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Dipeptidil-peptidaza 11l (DPP 1ll) je o cinku ovianegzopeptidaza koja katalizira reakciju
hidrolize peptidne veze odcjepljdjudipeptid s N-kraja svojih supstrata. U okviru ove
doktorske disertacije detaljno je istrazena stmaktu dinamika ljudske DPP lll i njenih
kompleksa primjenom tanalnih pristupa raalitin stupnjeva sloZenosti. Modeliranje je bilo
temeljeno na trodimenzionalnim strukturama enzindaatenim rentgenskom strukturnom
analizom. Molekulsko-dinartke (MD) simulacije slobodnog (bez vezanog liganeiazima
otkrile su veliku fleksibilnost proteina, a simuljackompleksa DPP Ill sa sintetskim i
peptidnim supstratima pridonijele su razumijevasjtoke supstratne specifiosti ovoga
enzima, te u kombinaciji s#anom slobodne energije omagle odreiivanje najvjerojatnijeg
i kemijski aktivhog n#&ina vezanja supstrata. Aktivha konformacija enzidwlatno je
potvidena primjenom raalitih MD metoda i hibridnim kvantno-mehakim — molekulsko-
mehanikim (QM/MM) ra¢unima razléitih natina koordinacije cinka. Mehanizam reakcije
hidrolize odréden je na modelnom sustavu sastavljenom od supstaaténokiselinskih
ostataka koji neposredno sudjeluju u procesu katalostataka koji koordiniraju ion cinka.
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§1. Uvod 1

§1. UVOD

Dipeptidil-peptidaza 11l (DPP Ill) je o cinku ovianegzopeptidaza citosola stanica mnogih
organizama koja katalizira reakciju hidrolize pdpt veze odcjepljufu dipeptid s N-kraja
supstrata koji se sastoji od tri ili vise aminokisskih ostatakd. Jedini je lan obitelj
dipeptidil-peptidaza lll, prema klasifikaciji baddEROPS (http://www.merops.sanger.ac.uk)
nazvane joS i obitelj metalopeptidaza M49, kojakgrakterizirana dvama jedinstvenim
strukturnim motivima HEXXGH i EEXR(K)AE(D) odgovorma za vezanje metalnog iona u
aktivno mjesto enzima.Bioinformatickim analizama utdeno je postojanje sveukupno 5
evolucijski a@uvanih regija unutar obitelji M49.To su: 1. regija od 313. do 332.
aminokiseline, 2. regija od 389. do 412. aminokml 3. regija od 450. do 460.
aminokiseline, 4. regijja od 507. do 512. aminokigeli 5. regijja od 566. do 575.
aminokiseline u primarnoj strukturi ljudske DPP 11l

Rezultati rentgenske difrakcijske analize pokazalda je DPP Ill monomerni protein koji
se sastoji od dvije domene izdwekoji se nalazi velika pukotiffalon cinka potreban za
aktivnost i aminokiseline koje ga koordiniraju naedase s unutarnje strane pukotine, na dnu
tzv. ,gornje” (katalittke) domene. Prisustvo velike pukotine izinalviju domena (priblizno
Sirine 40 A i visine 25 A) &injenica da se savane regije unutar obitelji DPP Il proteZu kroz
obje domene, ukazuju da bi ovaj enzim mogao bitll@ean velikim konformacijskim
promjenama.

In vitro istrazivanja pokazala su relativno Siroku spéodst DPP Il prema
oligopeptidima velline od cetiri do osam aminokiselinskih ostataka, uéljuci bioloSki
aktivne (neuro)peptide, $to ufje na ulogu tog enzima u njihovoj razgradmiji’ Medutim,
fizioloski supstrati DPP lII, a time i uloga ovogazimain vivo nisu dovoljno razjasnjefii°
Relativno Siroka specifnost prema peptidima i prisustvo u citosolu gotevih do danas
ispitanih stanica, uguje na ulogu u zavrSnim stupnjevima unutarstaog katabolizma
proteina. Nadalje, pretpostavlja se da bi ova ropgitidaza mogla imati i ulogu kod
regulacije boli u sisavaca buiduda je prondena visoka koncentracija tog enzima u
povrsinskim slojevima neuronadieog roga léne moZdine $takora.Dodatna potvrda tome

je i veliki afinitet ljudskog enzima prema vaznimeumopeptidima (npr. enkefalinu,
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§ 1. Uvod 2

endomorfinu) un vitro uvjetima®® Pretpostavlja se da bi Siroka supstratna sgeciit DPP
[l mogla biti posljedica izrazene fleksibilnostizma.

Mutacijska analiza i kinatka mjerenja ukazali su na vaznost pojedinih amselkiskih
ostataka u aktivnosti ljudske DPP Ill. Neke od malaze se u ,gornjoj” (Glu451 i His568), a
neke u ,donjoj* (Tyr318, Trp300 i Asn406) domenofgina®** 4

1.1. Cilji opseg rada

Cilj ovog rada bio je detaljno istraziti strukturudinamiku ljudske DPP I, te &
vezanja liganda (supstrata i inhibitora) u veznestg enzima primjenom danalnih metoda
razlicitih stupnjeva slozenosti.

Molekulsko-dinamike (MD) simulacije u kojima se svaki atom tretirigsplicitno (eng.
all atom MD), omoguile su detaljan uvid u strukturu, strukturne prongea fleksibilnost
ljudske DPP lll. Bud¢i da su takve MD simulacije ¢analno vrlo zahtjevne, te kao takve
nisu praktne za protavanje niskoenergetskih, dalekodoseznih, strukiirapromjena
velikih sustava, za pr@avanje navedenih efekata koristila se i analizanaimih modova
(eng.normal mode analysisMD simulacije krupnog zrna (engoarse grainedviD), kao i
ubrzane MD (engacceleratedMD) simulacije. Analiza glavnih komponenti (engincipal
component analysimmogila nam je lakSe razumijevanje sakupljenih podataka

Metodama uklapanja (endocking i primjenom usmjerenih (engteeredl MD simulacija
na sustave enzim-supstrat (sinteti Arg-Arg-2-naftilamid, i prirodni, endomorfini i
enkefalin) i enzim-inhibitor (Tyr-Phe-hidroksamépitani su razni nani vezanja liganada u
aktivno mjesto enzima. Najvjerojatniji, te kemijgroduktivan, néin vezanja supstrata za
ljudsku DPP Ill odréen je kombiniranjem metoda MD simulacija enzima bea vezanim
supstratom, s tanom slobodne energije (MM-PBSAc¢um, skrgeno od engMolecular
Mechanics Poisson Boltzmann Surface Ar@arezultati omoggili su razumijevanje Siroke
supstratne spec#nosti prodavanog enzima.

MD simulacijama s primjenom nasuing sile (engRandom AccelerateMD, RAMD)
pratili su se putevi (tuneli) izlaska, za koje spr@tpostavili da su ekvivalentni putevima

ulaska, liganada (supstrata i molekula vode) waktmjesto enzima.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

Mehanizam enzimske reakcije odem je za modelni sustav sastavljen od supstrata,
aminokiselinskih ostataka koji neposredno sudjelujuorocesu katalize i ostataka koji
koordiniraju ion cinka.

Takader, ispitan je i utjecaj pojedinih dkastih mutacija (MD simulacijama mutanata
H568N, N406Q, N406S, D372A, K405A i1 W300L) na komf@cijsku promjenu enzima i/ili

vezanje liganda u vezno mjesto enzima.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 4

8§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Peptidaze

Prema Mdunarodnoj uniji za biokemiju i molekularnu biolagifinternational Union of
Biochemistry and Molecular BiologyUBMB), enzimi se dijele prema vrsti reakcije Woj
kataliziraju u 6 osnovnih skupina (oksidoreduktaransferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i
ligaze)!® tzv. klasa, koje se dalje dijele na podskupine, podklase. Tako se unutar klase
hidrolaza, enzima koji kataliziraju reakciju hided, nalazi podklasa peptidaza (u starijoj
literaturi koriste se joS nazivi proteaze i protaia). Peptidaze su enzimi koji hidroliziraju
peptidne veze (slika 1f. Prisutne su u svim Zivim organizmima gdje sudjeluj
izvanstaninoj i unutarstaminoj razgradnji proteina i peptida. Peptidazama rjelrpzena
oznaka EC 3.4.; EC je skenica odEnzyme Commisigra prvi i drugi broj predstavljaju
klasu hidrolaza (3) i podklasu peptidaza (4). Parediva broja, enzimi se oztewvaju sa
sveukupna:etiri broja, gdje tréi i ¢etvrti broj ozn@avaju pod-podklasu i serijski broj enzima

u pod-podklasi.

o}

H,0 0 )
2 + ,R
RJ]\NR R1JKOH H,N

Slika 1. Shematski prikaz reakcije hidrolize peptidne veze.

Peptidaze mogu cijepati peptidnu vezu pri krajuutiutar peptidnog lanca, te se tada
govori o egzopeptidazama, odnosno endopeptidazBgmwopeptidaze se dalje klasificiraju
prema speciinosti koju pokazuju prema N- ili C-kraju (poli)pegriog lanca i prema broju
aminokiselina koje odcjepljuju. Stoga se egzopeaedkoje odcjepljuju jednu, dvije ili tri
aminokiselne s N-kraja (poli)peptidnog lanca zovmirepeptidaze, odnosno dipeptidil-
peptidaze, odnosno tripeptidil-peptidaze. Karbobgtmaze i peptidil-dipeptidaze su
egzopeptidaze koje odcjepljuju jednu, odnosno ¢haminokiseline sa slobodnog C-kraja
peptidnog lanca.

