x32), v ramci nc¢hoz dochazi k hleddni energeticky
nejvyhodnéj$i pozce ligandu. Pfi dokovani jsou zkousSeny vSechny konformace
ligandu, ve kterych se miZe nachazet v ramci dutiny vymezené dokovacim boxem.
Vystupem jsou vysledné p6ézy molekuly ligandu ve formatu pdbqt, které je mozné
zobrazit napiiklad v Pymolu soucasné s makromolekulou. Takto lze vizualizovat, jestli
se ligand navazal do predpokladaného mista. Vystupem je také tabulka s hodnotami
afinity jednotlivych p6z udavanych v kcal/mol.
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Vysledky:

Predikce membranového zanoreni

Pomoci SOSUI a TMHMM jsme zjiStovali, zda n&které UGT nevytvareji vice
transmembranovych helixi, které by spole¢né vytvarely membranovy kanalek, kterym
by putovali metabolity skrze membranu k UGT, které by je zpracovalo. Pro zhodnoceni
jsme zadali do SOSUI a TMHMM vzdy jednu sekvenci z UGT 1A, UGT 1B, UGT2A a
UGT2B. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce (viz tabulka €. 5).

Tabulka5: Trans membranové sekvence lidskych UGT dle TMHMM a SOSUI

UGT | uniprot Program | sekvence | helix Sekvence TM sekvence
1A10 | E9PXN7 | TMHMM | 488510 | _ IGFLLAIVLTVVFIVFKCCAYG
SOSUI 486-508 | Primary LDVIGFLLAIVLIVVFIVFKCCA
8-30 secondary | TSLPLCVCLLLASGLVQAGRLLV
1B2 | D3XD61 | TMHMM | 496-518 | _ IGFMLLIVLIVTLAMLKCCSLCW
SOSuUI 1-23 primary | MRLGVIFILVVGVVCSAAVDQKP
159-181 | secondary | PMGAILAYNLSVPAVYLLRGMAC
494516 | primary DVIGFMLLIVLIVTLAMLKCCSL
2A5 | B8IMA2 | TMHMM | 6-26 _ GALLVCLLLCGVDVGWSGRVLVM
211-233 | _ MLLYIVHSIAFPLVATFTEDGYY
491513 | _ AAFLLSITALITFLWVKACCELF
SOSUI 490-512 | primary VAAFLLSITALITFLWVKACCFL
2-24 primary | TSGALLVCLLLCGVDVGWSGRVL
2B7 | P16662 | TMHMM | 495-517 | _ GFLLVCVATVIFIVTKCCLFCF
SOSUI 1-23 secondary | MSVKWTSVILLIQLSFCEFSSGNC
493-515 | primary | VIGFLLVCVATVIFIVTKCCLFC
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Ob¢ predikéni metody identifikovaly trans membranovy segment v blizkosti C-konce,
ktery svou délkou odpovidd pozici pravé jednoho transmembranového helixu.
Sekvence transmembranového helixu zacind obecné u lidskych UGT mez 486 a 496
aminokyselinou, kon¢i mez 508 a 518 aminokyselinou a je dlouha 23 aminokyselin.

Oproti TMHMM vyhodnocovalo SOSUI castéji jako transmembranovou oblast
1 pocatecni N-koncovou oblast, kde se nachaz signalni peptid. Ten tedy zodpovida za
vstupni zanofeni proteinu do membrany endoplazmatického retikula a po ptrevodu
sekvence do lumenu ER je posléze odstipnut. Takze prestava byt soucasti proteinu a
nemize byt soucdsti membranového kanalku.
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Obriazek 6: Membranova topologie UGT2B7 dle TMHMM

Predikce proteinove struktury

EV-fold + Modeller

Pomoci programu EV-fold vyhledal homologni sekvence proteint, bohuzel vSak
nebylo nalezeno dostate¢né mnozstvi struktur, které by odpovidaly svymi sekvencemi
N-terminalni doméné. Proto ze struktur proteinli, které slouzly jako templat pro
program Modeller neSlo odvodit strukturu, kterda by odpovidala struktuie
glykosyltransferaz B a méla odpovidajici sekundéarni struktury.