U MEROPS bazi podataka (http://merops.sanger.a@egjidaze su klasificirane prema

slicnosti njihovih primarnih struktura. Takav hijergghi sustav klasifikacije peptidaza
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§ 2. Literaturni pregled 5

predloZili su Rawlings i Barrett 1993. GodifeSvaka peptidaza dodijeljena je nekoj obitelji
na temelju statistki znaajne slénosti aminokiselinskog slijeda (bilo domene praogeih
dijela sekvence odgovorne za enzimsku aktivnosginar nekom odlanova te obitelji, a
obitelji za koje se smatra da su homolozi (pokaalignost u trodimenzionalnoj strukturi i
redoslijedu katalitikin aminokiselina u polipeptidnom lancu) grupirage u klanove.
Navedena baza podataka peptidaze dekdalijeli prema funkcionalnoj grupi u aktivhom
mjestu odgovornoj za katalizu, te razlikuje devataktickih tipova: aspartatne (oznaka A),
cisteinske (C), glutamatne (G), serinske (S), megtidaze (M), treoninske (T),
asparaginske (N), te peptidaze mijeSanog tipa (#ptidaze kojima je tip joS nepoznat (U)
(MEROPS, v 9.10, oZujak 2014.).

Priroda aminokiselinskih ostataka k@jne vezno mjesto peptidaze oduge koji ¢ce se
aminokiselinski ostaci supstrata énovezati na specifna vezna mjesta enzima. Drugim
rije¢ima, supstratna spedcifiost peptidaza uvjetovana je gom podmjesta enzima u koja se
smjeStaju béni lanci aminokiselina (poli)peptidnog supstratakd su neke peptidaza
specifine u svom hidrolitikom djelovanju, kao npr. tripsin koji hidroliziraeptidnu vezu
iskljucivo iza lizina i arginina, specifnost veéine peptidaza je puno sloZenija i teze ju je
definirati. Dan-danas, za opisivanje supstratneciigaosti peptidaza koristi se model i
terminologija koju su 1967. godine predloZili Schies i Berger® Aminokiselinski ostaci
peptidnog supstrata koji se nalaze prema N-, odnQskraju supstrata od peptidne veze koja
se cijepa u reakciji hidrolize oz¢amvaju se sa P1 do Pn, odnosno P1' do Pn'. Odguo¢araj
podmjesta u veznom mjestu enzima u koja se smje$tayedeni aminokiselinski ostaci
supstrata ozravaju se sa S1-Sn, odnosno S1'-Sn’' (slika 2). Pream@denoj terminologiji,

tripsin ¢e hidrolizirati peptidnu vezu ako se u P1 podmjessipstrata nalazi lizin ili arginin.

N-kraj  pp P1 p1t  py  Ckra

supstrata ] supstrata

— N/ A\ [
S2 S1 s1' s2'

enzim

Slika 2. Shematski prikaz vezanja supstrata (peptida) zare(peptidazu) koji katalizira hidrolizu
peptidne veze ozkane znakom x. Sa P1 do Pn i P1' do Pn' @amasu aminokiselinski ostaci
peptidnog susptrata, od katalkog mjesta prema N-kraju, odnosno prema C-krajstsata, koji se

smjesStaju u odgovaraja podmjesta na enzimu ozna sa S1 do Sni S1'do Sn'.
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2.2. Metalopeptidaze

Metaloproteini su proteini koji vezu ione metalatrpbne ili za katalitiku aktivnost ili za
stabilizaciju strukture. Kod katalize metaloenzirajmoni metali mogu vezati molekulu
supstrata orijentirajti je pogodno za reakciju, mogu sudjelovati u oksigdukcijskim
reakcijama, ili mogu elektrostatski stabilizirdtizaklanjati negativan nabdyj.

Metalopeptidaze su hidrolaze u kojima dvovalentetatni kation aktivira molekulu vode
koja izvodi nukleofilni napad na peptidnu ve2uzn®** je jedan od najzastupljenijih iona
metala u enzimski kataliziranim reakcijama hidrelipeptidne veze zbog: a) fleksibilne
koordinacijske geometrije i koordinacijskog brojaet{ri do Sest), b) dostupnosti, c)
moguenosti polarizacije intermedijera, d) brze izmjeigahada, efvrstog vezanja za enzim,
f) nedostatka redoks aktivnosti i g) nemégaosti stvaranja reaktivnih radikala. Pored njega se
jos pojavijuju i C8*, Mn**, Ni** ili Cu**. U takvim enzimima ion metala mage je
koordiniran s tri aminokiseline, od kojih su, uwie slucajeva, to His, Glu, Asp ili LysOsim
liganada koji vezu metal, za katalizu je potrebarem joS jedan aminokiselinski ostatak. Kod
vedine metalopeptidaza to je Glu, a moZe biti i Aid_jts.**??

lako metalopeptidaze odlikuje napzeraznolikost primarnih struktura od svih peptidaza
(u MEROPS bazi podataka postoji 70 obitelji metejaplaza raspodijeljenih unutar 15
klanova), udena je velika stinost njihovih aktivnih mjesta, te &a/anost aminokiselinskih
ostataka odgovornih za vezanje metalnog katiordalizu.

Jedna od najviSe préavanih metalopeptidaza je termolizin. Rijgg¢ 0o termostabilnoj
endopeptidazi koja joS djeluje i kao peptid- i esiatetaza. JoS 1972. godine rentgenskom
difrakcijskom analizom rijeSena je kristalna sturkt termolizing€>%* Uoteno je da se radi o
proteinu koji se sastoji od dviju domena, ggmu je N-terminalna domena dema pretezno
od B-vrpci, a C-terminalna od-zavojnica, dok se aktivno mjesto nalazi dubokaracipepu
izmedu domena (slika 3). lon cinka u aktivnom mjestuaedarski je koordiniran s dva
histidina (His** i His**® koja su sastavni dio motiva His-Glu-Xaa-Xaa-HKEXXH), s
Glu'® iz susjednex-zavojnice i s molekulom vode. U khevremenu eksperimentalno je
odreten niz trodimenzionalnih struktura termolizind njegovih kompleks&®*® koje u
kombinaciji s rezultatima kvantno-meh&kih ratuna na koordinaciji cink& upwuju na
fleksibilnu koordinacijsku geometriju kationa cinatraedarska i pentaedarska),damu ga
Glu166 moze koordinirati monodentatno ili bidentathBudwti da oko polovine poznatih o
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cinku ovisnih metalopeptidaza sadrzi karaktenmststrukturni motiv, pentapeptid HEXXH,
koji sadrzi dva od ukupno tri aminokiselinska ligarmetala aktivhog mjesta (dva histidina),
termolizin se koristi kao reprezentativni protoza razumijevanje mehanizma katalize i

dizajn inhibitora metalopeptidaza koje u aktivnonestu imaju jedan ion cinka.

Slika 3. Kristalografski odréena struktura kompleksa termolizina s inhibitord@tjorfanom (PDB
kod: 1Z9G). Pogled na strukturu u cjeliftyrpce obojene su Zuto,cazavojnice crveno. U aktivhom
mjestu termolizina nazgani su: cinkov ion (prikazan sivom kuglicom), ankiselinski ostaci koji
koordiniraju metalni ion (prikazani Stapna s bijelo obojenim ugljikovim atomima), aminogigski
ostaci Glul43 i His231 (prikazani Stéijpha s zeleno obojenim ugljikovim atomima) i inhdoit
(prikazan Stagima s ruzéasto obojenim ugljikovim atomima). Slika je genania s programom
PyMol *

Kataliticki mehanizam termolizina je do danas jedan od mglyowenih mehanizama
metalopeptidaza. PredloZzena su tri mehanizma djejav (slika 4). Prema prvom, tzv.
»hidroksidnom mehanizmu®, reaktivni nukleofil serggira deprotonacijom molekule vode
koja koordinira cink i to na mn da Glul43 iz motiva MEXXH*° djeluje kao baza te
odcjepljuje proton s molekule vode. Nakon togaediijnukleofilni napad hidroksidnog iona
na karbonilni ugljikov atom iz peptidne veze kojadgluje u reakciji hidrolize, te prijenos
protona s Glul43 na izlaae amino skupinu (slika 4, mehanizam 1). Naknadnedmhe
strukture kompleksa termolizin-inhibitér nekih drugih o cinku ovisnih endopeptidaza, kao

provedena kinetka mjerenja, potvrdila su vjerodostojnost navedemetanizma>=>* Mock i
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suradnici su predlozili mehanizam u kojem neutrklis231 djeluje kao baza koja deprotonira
molekulu vode koja ne koordinira ion cinka (slika sehanizam 2§° Medutim ovaj
mehanizam ne moze objasniti Zagn gubitak enzimske aktivnosti uslijed mutacijieX33.
Prema tréem predlozenom mehanizmu, ion cinka ne koordiniralekula vode vé
hidroksidni ion, a Glul43 samo prenosi proton niaziu amino skupind® Navedeni
mehanizam temelji se na interpretaciji eksperinlantaobivenih rezultata ovisnostKp o

pH, pricemu je molekuli vode pripisana vrijedno¥tp8,26.