I-TASSER

I-TASSER se ukazal vhodnéjsi, jelikoz kromé homologniho modelovani vyuzil i
ab initio techniky a vygeneroval tak vhodn&j$i strukturu, ktera 1épe odpovidala
generické struktute piibuznych GT-B glykosyltransferdz, tedy je slozeny ze dvou
domén s Rosmannovym motivem. Dale ma dva envelope helixy. Na C-konci byla ale
struktura nepodobna transmembranovému helixu (viz obrazek 7), kterou jsme proto
domodelovali z idealniho helixu a spojili v programu Modeller (viz metody).
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Transmembranova
doména a C-kotva

e

Obalové helixy
Obrazek 7: Pivodni model vygenerovany pomoci programu [-TASSER

Aktivni misto pro UDP-glukuronovou kyselinu se nachazi spole¢né s aminokyselinou
His35, ktera zplisobuje deprotonaci substratu, ve vzajemné blizkosti, coZ je zsadni pro
samotnou glukurodinaci. Zarovein se tato mista nachazeji na smyckach mezi doménami,
coz odpovida umisténi vazebnych mist u GT-B glykosyltransferaz. Aminokyselina
His35 se ve shodé s experimentalnimi daty nachazi také v blizkosti aminokyseliny
Asp151.°

Nasmérovani na membranu jsme fidili podle pozice glykosylovanych
aminokyselin. Ty jsou totiz hydrofilni, a proto by se glykosylované aminokyseliny
Asn67, Asn68 a Asn315 mely nachézet na povrchu proteinu mimo membranu, coz nas
model proteinu UGT2B7 splituje (viz Obrazek 8) a jeho strukturu jsme dale
ekvilibrovali pomoci molekulové dynamiky.

Molekulova dynamika

Monomer byl po dobu simulace vétSinou své struktury, nachézejici se na lumenu
endoplazmatického retikula pomémé stabilni. Domény se vici sobé neposouvaly a
lezely ptiblizné stejnou plochou na membrané a celkové byla sekundarni i terciarni
struktura zachovana, pficemz flexibilngjsi tseky byly smycky kolem aminokyselin
93-104, ¢i v dimerizaéni oblasti, dale pak transmembranovy helix a nejvic C-kotva (viz
Obrazek 9).
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Obrazek 8: Monomer zanofeny do membrany DOPC

U dimeru zistala struktura proteinu nachédzejici se na lumenalni strané
endoplazmatického retikula taktéz zachovana. Ale transmembranové helixy jsou
v dimeru oproti monomeru vice flexibilni (u fetézce A vice nez u fetézce B) coz je
ziejmé disledek interakce obou helixd. C-kotvy jsou opét nejflexibilngjsi ¢asti (stejné
jako v ptipadé monomeru). Naopak kdrobnému potlaceni flexibility doslo
Vv dimerizacni oblasti (viz obrazek 9).

Po simulaci se u dimeru projevilo, ze krom¢ zminénych aminokyselin 183-200 byla ve
vzajemné interakci s dimerizatni oblasti i aminokyselina His268, o které bylo
experimentalné pomoci FRETu zjisténo, Ze je dulezita pro spravnou funkei dimeru, a to
u druhého fetézce.! Pritom blizkost této aminokyseliny k mistu dimerizace byla jinak
zpocatku kontroverzni, protoze v symetrickém modelu dimeru by byla od dimeriza¢ni
oblasti piili§ daleko. To mi bylo dostatecnym dikazem, Ze jsou k sobé molekuly
dimeru nasméfovany spravne.
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Dimerizacni oblast ’' S

C-kotva
Monomer Retézec A Retézec B

Obrazek 9: Znazornéni flexibility proteinovych zbytki. Vlevo je monomer a vpravo
dimer. Modra barva znaci stabilni oblasti, bile jsou stfedné stabilni oblasti a ¢ervené
nestabilni oblasti.

‘ Aminokyseliny 183-200

/%

His268

Obrazek 10: Dimer s oznac¢enim aminokyselin 183-200 a His268
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V pribéhu simulace doslo nicméné k vychyleni jednoho fetézce, takze je jeden ze
fetézcl na konci simulace nasmérovan témeéf kolmo na membranu (viz obrazek 11).