: : :
NH=~ . NH< / NH NH=~ ,
%‘l(\/;)o\l(/m 143 L\PN\)\ “%ﬂ{\ Do\ _Glu143

C
l é His231 : (4_ y)
S " @
Hisé’\emms HisTa2 Glu166 Hmﬁ?\elmee
His146 His146 His146
1 2 3

Slika 4. PredloZeni mehanizmi djelovanja termolizina. Petaiz rada Blumbergera i suradnika.

Slozenim kvantno-meharkim — molekulsko-mehatkim ratunima, 2007. godine
Blumberger i suradni@ izratunali su profil slobodne energije za prvi predidZen
mehanizam. Prema provedenimiuaima hidroliza se odvija u tri koraka: 1) simubian
deprotonacija molekule vode od strane Glu143 i eafidni napad OH na karbonilni ugljikov
atom supstrata, 2) prijenos vodika, uz pér®ul43, na duSikov atom iz peptidne veze koja
sudjeluje u reakciji hidrolize, i 3) simultano pooiranje duSikovog atoma i ireverzibilno
pucanje peptidne veze (slika 5). Energijske baijedrelene za prvi i tré korak (62,16 i
61,74 kJ mol') u dobrom su slaganju s eksperimentalnima vrijstin@ dobivenim za sihe
supstrate (50,82 — 57,12 kJ iyl Prijelazno stanje TS1 stabilizirano je nastajenjslabe
koordinacijske veze iznde karbonilnog kisika iz peptidne veze koja sudgeluj reakciji
hidrolize i Zrf*, kao i niza vodikovih veza iznda molekule supstrata i His231, te molekula
vode u aktivnom mjestu. Velika fleksibilnost i mirtmst Glu143, koji je na getku reakcije

nepovoljno orijentiran, omoguju prijenos vodika na izlazea amino skupinu.
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Slika 5. Mehanizam reakcije hidrolize peptidne veze kaitali'e termolizinom prema Blumbergeru i
suradnicim&® Supstrat Ace-Gly-Leu-Ala-Mam je ozéen crvenom, katalitke aminokiseline i ion
metala plavom, a molekule vode zelenom bojom. Keniale i vodikove veze koje pucaju ili nastaju
za vrijeme hidrolize prikazane su punim, odnosiothkanim, crnim linijama. ES oztava kompleks
enzim-supstrat, TS1 prijelazno stanje za nukleofil@pad, TI*, TI i TI' tri razléite konformacije
meduprodukta, TS2 prijelazno stanje za protonacijazé&le skupine, a P produkt. Preuzeto iz rada

Blumbergera i suradnika.

2.3. Dipeptidil-peptidaza Ili

Dipeptidil-peptidaze (skéeno DPP) su grupa peptidaza, koje odcjepljuju digep s N-
kraja (poli)peptidnog supstrata. Kod sisavaca gpripa pronaiena i okarakteriziranaetiri
glavna tipa tog enzima (DPP I-IV) koji se razlikuprema razmjeStaju unutar stanice,
supstratnoj specifosti i osjetljivosti na inhibitord’ Dipeptidil-peptidaza 11l (DPP Ill, EC
3.4.14.4) je otkrivena u ekstraktu dobivenom izdpjeg reznja gouie hipofize, na temelju
detekcije hidrolittkog cijepanja karakterigtog sintetskog supstrata Arg-Arg-2-naftilamida
(RRNA)3®
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Danas se zna da dipeptidil-peptidaze tipa Il @itgih organizama sanjavaju zasebnu
porodicu proteina. Obitelj dipeptidil-peptidaza Prepoznata je i klasificirana na temelju
statisttki znaajne slénosti aminokiselinskih sljedova svojiltlanova i jedinstvenog
strukturnog motiva, heksapeptida HEXXXH, odgovornpg vezanje cinka i katak#u
aktivnost enzima. U bazi MEROPS za obitelj DPP nlvodi se joS i naziv obitelj
metalopeptidaza M49. Prvobitni naziv DPP Il bidjpeptidil-arilamidaza 11l jer je otkrivena
kao tréa u seriji dipeptidil-arilamidaz¥ U ranijoj literaturi za DPP Il se jo$ pojavljuju
nazivi dipeptidil-aminopeptidaza lll, ,angiotenza® i ,enkefalinaza B“ izvedeni na temelju
supstratne specinosti. Danas se ¥mom koristi naziv dipeptidil-peptidaza lll, i kiad DPP
[ll, sukladno preporuci Komisija za nomenklaturuteimacionalne unije za biokemiju i
molekularnu biologiju (IUBMB) iz 1992. godine.

Osim u hipofizi DPP Il je prisutna i u mnogim diaoyg tkivima sisavaca uklgujuéi

+ 3941

mozak (u ljudskoj placenti i & eritrocitima>® mozgu i jetri Stakor&’*? svinjskim

misicima)*®, kao i kod nizih eukariota (sluzave plijedbictiostelium discoideur kvasca
Saccharomyces cerevis)dé*® Prasiséena je i biokemijski okarakterizirana kao citosolni
monomerni protein (Mr ~ 80 000, pl kod pH ~ 4,5p¢© zn&ajke DPP Il su takder i
ovisnost njezine enzimske aktivhosti o dvovalentnaometalnom kationu (inhibicija
kelirajuéim agensima) i inhibicija sulfhidrilnim reagensima3®4%44

Istrazivanja provedenen vitro pokazala su relativno Siroku spegéimfost DPP 1ll prema
oligopeptidima veliine odcetiri do osam aminokiselina, ukfujuci i neke bioloski aktivne
(neuro)peptide, $to upuje na ulogu tog enzima u njihovoj razgradniji’ Takaier je ugeno
da DPP Il sisavaca preferira hidrofobni aminokiss{i ostatak na téem polozaju od N-
kraja supstrata (P1' polozaj). Weim, fizioloSki supstrati DPP lll, a time i ulogavoga
enzimain vivo nisu dovoljno razjasnjefii*® Njezina relativno Siroka spedifiost prema
peptidima i prisustvo u citosolu gotovo svih do asnispitanih stanica, upuje na ulogu u
zavrsnim stupnjevima unutarstamdg katabolizma proteina. Nadalje, pretpostavljaaebi
ova metalopeptidaza mogla imati i ulogu kod regigaboli u sisavaca budu da je
pronaiena visoka koncentracija tog enzima u povrSinskiojegima neurona linog roga
ledne moZzdine $takorda. Dodatna potvrda tome je i veliki afinitet ljudskemzima prema
nekim opioidnim peptidima (npr. enkefalinu, endofimar) pokazan uin vitro uvjetima®®
Zhang i suradnici su u svom istrazivanju, ukazalivaznost DPP Il u stvaranjémee mrene

(kataraktogenezi® Budwi da je u@en poviseni stupanj ekspresije ljudske DPP Il u
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malignim tkivima endometrija i ovarija, prepoznaja i kao potencijalni biomarker
maligniteta’’*® Najnovija genomska istraZivanja otkrivaju poveztridPP Il s aktivacijom
antioksidacijskog elementa (enghe Antioxidant Response Eleme®RE) vaZznog za
ekspresiju brojnih citoprotektivnin enzima koji domse obrani od oksidativhog stresa u
ljudi.*® Hast i suradnici su 2013. godine ukazali na ulD@®P 11l u aktivaciji transkripcijskog
faktora Nrf2 koji je sastavni dio signalizacijskputa Nrf2- Keap 1, glavhog mehanizma
obrane stranice od toksiih agensa i kancerogerfalako se fizioloski relevantne interakcije
DPP Il jo$ istraZzuju i njene fizioloSke uloge jogrivaju, sva dosadasnja saznanjadugu

na to da bi ljudska DPP Il mogla biti vazna tensiska meta.

Prouwavanje strukture DPP Il zapelo je 1998. godine kada je kloniran i sekvenciamir
gen za DPP Ill iz Stakorske jettd’ Nedugo nakon toga, odiena je i primarna struktura
ljudske DPP Il (737 aminokiselind)Na temelju odréenih primarnih struktura, te rezultata
cillane mutageneze i bioinformeitih analiza, ustanovljeno je pet evolucijskéuganih
aminokiselinskih regija unutar DPP Il obiteljimaiu kojima su dva karakterigtia
heksapeptidna motiva, HEXXGH i EEXR(K)AE(D).