5

Obrazek 11: Vysledek molekulové dynamiky monomeru a dimeru po 500 ns. Nalevo
monomer, uprostfed fetézec 1 a napravo fetézec 2, ktery je orientovan oproti prvnimu
fetézci kolmo na membranu.

Dokovani

Aktivni misto u monomeru je pomém¢ uzaviené a do tamni dutiny se nedafi vkladat
zadnou latku. Dutiny vznikajici u prvniho fetézce dimeru se velmi podobaji dutindm
vzikajicim u monomeru. Dutiny se béhem dynamiky vytvateji pomérné pravidelné na
stejnych mistech a nekdy se vytvareji od povrchu proteinu az k aktivnimu mistu pro
UDP-GA, nicméné tato vznikajici dutina je pfili§ Gzkd pro prichod UDP-GA ¢i
ligandu. Oproti tomu dutiny, vznikajici u druhého fetézce dimeru jsou odlisné.
V poslednich 80 ns vznika dutina vedouci az k aktivnimu mistu. Tato dutina je zaroven
dostatecné Siroka pro priichod UDP-GA a umoziuje dokovéani. (Obrazek 12)

Pfi dokovani do dutin bylo taky jediné UspéSné dokovani pravé do dutiny
druhého fetézce, dokovani monomeru a prvniho fetézce dimeru probihalo pouze na
povrch proteinu a nikoliv do aktivniho mista, i kdyZz jsem pouzil 500 snimkut
z molekulové dynamiky pro jednotlivé fetézce. Zde ukazuji vysledky pro pdzu nejlépe
odpovidajici navrhovanym mechanis miim reakce.
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Obriazek 12: Dutiny a hydrofobni kapsy u monomeru a dimeru. Kruhem je oznacena

pozice aktivniho mista.
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Afinita obou molekul k aktivnimu mistu druhého fetézce byla vysoka. Pro
dokovani ibuprofenu jsem zobrazl 7. pozici (Obrazek 13), protoze tato pozice m¢la
dostate¢né vysokou afinitu (-8,1kcal/mol) a zaroven se nachazela pouhych 0,42 nm od
aminokyseliny His35. Pro nasledné dokovani UDP-GA a celkovému znazornéni reakce
jsem pouzl 2. pézu o afinité -10,8 kcal/mol, nebot’ v této pdze se UDP-GA nejvice
piiblizilo His374 (na vzdalenost 0,57 nm; Obrazek 14).

Prestoze jsem nemohl dokovat soucasné¢ UDP-GA a ibuprofen, lze z vysledka
dokovani usoudit, ze by ke glukuronidaci substratu (v tomto pfipad¢ ibuprofenu) mohlo
snadno dochazet.

74 \
tly' Qv
N

Obriazek 14: Dokovani UDP-GA do UGT.
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Uspé&snym dokovanim se tedy podafilo potvrdit, Ze aminokyselina His35 miiZe
navazat ligand - ibuprofen. Souc¢asné v naSem modelu mezi Aspl151 a His35 nedochazi
k dostate¢né interakci, takze piedpokladame mechanismus, kdy nejdiive dojde
k deprotonaci karboxylové Kkyseliny na substratu - ibuprofenu - nasledovany
nukleofilnim atakem na UDP-glukuronovou kyselinu, ¢imz dojde k rozStépeni
molekuly na UDP a glukuronovou kyselinu, kterd se navaze uhlikem C1 na
deprotonovanou karboxylovou skupinu ibuprofenu.

Vysledkem této prace tedy je, ze UGT2B7 dimerizuje, ale kazdy fetézec dimeru
m4 jinou funkci. Zatimco druhy fetézec je natoeny kolmo na membranu, aby mohla
vikat dutina potfebna pro glukurodinaci, druhy fetézec lezi vodorovné na membrané
a nevznikaji u néj dutiny potiebné ke glukurodinaci a jeho tloha je podptrna, tedy aby
drzel druhy fetézec v prostoru, ktery by bez prvniho fetézce byl v nestabilni poloze.
Kromé vznikajicich dutin tomu nasvédcuje 1 tspéSné dokovani a také skutecnost, Ze
aminokyselina His268, kterd je podle analyz FRET dulezita pro dimerizaci i samotnou
glukurodinaci je v bezprostiedni blizkosti dimeriza¢ni oblasti praveé u druhého fetézce
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Souhrn

UDP-glukuronosyltransferazy (UGT) jsou jednémi z nejdulezitejsich
biotransforma¢nich enzyma v lidskych  bunikach. Provadéji  biotransformace
xenobiotickych sloucenin jako naptiklad opioidd, ibuprofenu, nebo i endogennich latek
jako napftiklad bilirubinu. UGT jsou lokalizovany na lumendlni stran¢ membréany
endoplasmatického retikula jaternich a ledvinovych bunék.

V této praci jsem pfipravil homologni membranovy model nejdilezitéjSitho zastupce
této tfidy enzymt - UGT2B7. Nésledn¢ jsem tento model otestoval a ekvilibroval
v molekularné dynamické simulaci jak v monomerni, tak v dimerni formé na modelové
membrané. Dokovanim ibuprofenu a UDP-glukuronové kyseliny do jednotlivych
pfipravovanych struktur jsem zistil, ze funkeni aktivni misto obsahuje pouze jeden
Zfetézcl UcCastnici se dimeru. Zda se tedy, Ze experimentdlné¢ potvizend nutna
dimerizace UGT by mohla byt potfebna pro katalytickou funkci komplexu, kdy jeden
proteinovy fetézec v dimeru by mohl mit funkci stabilizujictho prvku I1épe
interagujictho s membranou a druhy fetézec by mohl mit funkci katalytickou.

Podobny piipad Vv ttidé GT-B glykosyltransferdz kdy jednotlivé fetézce maji
v multimeru rozdilné funkce byl popsan naptiklad u cytosolické O-glykosyltransferazy
organismu  Streptococus pneumonie?® a u proteinkindzy koronaviru SARS byl
zaznamenan piipad, kdy je jeden fetézec dimeru nemd katalytickou funkci, zatimco

druhy ano.?’
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Summary

UDP-glucuronosyltransferases (UGT) are one of the most important detoxifying
enzymes of human cells. They metabolize xenobiotic compounds like opioids and
ibuprofen or endogenous compounds like bilirubin. UGT are located in the lumenal
side of the endoplasmatic reticulum membrane of kidney and liver cells.

In this thesis, | have prepared the homology model of the most important enzyme in
this family - UGT2B7 on the model membrane. The model was then tested and
equilibrated in molecular dynamics simulations in a monomeric or dimeric forms
embedded to model membrane. Molecular docking of ibuprofen and UDP-glucuronic
acid into individual snapshots revealed that active site is opened just in the one of
chains of the dimer. We can thus hypothesize that experimentally identified UGT
dimerization could be needed for the function of catalytic complex. Within such
dimeric complex, the first chain should have a membrane-stabilization function and the
other one should serve as a catalytic centre.

32



Literatura

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Lincova, D. & Farghali, H. Zakladni a aplikovana farmakologie. (Galén, 2007).
Csala, M., Banhegyi, G. & Benedetti, A. Endoplasmic reticulum: A metabolic
compartment. FEBS Lett. 580, 2160-2165 (2006).

Magdalou, J., Fournel-gigleux, S. & Ouzzine, M. Insights on membrane
topology and structure / function of UDP-glucuronosyltransferases. 42, 159-166
(2010).

Plant, N. Molecular Toxicology. (BIOS Scientific Publishers, 2003).

Gibson, G. & Skett, P. Introduction to Drug Metabolism. (Nelson Thornes,
2001).

Miley, M. J. et al. Crystal Structure of the Cofactor-Binding Domain of the
Human Phase Il Drug-Metabolism Enzyme. J. Mol. Biol. 498-511 (2007).
doi:10.1016/j.jmb.2007.03.066

Taylor, P., Tripathi, S. P., Prajapati, R.,, Verma, N. & Sangamwar, A. T.
Predicting substrate selectivity between UGT1A9 and UGT1A10 using
molecular modelling and molecular dynamics approach. Mol. Simul. 37-41
(2015). doi:10.1080/08927022.2015.1044451

Laakkonen, L. & Finel, M. A Molecular Model of the Human UDP-
Glucuronosyltransferase 1A1, Its Membrane Orientation , and the Interactions
between Different Parts of the Enzyme o. Mol. Pharmacol. 931-939 (2010).
doi:10.1124/mol.109.063289.