Zna&ajan novi pomak u znanju o metalopeptidazama izelpbiM49 nastupio je
odretivanjem prve kristalne strukture DPP Il (kod ramije 1,95 A) i to ortologa iz kvasca
Saccharomyces cerevisig®BD kod: 3CSK), ¢ime je dobiven strukturni prototip ove
obitelji. Trodimenzionalna struktura kwsve DPP Il ukazuje na novi &a smatanja
proteina, koji ne pokazuje strukturnecaldsti s ostalim o cinku-ovisnim peptidazama. Sastoj
se od dviju domena (tzv. ,gornje” i ,donje”) kojal dvojene Sirokim rascjepom. Vezno
mjesto katalittkog iona ZA* nalazi se pri unutarnjem kraju rascjepa u ,gofnjbglikalnoj,
domeni i sastoji se od His460, His465, Glu517 ngdholekule vode (slika 6).
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~gornja“
domena "~

~donja“
domena

Slika 6. Kristalna struktura kvagve DPP IIl (PDB kod: 3CSK). Lijevo, pogled na &turu u cjelini;

B-vrpce obojene su Zuto,cazavojnice crveno. Desno, wani prikaz aktivnog mjesta kvégve DPP
[ll. U aktivnom mjestu nazré@ni su: cinkov ion (prikazan sivom kuglicom), ankiselinski ostaci
koji koordiniraju metalni ion (His 460, His465 i @17, prikazani Stafima s bijelo obojenim
ugljikovim atomima), aminokiselinski ostaci Glu46His578 (prikazani Stapima s zeleno obojenim
ugljikovim atomima) i molekula vode koja koordinicnk (prikazana crvenim Stagm). Slika je

generirana s programom PyMbl.

lako je tercijarna struktura DPP 1l u cjelini nopa n&inu smatanja, nan koordinacije
cinkovog iona i razmjestaj nekoliko katatki vaznih aminokiselinskih ostataka odgovaraju
onima u strukturno nesrodnim cink-peptidazama témmol i neprilizinu, ¢clanovima obitelji
metalopeptidaza M4, odnosno M13. Preklapanjem maiktisnjesta udeno je da su ostaci koji
koordiniraju cink, te Glul43 i His231 kod termohai ekvivalentni ostacima kwse DPP
Il koji koordiniraju metalni ion, te Glu461 i Hig® (slika 7). To najvjerojatnije upuje na
slicnost njihovih uloga u pretpostavlienom mehanizmwireski katalizirane hidrolize

peptidne veze.
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Slika 7. Aktivno mjesto kvageve DPP Il (Stagi sa zeleno obojenim ugljikovim atomima, PDB kod:
3CSK) preklopljeno s aktivnim mjestima termolizi@apti sa Zuto obojenim ugljikovim atomima,
PDB kod: 4TMN) i neprilizina (Stapi s ruzitasto obojenim ugljikovim atomima, PDB kod: 1DMT).

Preuzeto iz rada Barala i suradnika.

2.3.1. Ljudska dipeptidil-peptidaza Ill

Ljudska DPP Il je monomerni protein koji sadrzi 773aminokiselinskih ostataka
(molekularne mase oko 82,5 kDa), s izoelekimm tatkom pri pH 4,55. Pokazano je da ovaj
enzimin vitro hidrolizira bioloski aktivne peptide angiotenzin angiotenzin IIl, proktolir,
enekfalin i neke hemorfine i egzorfing8.Takaier dokazano je i da cijepa peptide s prolinom
u poziciji P1, kao $to su endomorfin-1 i endomediff te da to svojstvo ovisi o sastavu
peptida. Od poznatih sintetskih supstrata najlp@Ifrg-Arg-2-naftilamid pricemu je pH oko
8,6 optimalan za njegovu hidrolizu pri 37 °C, a fzioloSkom pH DPP lll zadrzava 45 %
hidroliticke aktivnosti prema ovom supstrdt@pecifinost ljudske DPP IlI, kao ni ostalih
DPP lll, prema peptidnim supstratima nije precingoeiena, no uéeno je da su joj najbolji
supstrati oligopeptidi getiri do osam aminokiselina (hidroliko djelovanje na tripeptide je
slabo), pricemu preferira one s hidrofobnim aminokiselinskirtatieom na poloZaju P1'.

Ciljnom mutagenezom na ljudskoj DPP IIl ustanowiga da supstitucija His568 s Asn
rezultira drastinim smanjenjem enzimske aktivnosti (uz sintetskpssat Arg-Arg-2-
naftilamid odréeni su kinettki parametri za divlji tip (engwild type WT) enzimaK,=9,39
+1,11uM i kea=16,20 + 2,69 %, i za mutant H568NK,=11,81 + 0,18uM i k.,=0,0125 =+
5x10% s 1), te da zamjena Tyr318 sa Phe tkozn&ajno smanjuje katalitku efikasnost
enzima uz isti supstrat (kin&ki parametri mutanta Y318K,=10,4 = 1,7uM i k,=0,31 £
0,03 §1).12
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Nadalje, pokazano je da Trp300, evolucijskuwan u obitelji M49, sudjeluje u vezanju
kompetitivnih inhibitora i pretpostavljeno je da apvaminokiselinski ostatak sudjeluje u

odrzavanju funkcionalnog integriteta podmjesta $hzimu**

2009. godine rijeSena je kristalna struktura ljud§¥°P 11l (PBD kod: 3FVY, slika 8) i
pokazano je da je sha strukturi kva&vog ortologa, iako je idewtiost njihovih

aminokiselinskih sljedova svega ~36%.

~gornja“
domena

~donja“
domena

Slika 8. Kristalna struktura ljudske DPP Ill (PDB kod: 3FYXijevo, pogled na struktura u cjelirfi;
vrpce obojene su Zuto,cazavojnice crveno. Desno, wamni prikaz aktivnog mjesta ljudske DPP Il
U aktivnom mjestu nazgeani su: cinkov ion (prikazan sivom kuglicom), ankrselinski ostaci koji
koordiniraju metalni ion (His 450, His455 i Glu5Q&ikazani Staidima s bijelo obojenim ugljikovim
atomima), aminokiselinski ostaci Glu451 i His56&8Kazani Stapiima sa zeleno obojenim ugljikovim
atomima) i molekula vode koja koordinira cink (@#ana crvenim Staf@m). Slika je generirana s

programom PyMof!

Rezultati mutacijske analize i kvantitativnog adivanja cinka Stakorske DPP Il pokazali
su da dva histidina iz prvog karakteristig heksapeptidnog motiva®¥ELLGH*** i drugi
glutamat iz drugog heksapeptidnog motiva>’E**®CRAE®'? koordiniraju ion cinka u
aktivnom mjestu, dok je za glutaminsku kiselinu @1) koja se nalazi u prvom

heksapeptidnom motivu DPP Il pretpostavljeno dadggovorna za baznu katalizu hidrolize
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peptidne vez&?*° Tako je dokazano da udio cinkovih iona uslijed aije Glu508 u Ala,
His450 u Tyr i His455 u Tyr pada s ~1 mol/mol pmeéena ~0 mol/mol proteina.

2012. godine rijeSena je i struktura mutanta Gludaljudske DPP Il u kompleksu sa
supstratom -pentapeptidom tinorfinom (PBD kodoviB i 3T6J, slika 95* Uoteno je da
navedena struktura predstavlja kompaktniji (gloijg oblik proteina, u kojoj je drasino
smanjena udaljenost izihe ,gornje” i ,donje”“ domene. Navedena strukturala je uvid u
natin vezanja supstrata u vezno mjesto enzima. Preforazno je naglasiti da u strukturi

mutanta nedostaje elektronska gdatoinkovog iona (slika 9).

~gornja“
domena

~-donja“ ( :

domena

Slika 9. Kristalna struktura mutanta E451A ljudske DPPulkompleksu s tinorfinom (PDB kod:
3T6B). Lijevo, pogled na strukturu kompleksa u igjel B-vrpce obojene su Zuto, @zavojnice
crveno. Desno, uvani prikaz aktivhog mjesta ljudske DPP Ill. U akidm mjestu naziani su:
aminokiselinski ostaci koji koordiniraju metalningHis 450, His455 i Glu508, prikazani Stépia s
bijelo obojenim ugljikovim atomima), aminokiselins&staci Tyr318, Glu451 i His568 (prikazani
Staptima sa zeleno obojenim ugljikovim atomima) i tinorf Val-Val-Tyr-Pro-Trp (prikazan

Staptima s ruzéasto obojenim ugljikovim atomima). Slika je genana s programom PyM3d!.

Nadalje, Bezerra i suradnitisu pokazali da se uslijed konformacijske promjprateina
ljudske DPP lll, koja se moze opisati kao ,zatvggnkut izmeiu dviju domena smanji za
priblizno 60° (slika 10). Pri tome sekundarne stuoé& pojedinih domena ostajiurane.
Aminokiselinski ostaci 409-420 predstavljaju tzvemanéki zglob (,Sarku”) oko kojeg dolazi

do pomicanja domena, a sama konformacijska prompezaltat je vezanja supstrata,
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tinorfina, u vezno mjesto enzima. U slobodnom (lzezanog supstrata) enzimu, Lys670 iz
,donje“ domene proteina ostvaruje vodikove vezersnakiselinama s C-kraja spomenutog
mehanékog zgloba. Vezanjem supstrata, ©emu tinorfin u ispruzenoj (engextendedl
konformaciji formira -vrpcu koja se na antiparalelancima veze zaf-plocu iz ,donje*
domene proteina sastavljenu od pevrpci (slika 11), Lys670 se potd, te stupa u
interakciju s karboksilnom skupinom na C-kraju stgia. U isto vrijeme Arg669 ostvaruje

vodikovu vezu s karboksilnom skupinom tinorfina.

vezanje
supstrata

Slika 10. Pomicanje domena (povrsina ,gornje* domene obojardavo, a ,donje" ruZiasto) uslijed

vezanija tinorfina u ljudsku DPP IIl. Preuzeto idaeBezerre i suradnika.

Slika 11. Vezno mjesto ljudske DPP Il u kompleksu s opididrpeptidom tinorfinom (PDB kod:
3T6B). Lijevo, supstrat (tinorfin, Val-Val-Tyr-Proep) se veze u oblikf-vrpce (nazngn Staptima i
strelicom obojenom Zutom bojom) nac¢mada predstavlja nastavak dv@ostoj€ih pet B-vrpci iz
,donje* domene proteina (strelice obojene #asio). Preuzeto iz rada Bezerre i suradrikdesno,
aminokiseline koje se nalaze unutar 4 A od molelalpstrata nazdane su Stapima sa zeleno
obojenim ugljikovim atomima. Vodikovi atomi nisuikazani zbog jasni@. Elektrostatske interakcije

nazn&ene su Zzutom isprekidanom linijom. Slika je gersatir s programom PyMd\.
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Takader, autori navode da je vezanje tinorfina za enemmopijski potpomognut proces.
Rezultati izotermne kalorimetrijske titracije pokéizsu da je vezanje tog supstrata izrazito
endoterman proces. Da bi proces bio spontan, pranf@ibbsove energijeAG) pri
konstantnom tlaku i temperaturi, mora biti negadivéto u sltiaju endotermnih procesa zina
da apsolutna vrijednost entropijskdigna mora biti véa od entalpijskog ({TAS > AH). U
prowtavanom temperaturnom podju, protuteZu pozitivnoj vrijednostiH predstavlja veliki
pozitivni entropijski doprinos, Sto rezultira eggenim procesom vezanja supstrata (slika 12).
Temperaturna ovisnost entalpije (toplinski kapacié,), ima negativan nagib, Sto ujje
na ¢injenicu da je proces vezanja potaknut ,zakopawvahjgidrofobnih dijelova povrSine
proteina. Bezerra i suradnici su iguaali da se uslijed vezanja supstrata, povrSintepra
dostupna otapalu smanji za oko 3500 Bakle, vezanje supstrata je entropijski potponugn
proces, pricemu povéanju entropije najvise doprinosi osldaaje strukturiranih molekula
vode iz pukotine izm&u domena enzima (slika 12). Analiza kristalizadljslorocesa?
pokazala je da se entropijski doprinos osttavga strukturiranin molekula vode s povrSine
proteina krée u rasponu od 100 do 700 J Md{ ™, 5to priblizno dogovara oslod@nju 5-30
molekula vode tijekom kristalizacije proteina. Utyorenoj* formi DPP Il (slika 8), u
veznom mjestu, tmije u rascjepu m& domenama, nalazi se otprilike 60 molekula vode
(slika 12). Autori su pretpostavili da istiskivangzih (ili veceg dijela) tih molekula vode
moze objasniti povoljni entropijski doprinos vezanjolekule tinorfina za DPP Il (od 170 do
450 J mol* K™ u mjerenom temperaturnom podjw). Strukturne molekule vode vezane u
procjepu izmédu domena predstavljaju svojevrsni entropijski reaar koji se koristi kao
pogon za vezanje supstrata. DPP 1l je jedna edkif) peptidaza za koje se zna da pokazuju
entropijski potpomognut proces vezanja i/ili velpomak domena uslijed vezanja supstrata.
Bezerra i suradnici sugeriraju da bi se Siroka sapsa specitinost enzima iz DPP 11l obitelji
mogla objasniti upravo tom konformacijskom plastigu. Prilagodljivost Sirine pukotine
meiu domenama rezultira mijenjanjem valie veznog mjesta enzima Sto omége

smjeStanje raaliti supstrata, tj. supstrata ragtih aminokiselinskih sljedova.
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AC,=-2.6 kJ K" mol" ¢ aH(kmol)
100 ” M AG (k).mol")

A-TA4S (k.mol')
50 .

Energy (kl.mol")
°

275 280 285 290 295 300 305 310
Temperature (K)

Slika 12. Temperaturna ovisnoaG, AH i —TAS dobivena izotermnom kalorimetrijskom titracijom,
ljevo. Desno su prikazane molekule vode na povnrdznog mjesta ,otvorene” strukture DPP Il
(PDB kod: 3FVY), koje se oslolaju iz unutradnjosti enzima vezanjem supstratar3ftv obojena

plavo ukazuje na povrSinu enzima koja prestaje iltZzena otapalu uslijed zatvaranja enzima.

Preuzeto iz rada Bezerre i suradntka

2.4. Racunalna kemija

Raunalna kemija ili molekulsko modeliranje je pogrikemije za koje se mozeérada je
ujedno i mlado i staro. Staro u smislu da su njemelji postavljeni s razvojem kvantne
kemije p@etkom dvadesetog stoli@ no buddi je njezina vaznost usko povezana s razvojem
racunala, zn&ajnije se primjenjuje tek posljednjin 35 godina.cRaalni keméari koriste
modele teorijske kemije i fizike ugtane u dinkovite ra&unalne programe za iztan
statikih (struktura molekula, elektronska gusipredovi veza) i dinartkih (konformacijske
promjene, kemijske reakcije, vezanje nekih malihlekgla u aktivno mjesto enzima)
svojstava molekula. U tu svrhu koriste se metodeleti@anja razlititog stupnja slozenosti:
empirijske (. metode molekulske mehanike, MM, iolekulske dinamike, MD),
semiempirijske, kvantno-mehahke (QM) i kombinirane kvantno-meha&ke — molekulsko-
mehanike (QM/MM). Neke od tih metoda su izuzetnaiie (primjenjive samo na male
molekule), dok druge koriste ztggne aproksimacijeAb initio metode se upotpunost temelje
na kvantno-mehatkoj teoriji, pa se joS nazivaju ,metode prvih/osndv principa®.
Empirijske i semiempirijske metode, u svrhu pojestavljenja teorijske pozadine, imaju
ugraiene neke eksperimentalne rezultate (parametre)¢ch@tsu manje precizne, no zbog

moguwnosti da se njima opisuju znatnaéveustavi ne i manje toe.
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2.5. Kvantno-mehani¢ke (QM) metode

Osnovni postulat kvantne mehanike kaze da je sustgvostoru i vremenu u potpunosti
opisan valnom funkcijomLP(r,t), gdje jer matrica prostornih koordinata(ro,rs,...,rsn),
sastavljena od po tri koordinate (ngry i z) za svaku oadh ¢estica, & je vrijeme. Prostorni
integral umnoska valne funkcije sa njenim komplékskonjugatom k‘PLP‘ ili “Pz‘ ako se
radi o realnim funkcijama) ima jedinicu guétovjerojatnosti. Dakle, vjerojatnost da se
sustav né u odretenom dijelu faznog prostora jednak je integralu"da'a‘ preko toga dijela

prostora. Valna funkcij@esto se zove i funkcijom stanja jer jednom kadeoise odredi
mogue je djelovanjem oddenog operatora na nju odrediti sva mjerljiva swa@ssustava.
Npr. djelovanjem operatotd (Hamiltonov operator ili hamiltonijan) koji je opsor ukupne
energije, a dan je zbrojem operatora kifletii potencijalne energijeHET+U), na valnu
funkciju:

oW (r,t)
ot

HW(r,t)=in (2.1)

dobije se ta ista valna funkcija pomnozZena konstantkoja u ovom skaju odgovara

ukupnoj energiji sustava:

HW(rt) =EW¥( .t). (2.2)

Zn&i, ‘-IJ(r,t) je vlastita funkcija sustava, & vlastita vrijednost navedene valne jednadzbe

(vlastitih vrijednosti).

Ako je valnu funkciju mogée prikazati kao produkt dviju neovisnih valnih fuijk,
prostorne i vremenské,P(r,t) =t//(r)¢(t), te uz pretpostavku da potencijalna energija ne

ovisi 0 vremenu, tj. d& djeluje samo na valnu funkciju ovisnu o prostormioordinatama,

iz jednadzbe 2.2 dobiju se dvije neovisne jednadzbe

Hy(r)=Ep(r), (2.3)

(2.4)
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gdje je E energija stacionarnog stanja sustava. Jednad&ge 2zv. vremenski neovisna
Schrédingerova jednadzba. Prostorna valna funl(,éfl(&) ovisi 0 3 koordinata, gdje je

ukupan broj¢estica (elektrona i jezgara). Tépi oblik operatora hamiltonijana ukljuje pet
doprinosa ukupnoj energiji sustava:

H——Z—DZ Z—DZ Zzezuz +2924Z (2.5)

i<j i' k<l

gdje indeksi i j odgovaraju elektronim;i | jezgrama,/i je reducirana Planckova konstanta
9’ 62
Ve ) je

X oy 622

operator, Laplaciare je naboj elektronaZ je atomski broj, @, je udaljenost izm#u cestica

(h=H2m), m i m¢ su mase elektrona, odnosno jezgard, (07 =

a i b. Izrazi s desne strane jednadzbe 2.5, glédsjlijeva na desno, predstavljaju Kirdke
energije, elektrona i jezgara, energijudugobnog privlédenja elektrona i jezgara, i energije
medusobnog odbijanja elektrona i jezgra.