Meech, R. & Mackenzie, P. I. Brief review structure and function of uridine
diphosphate glucuronosyltransferases. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 907-915
(1997).

Marquardt, H., Schifer, S., McClellan, R. O. & Welsch, F. Toxicology.
(Academic Press, 1999).

Zakimsb, D., Cantor, M. & Eiblb, H. Phospholipids and UDP-
glucuronosyltransferase. J. Biol. Chem. (1988).

Meech, R. & Mackenzie, P. I. UDP-Glucuronosyltransferase , the Role of the
Amino Terminus in Dimerization *. J. Biol. Chem. 272, 26913-26917 (1997).
Lewis, B. C., MacKenzie, P. I. & Miners, J. O. Homodimerization of UDP-
glucuronosyltransferase 2B7 (UGT2B7) and identification of a putative
dimerization domain by protein homology modeling. Biochem. Pharmacol. 82,
2016-2023 (2011).

Yuan, L., Qian, S, Xiao, Y., Sun, H. & Zeng, S. Homo- and hetero-dimerization
of human and its allelic variants affect zidovudine glucuronidation activity.
Biochem. Pharmacol. 95, 58-70 (2015).

Coffman, B. L., Kearney, W. R., Goldsmith, S., Knosp, B. M. & Tephly, T. R.
Opioids Bind to the Amino Acids 84 to 118 of UDP- Glucuronosyltransferase
UGT2B7. Mol. Pharmacol. 63, 283-288 (2003).

Best, C. et al. PDBe : Protein Data Bank in Europe. Nucleic Acids Res. 39, 402—
410 (2011).

Krogh, A., Larsson, E., Heijne, G. Von & Sonnhammer, E. L. L. Predicting

Transmembrane Protein Topology with a Hidden Markov Model : Application to
Complete Genomes. J. Mol. Biol. 567-580 (2001). doi:10.1006/jmbi.2000.4315

33



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

Hirokawa, T., Boonéchieng, S. & Mitaku, S. SOSUI: classification and
secondary structure prediction system for membrane proteins. Bioinforma. Appl.
note 14, 378-379 (1998).

Baxevanis, A. D. & QOullette, F. B. F. Bioinformatics A Practical Guide to the
Analysis Genes and Proteins. (John Wiley & Sons, Inc, 2005).

Marks, D. S., Hopf, T. A. & Sander, C. Protein structure prediction from
sequence variation. Nat. Biorechnology 30, 1072-1080 (2012).

Pettersen, E. F. et al. UCSF Chimera — A Visualization System for Exploratory
Research and Analysis. J. Comput. Chem. 1605-1612 (2004).
doi:10.1002/jcc.20084

Ambrish, R., Alper, K. & Yang, Z. I-TASSER: a unified platform for automated
protein structure and function prediction. Nat. Protoc. 5, 725-738 (2011).

van der Spoel, D., Lindahl, E., Hess, B. & Groenhof, G. GROMACS: Fast,
Flexible, and Free. Wiley Intersci. 1701-1718 (2005). doi:10.1002/jcc.20291
Morris, G. M. et al. AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated Docking with
Selective Receptor FlexibilityAutoDock4 and AutoDockTools4: Automated
Docking with Selective Receptor Flexibility. J. Comput. Chem. 30, 2785-2791
(2010).

Trott, O. & Olson, A. J. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization and multithreading.
J. Comput. Chem. 31, 455-461 (2011).

Zhang, H. et al. New Helical Binding Domain Mediates a Glycosyltransferase
Activity of a Bifunctional Protein. J. Biol. Chem. 291, 22106-22117 (2016).

Chen, H. et al. Only One Protomer Is Active in the Dimer of SARS 3C-like. J.
Biol. Chem. 281, 13894-13898 (2006).

34