Parcijalna diferencijalna jednadzba vlastitih \dijesti dana izrazom 2.3 predstavlja
osnovnu jednadzbu za odreanje energijskih stanja atoma i molekula.ddem, veliki broj
koordinata u sleaju molekula uvelike otezava njezino rjeSavanjeseéeuvode oddene
aproksimacije. Born-Oppenheimerova aproksimacijeogutuje separaciju elektronskog i
nuklearnog gibanja, tj. &ananje elektronske energije za atéei polozaj jezgara. To se
opravdavainjenicom da su mase elektrona puno manje od neasgifa (elektroni su ~1800
puta lakSi od jezgara) pa se oni gibaju znatno bdzgezgara tj. ,osj@ju”“ samo poloZaje, a
ne i kol€ine gibanja jezgara. Sa stanoviSta elektrona jekgoeda miruju, tj. zanemaruje se
utjecaj gibanja jezgara na gibanje elektrona, aggski doprinos méusobnog odbijanja
jezgara je konstantan za odeai raspored atoma. U tom &Hju, tzv. elektronska
Schrddingerova jednadzba ima oblik:

(He|+UN)‘/Je|(ri;rk):Ee(/jelfi[ k) (2.6)

gdje indeks ,el* uptuje na to da se koristi Born-Oppenheimerova apnoéisija, He
uklju¢uje samo prvi, tr@ i cetvrti ¢lan s desne strane jednadzbe 2k, je energije
medusobnog odbijanja jezgara. Elektronske koordima®u neovisne varijable, a nuklearne

koordinatery su parametri te se navode izaki®-zareza u izrazu za elektronsku valnu

funkciju, l,l/e,(ri;rk). Vlastita vrijednost elektronske Schrédingerovelngdzbe je tzv.
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unutrasnja energijakEe. Vazno je primijetiti da jeclan Uy konstantan za odieni set
fiksiranih nuklearnih koordinata. Vazno je naglasda bez Born-Oppenheimerove
aproksimacije ne bi postojao koncept plohe potahmwj energije (engPotential Energy
Surface PES), a samim time i koncept strukture ravnotgznprijelaznog stanja bududa
oni predstavljaju kritine take na PES. PES je povrSina definiran&.sza sve mogte
polozaje jezgara (pri standardnim uvjetima u kojme&i sustav postoji).

Jednadzba 2.6 jednostavnija je od jednadzbe 2.3hegewmkljwuje ¢lan koji opisuje
korelaciju izméu jezgara i elektrona. Postoji mnogo ortonormiravidmstitih funkcija‘/’i S
pripadajéim vlastitim vrijednostima E; koje predstavljaju rjeSenja jednadzbe 2.6.
Varijacijski princip kaze da se kvaliteta odabrasaéne funkcije kojom se opisuje (definira)
osnovno stanje sustava, moze procijenitidareom odgovarajge energije, po pravilu ,Sto
nize to bolje*, tj. Sto je bolje odabrana valnaKaifa, energijate biti niza. To zné& dace se

proizvoljno odabrana funkcija®, koja nije nuzno linearna kombinacija (nepoznatog)

ortonormiranog skupa valnih funkcijé (CD:ZCIIM ), madi koristiti za izra&un drugih,

vlastitih, veltina sustava primjenom odgovaréju operatora, ako joj odgovara najniza
energija.

Postavlja se pitanje koje matend&# funkcije koristiti u izrazub :ZC.‘/’i . Matemattke

funkcije ¢ijom se linearnom kombinacijom moZe izraziti nekaipvoljna valna funkcija®,
Zovu se oshovni skup. Npr. za sustav koji se dastiofamo jednog elektrona i jedne jezgre,
ne bi bilo potrebno podati valnu funkciju @, vet bi se jednadzba 2.6 mogla rijesiti
egzaktno. Vlastite funkcije su tada¢vpoznate atomske orbitale za atom vodika: 1s, @s, 2
3s, 3p, ..., te bi najjednostavniji princip izgradngke proizvoljne molekulske valne funkcije

bio koriStenjem atomskih orbitala vodika, tj.:
N
9=2 a¢ (2.7)
i=1

gdje osnovni skupini niz odN funkcija $: , a svaka funkcija ima odgovarajkoeficijent a.
Ovakav pristup nazivamo linearnom kombinacijom atkim orbitala (eng. linear
combination of atomic orbital]1 CAO).
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Molekulska valna funkcija viSeelektronskog sustégdje je N ukupan broj elektrona),

W, ., moze se u Hartreejevom formalizmu izraziti kaodukt jednoelektronskih valnih

funkcija (atomskih orbitala)y; , te se govori o tzv. Hartreejevom produktu valioihkcija:

Yoo =g, Y, (2.8)
pri ¢emu vrijedi da svaka jednoelektronska valna fukaadovoljava jednadzbu vlastitih
vrijednosti:

hi =gy (2.9)
gdje jeh; jednoelektronski hamiltonijan definirarrs:
M
Z, .
-> —=<+U1 ;-
kzzll . {1} (2.10)

Prvi ¢lan u jednadzbi 2.10 odgovara kik&tj energiji elektronai, drugi potencijalnoj
energiji privia&enja elektrona i jezgre, a zaddlan predstavlja miudjelovanje elektronasa

svim ostalim elektronima U, { j} =2j%dr , pri éemu jep; gusta@a elektrona u orbitalijf).
=)y

iZ] i

N
Suma individualnih operatorh; jednaka je operatord =Zh kojem odgovara vlastita
i=1

funkcija W, prema izraziHW ,, = (Zsj

Medutim, svaka jednoelektronska valna funkcija je piddprostorne i spinskex(ili f)
funkcije. Iz uvjeta da elektronska valna funkcij@nan promijeniti predznak uslijed zamjene
elektrona, tj. da ukupna elektronska valna funkckaja ukljwuje i spin, mora biti
antisimetréna na izmjenu bilo kojeg para elektrona, ukupné&tedaska valna funkcija
sustava zapisuje se u obliku Slaterove determinéije. ukupna valna funkcije osnovnog
stanja sustava koji se sastoji od dva elektromg ispinax moze se napisati kao:

1 w.@a(®) ¢, (Ya(d

w =1 ]) Xz
* " 2W.(2a(2) w(2a(2] V2

X3 xl 2)‘

gdje jey spin-orbitala tj. produkt prostorne i spinske titas(valne) funkcije. Ponekad se

(2.11)

koristi i jo§ kompaktniji zapi¥’s, =‘)(1)(2>.
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Tada se kon@mn skup valnih funkcija i energija za viSelektrangustav dobije
rjeSavanjem sekularne determinante metodom sanadesklg polja (engself-consistent
field methogt

I:11_ ESll F:LZ_ E%z FN - E%
F21 _‘Esn Fzz_‘ E%z F:N _‘ E%\l -0. (2.12)
FNl_ESNl FN2_ E%IZ II:\IN_ E%N

Element matriceS predstavlja integral preklapanja, dok se g@op oblik elementa matrice

F. moZe zapisati kao:

1

v

jezgre
>_ Z Z (M
k

V>+Z P, {(,UVMJ)—%(,U/”VO')} (2.13)

Ao

_ 1,
F;/v - </‘1‘_§D|

.. 1 . .
gdje je (yv|/10—):”%(1)¢;(1)r—g(2)¢g,(2)dr(])d (9,ag, i @ suosnovne funkcije
12

koje predstavljaju guséo vjerojatnosti jednog elektrona, @, i ¢, drugog.P je matrica

gust@e koja opisuje doprinos svake pojedine osnovne diymkviSeelektronskoj valnoj

funkciji.

U praksi, jednoelektronske valne funkcije opisups Slaterovim tipom orbitala (eng.
Slater-type orbitals STO), ¢ija je prednost Sto nalikuju vodikovim atomskim ibakama.
Medutim, zbog numetke jednostavnosti, Slaterove orbitale sve se vigenjenjuju
Gaussovim tipom orbitala (enGaussian-type orbitalGTO) i to na n&n da se STO orbitala
aproksimira s linearnom kombinacijom vise GTO alaif tj. STOMG gdjeM ozna&ava broj
Gaussiana koji se koriste za aproksimaciju jedn® S¥bitale. Kada je valna funkcija
definirana kao linearna kombinacija Gaussiana, sadb tzv. kontrahiranoj (engontracted,
tj. sazetoj osnovnoj funkciji, a individualni Gaiess od kojih je ona sastavljena zovu se
primitivni Gaussiani. Optimalan omjerdoosti i brzine dobiven je za STO-3G, tj. zacslu
kada je jedna Slaterova orbitala opisana s tri pinma Gaussina. STO-3G osnovni skup se
jos zovn i singlec”, ili minimalnim osnovnim skupom jer se koristidea i samo jedna
osnovna funkcija za opis unutarnjih i vanjskih @rghih) elektrona. Npr. za H i He postoji
samo 1s funkcija, za Li do Ne pet funkcija 1s,13%, 1p, i 2p,. Fleksibilnost osnovnog skupa

moZe se povati na ndin da se jedna atomska orbitala aproksimira s @#®vnih funkcija,
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od kojih svaka moze biti dana kao linearna komhbjagaimitivnih gaussiana. Osnovni skup
s dvije osnovne funkcije za svaku atomsku orbitaive se ¢louble¢®, dok osnovni skup s tri
osnovne funkcije za svaku atomsku orbitalmiple-{*. Buduéi da nastanka ili pucanje
kemijske veze puno viSe Ui na valentne nego unutarnje elektrone, razvisiesutzv. split-
valencé osnovni skupovi (ili yalence-multiple®) u kojima se unutarnje orbitale i dalje
opisuju jednom kontrahiranom osnovnom funkcijom,vaentne orbitale se cijepaju u
proizvoljan broj funkcija. NajviSe se koristesplit-valence” osnovni skupovi Poplea i
suradnika, kao Sto su 3-21G, 6-21G, 4-31G i 6-31Ri broj ozn&ava broj primitivnih
Gaussina koji se koriste za opis unutarnjin orljtalok brojevi iza crtice ukazuju na broj
primitivnih Gaussiana koji se koristi za opis vateh orbitala. Ukoliko su iza crtice dva broja
radi se o yalence-doublé* osnovnom skupu, ako su tri @glence-triple”. U slucaju kada
je to potrebno, Popleovom osnovnhom skupu pridodajpolarizacijske i difuzne funkcije.
Atomi s nepodijeljenim elektronskim parom i anidnalje se opisuju osnovnim skupovima u
kojima se teSkim atomima dodatno pridruzuju s ifpzshe funkcije (hazngne sa znakom +,
npr. 6-31+G), a atomima vodika difuzna s-funkcij@Zn&eno s drugim znakom + npr. 6-
31++G, gdje se prvi znak + odnosi na difuzne fupgka i p, na teSkim atomima, a drugi na
difuzne funkcije, s, na vodicima). Dodavanjem osnbvunkcija vé€eg angularnog kvantnog
broja (npr. d i f kod teSkih atoma i p kod vodiksip se oznsmva znakom * ili oznakom tipa
dodane funkcije, elektronska gu&iopomée se dalje od jezgre atoma. Npr. ucaju 6-
31G** ili 6-31G(d,p) osnovnog skupa svakom teskdomnau dodaje se 6 (5) funkcija d-tipa, a

atomu vodika 3 funkcije p-tipa.

Kao Sto je vé receno, jednom kada se zna (odredi) valna funkcij¢éasas djelovanjem
odreienih operatora na nju, mogrije iz nje odrediti sva mjerljiva svojstva sustaBadLti
da elektronska valna funkcija ovisi o jednoj spijsk tri prostorne koordinate za svaki
elektron, postavlja se pitanje ne bi li bilo zggdnmiditi s néim Sto zavisi o0 manje varijabli i
Sto je intuitivnije od same valne funkcije. Kakonfilonijan ovisi samo o0 polozajima i
atomskim brojevima jezgara i o ukupnom broju eleh#, umjesto valne funkcije mogla bi se
koristiti elektronska gusta, p, ciji integral preko cijelog prostora odgovara ukupnéroju
(naboju) elektrona u sustavu. S obzirom da jeztgktieno odgovaraju t&kastim nabojima,
njihov polozaj¢e odgovarati lokalnim maksimumima u elektronskogtgti. JoS je samo

potrebno znati atomske brojeve kako bi se mogaotpupmosti definirati hamiltonija. Dakle,
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ako se zna elektronska gusip moze se izgraditi hamiltonijan, rijeSiti jednbdzvlastitih
vrijednosti, te potom odrediti valne funkcije.

Teorija funkcionala guste (eng.density functional theonyDFT) temelji se na ideji da se
energija molekule moze izfanati bez koriStenja valne funkcije, kao i na dearéma koja su
1964. god. dokazali Hohenberg i Kohn. Prvi teoreahekda elektronska gugtou osnovnom
energijskom stanju jedinstveno oduge potencijal, a time i sva ostala svojstva sustav
drugi da se gusta pokorava varijacijskom principu, tj. da su elekske gustée kojima
odgovaraju nize energije, blize &twj>* U DFT teoriji energija molekule ¢ana se
koristenjem samo elektronske gusidkao varijable, tj. energija postaje funkcija ¢&lekske

gustae, dok je sama gusia funkcija prostornih koordinata:

E[()]=T.Lo()]+ Ul ol )]+ UL ot )J+aT A ) +au[a( )] (214

Funkcija ¢iji je argument takder funkcija zove se funkcional, te su stoganovi T i U
funkcionali gustée. Clanovi s desne strane jednadzbe 2.14 odgovarajonrednetikoj
energiji neinteragirajtih elektrona, interakciji jezgara i elektrona, kéa®m meusobnom
odbijanju elektrona, korekciji kingke energije zbog interakcije elektrona, te neklasn
korekcijama energije zbog mesobnog odbijanja elektrona. Dakle, prema Kohn arfin
(1965.god.) polazisna dka za takve raune je nestvarni sustav koji se sastoji od
neinteragirajiih elektronacija ukupna elektronska gus# u osnovnom stanju odgovara
gust@i realnog sustava s elektronima koji interagirapuditi da elektronska gusta
odreiuje polozaje i atomske brojeve jezgara, te swvaijednake u sustavu neiteragicaiu
elektrona i stvarnom). Za sustav neinteragti@jlelektrona, kinetika energija jednaka je
sumi individualnih kinetikih energija elektrona. Ako se gu&tozapiSe koriStenjem Slaterove

determinante (koja je #oa valna funkcija za sustav & neinteragirajtih elektrona) kao
N
pP= z<)(. |)(.> , jednadzba 2.14 moze se zapisati kao:

E[p(f)]:ZNZ[<)G|-%Df Xi>-<)(i )(>J

1Ip(r') dr')(i>+Exe[p(r)]-

jezgre Z
k

Zk: Ir -

(2.15)
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Clanovi AT i AUee spojeni su u jedatlan E,., koji predstavlja energiju izmjene-korelacije
(eng.exchange-correlation energyKao Sto mu i samo ime kaze, t&n ukljuCuje kvantno
mehanike efekte izmjene i korelacije, tj. korekciju zagiEnu samointerakcijsku energiju i
razliku kinettkih energija nestvarnog i realnog sustava. Orbifalkoje minimizirajuE u

jednadzbi 2.15 zadovoljavaju jednadzbu vlastitifednosti:
Nex =&x (2.16)

gdje je Kohn-Shamov jednoelektronski operator defms:

AT T +pr(:) ar+U. (2.17)

i 1

o, =%

Xc

Derivacija funkcionalaUyc, , jednaka je jednoelektronskom operatafija je

ocekivana vrijednostE,.. Hamiltonijan sustava moze se tada napisati kanasohn-

Shamovih jednoelektronskih operatora za sulstaeinteragirajti elektrong™

N N
DN, My ) =D& | xx, My ). (2.18)
i=1 i=1
Vlastite funkcije tog hamiltonijana su Slateroveatminante individualnih jednoelektronskih
vlastitih funkcija, a vlastite vrijednosti su sueanoelektronskih vlastitih vrijednosti.

U praksi, Kohn-Shamove orbitale se izrazavaju kenfgm osnovnog skupa funkcig, a

individualni koeficijenti odrduju se rieSavanjem sekularne jednadzbe, gdje sueeleF,, iz

HF teorije, zamijenjeni s elementirk, :
Ko ={ 9 _ED?_Jeigre 2 +Ip(rl) dr'+U
SN Bl e R R -

DFT metode razlikuju se po tome koji se funkciok@adisti za izr&un energije izmjene, a

@>' (2.19)

koji (ako uogte koji) za energiju korelacije.

U izradi ove doktorske disertacije koriStena suradlicita funkcionala: B3LYP, MO6 i
B97D. B3YLP funkcional predstavlja kombinaciju Betkvog funkcionala iz 1988. god.
(ozna&eno slovom B) koji ukljiuje Slaterovu izmjenu i korekciju koja ukdjuje gradijent

gustae® i Lee, Yang i Parr-ov korelacijski funkcional (@eno slovima LYP}/*®B97D i
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MO06 su samostalni funkcionali, ptiemu prvi, Grimmov funkcional, (B97 ukljutuje
disperzne interakcije, a drugi je Truhlara-Zhao&2tnbridni funkcional.

Kvantno mehartki racuni mogu se izvoditi za sustav koji se nalazi ugkoj fazi (tj. u
vakuumu) ili u otapalu. U séaju kada se rauni izvode za sustav otapalo-otopljena tvar, zbog
jednostavnosti kuna otapalo se promatra kao polarizabilni kontinu{eng. Polarisable
Continuum ModelPCM), tj. zanemaruju se eksplicitne molekule atapNageZe se koristili
ili D-PCM (eng. Dielectric PCM) koji otapalo opigukao polarizabilni dielektrik ili CPCM

(eng. Conductor-like PCM) koji otapalo opisuje lsaedstvo konstantne permitivnosti

2.6. Metode molekulske mehanike (MM)

Raunalne metode u kojima se zanemaruju elektronskiktata atoma, a ukupna energija
molekule (sustava) postaje funkcija samo polozemgara (tfj. atomi se opisuju kao tvrde
kuglice), pripadaju tzv. empirijskim metodama. Tpadaju metode molekulske mehanike
(eng. molecular mechani¢csMM) i molekulske dinamike (engnolecular dynamigsMD).
MM metode koriste se u slaj kada se Zeli odrediti optimalna geometrija neke
biomakromolekule (struktura koja odgovara energiskminimumu molekule sastavljene od
velikog broja atoma), a MD kada zelimo ptawati dinamiku nekog sustava na duzoj
vremenskoj skali.

Matematéke funkcije i parametri koji definiraju ukupnu patgalnu energiju (tj.
energijsku plohu) sustava nazivaju se poljem Staga, se navedene metode nazivaju josS i
metodama polja sila. U tzv. atomiim poljima sila (engall atom force fields svaki se
atom opisuje eksplicitno, tj. svakom su atomu dagini njegovi pripadajti parametri
(naboj, masa, radijus, konstante sile) koji ulaziefiniciju polja sila. Oblik funkcije i njezini
parametri dobiveni su eksperimentalno i/ili iz ktrem mehanikih ratuna. Osnovni oblik
funkcije potencijalne energije sastoji se od ,vexnp,neveznog“clana. Vezniclan opisuje
interakcije izmédu atoma povezanih kovalenthnom vezom (energija asijgzveze, promjene
valentnog kuta i torzijska energija), dok nevedan (ponekad se zove i nekovalentfan)
opisuje elektrostatske i van der Waalsove intejaktieiu atomima. Téna dekompozicija
pojedinih¢lanova ovisi o polju sila, naeitim ako se radi o aditivnom polju sila tada btiop
oblik bio:
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U

=U +U

U ukupna vezna nevezna

U ukupna = I:U veza+ U kut+ U torzijzj + [U v.d.W+ U elektrostatia

(2.20)
=Sk =1+ Sk f8-0 7+ 5 v [t cofo-]
veze kutevi torzij
NN JJ- 12 U] 6 qq
+ 4e || L | | L] [+——|
izﬂ:i;l U [rii J [rij j ATES;

U poljima sila energija istezanja vez&{y) 1 promjene kuta W) atoma povezanih

kovalentnom

vezom ima oblik harmdkog potencijala koji opisuje povanje energije

uslijed odstupanja duljine veze) ( valentnog kutad) od ravnoteznih vrijednostrdy i feq).

Za realisténiji opis prilikom velikog istezanja, koristi se Mseov potencijatime se smanjuje

vjerojatnost nezeljenog pucanja veze. Oblik furkaptalih vezniltlanova uvelike ovisi 0

polju sila koje se koristi. Promjena energije @slirotacije oko srediSnje vegetiri uzastopno

kovalentno povezana atomd&lris ObiEno se opisuje periotkim funkcijama, dok se

energija tzv.

konjugiranih sustava, opisuje funkcijom harmioig oscilatora. Postoje joS i tzv. mijeSani

.,neprave torzije“, kojima se osigumaplanarnost aromatskih i ostalih

¢lanovi (eng.cross-termy koji ukljucuju sprezanje raglitin internih varijabli, kao npr.

kutova i veza. Neveznilan potencijalne energije je d@nalno najzahtjevniji jer uklguje

mnogo visSe interakcija po atomu. Definiran je zana iz iste i/ili razkitih molekula, tj.

ukljucuje interakciju jednog atoma sa svim ostalim atomumsustavu, uz uvjet da ih dijele

najmanje tri kovalentne veze. Za opis van der \Waalg doprinosa neveznoj energiji koristi

se Lennard-Jonesov potencijal {geBuckinghemov potencijal), a elektrostatska efeergi

ratuna se kao energija ihadjelovanja tékastih naboja prema Coulombovom zakonu.

Jedan od kljgnih motiva u ranoj fazi razvoja polja sila bio pzvoj izraza za energiju koji

¢e omoguiti

relativno laganu i brzu optimizaciju molekulskggeometrije 8I-6

dimenzionalnog sustava dacestica u kojem zanemarujemo translacije i rotamjetra mase

sustava (slika 13).
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geometrija

Slika 13. Proces optimizacije strukture molekule, tj. miraagije energije molekule, od §Etne

geometrije (1), do korgae geometrije (4).

Najjednostavniji postupak optimizacije geometrije Ho pojedingnim mijenjanjem
pojedinih internih koordinata molekule (produljesfpanjenje veza, kuteva, ...) dok se ne
pronaie odgovarajéi minimum energije. Méutim takav postupak sporo konvergira, pa se u
multidimenzionalnom prostoru koordinata promjengevu smjeru gdje je promjena energije
najveta (metoda najstrmijeg spusta, estpepest descerdijka 14). U tom sléaju vektor ima

smjer obrnut smjeru vektora gradijemtakoji je definiran s:

U
o,
U
od,
oU

9(0)=| 5 (2.21)

o
aq,

gdje jeq n-dimenzionalni vektor internihnE3N-6(5)) ili kartezijevih koordinatanE3N) za
sustav odN atoma. Kada se iztana vektorg, napravi se korak u smjeru vektorg do
slijedeeeg minimuma. U dobivenoj ki ponovno se izrauna vektor g. Takav postupak

ponavlja se dok se nedeaminimum.
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Slika 14. Shematski prikaz metode najstrmijeg spusta zaagukbji ima dvije geometrijske

koordinate.

Metoda konjugiranih gradijenata (erapnjugated gradientbazira se na sihom principu
kao i metoda najstrmijeg spusta, tj. radi se pomaknjeru obrnutom od naj¢eg gradijenta,
medutim, kako bi se izbjegle oscilacije u smjeru nggakinazad, Sto se zna deSavati kod
metode najstrmijeg spusta, metoda konjugiranihipmaig prilikom r&unanja novog pomaka
koristi i podatke o prethodnim pomacima.

2.7. Molekulsko-dinami¢ke (MD) simulacije

Pronalazenje strukture najnize energije nije odepneg zn&ja u sldaju bioloskih
makromolekularnih sustava budlse u realnim sustavima i u laboratoriju &tm susréemo s
ravnoteznom smjesom velikog broja molekula mange-vazlitih struktura. U tom slktaju,
izmjerene veliine odgovaraju statiskom prosjeku na oddenoj temperaturi, Koji
najvjerojatnije odgovara viSestrukom broju diskiletnstereoizomera, tautomera i
konformacijskih izomera koji se strukturno piilo razlikuju od idealiziranog modela sustava.
Prvi korak boljoj uskldenosti teorije i eksperimenta je uzimanje u obzse\struktura
koja odgovaraju oddenoj kemijskoj formuli. Dakle, potrebno je Sto patge
okarakterizirati plohu potencijalne energije kako denerirali reprezentativni ansambl
struktura pri nekoj temperatuil, Uz pretpostavku da je prosjek stanja sustavarganih
racunalnim metodama jednak statikbhm prosjeku ansambla mogu se na temelju prvog
izracunati makroskopske vélne koje ¢e odgovarati onima dobivenim eksperimentom. Za
generiranje reprezentativnih ravnoteznih ansamtld&no se primjenjujuMonte Carlo

simulacije ili klaséne molekulsko-dinanike (MD) simulacije.
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MD simulacijama rjeSavaju se jednadzbe gibanjas(istav od\ atoma koji mdusobno
djeluju jedan na drugog na dma odreien molekulsko-mehatkim poljem sila), od kojih je
najjednostavnija Newtonova jednadzba:

2
m 2% = g =F (2.22)
ot
gdje je G E(X,y, Z) vektor polozaja, any masa,i-tog atoma, a=1,...N. Sila je negativha

derivacija potencijalne energije definirane poljsiha:

= = 9Y(a,Gp00) (2.23)

| aql

Kombiniranjem prethodnih dviju jednadzbi, dobijedskerencijalna jednadzba:

0°q; _ m%:_au(ql,qz,...,qN)
o> "ot aq,

m , (2.24)

Cije rjeSenje predstavlja vremensku evoluciju kooath (i brzina)cestica u Bl-6 (3N)
dimenzionalnom faznom prostoru definiranom polonaji (i linearnim momentimaN
¢estica, a naziva se trajektorija. lako, na prvilpdgsam postupak dobivanja trajektorije,
integriranjem jednadzbe 2.24 za svaki vremenskiakolizgleda jednostavan, vazno je
napomenuti da za malo kompleksnije sustave ne jeostizaktna analitka rjeSenja. Tada se
rjeSenja Newtonovih jednadzbi gibanja atinel numerékim integriranjem, tj. numetkim
rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi za kéma male, promjene vremena (npr. koriStenjem
Verletovogvelocity-Verletovogli leap-frogalgoritma).

Vecina tih numerikih metoda zasniva se na razvoju funkajai p u Taylorov red.
Verletov algoritam za brzine (engelocity-Verle}l racuna vektore polozaja i brzina za iste
vremenske koraket@At). Polozaji ¢estica rédunaju se iz jednadzbe dobivene razvojem

funkcije polozaja u Taylorov red zaustavljen nagdjuerivaciji:
q(t +At) = (1) + V(t)At +%a(t)At2 (2.25)

gdje jeAt integracijski korakq(t) vektor polozajaestica, av (brzina) ia (ubrzanje) su prva i
druga derivacija polozaj@ po vremenu.Dakle, za odrdivanje novih polozajatestica,
dovoljno je znati njihov trenutai polozaj (u trenutkd). Vektor brzina odréuje se kao:
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v(t +At) = v(t) +%[a(t) +a(t +At)]At (2.26)
gdje je:
a(t+At) =—1/mOU[q(t+A1). (2.27)

Nove brzine (u vrement+At ) mogu se izréunati tek nakon Sto se iztnaju sile u novom
poloZaju (u vrementi+At), tj. u raun novih brzina ulaze podatci o novim i starimrsiéa
Prednost ovog algoritma je sinkronizirani e polozaja i brzina.

U leap-frogalgoritmu vektor brzina taina se u t&ki koja odgovara polovici vremenskog

koraka, tj.t+(],/2)At , te se potom te brzine koriste zaua novog vektora polozaja:

q(t+At) =q(t) +v(t +%At)At, (2.28)

v(t+%mj:v(t——;Atj+a(t)At. (2.29)

Iz navedenog se vidi da ime metode pmjeod ndina na koji leap-frog algoritam

funkcionira; vremenski, vektori poloZaja i brzinpresk&u® jedan drugogléap eng. skok,

frog eng. Zaba). Tj. poloZaji se odrgu za vremend, t+At, t+2At, .., dok se brzine
racunaju za poluvremena ti.—%At, t+%At, t+—2At, ... Vazno je napomenuti dge leap-

frog i velocity Verletalgoritam proizvesti iste trajektorije ako se uzoudgovarajae polazne

tocke.

U tipicnom (klastnom) molekulskom sustavu, najbrze gibanje je vilgko gibanje, koje
za vezu teski atomodik ima period od otprilike I8*s. Stoga, za sustave koji imaju vezan
vodik na neki tesSki atom, integracijski korakt ne bi smio biti véi od 1 fs Sto zn& da je za
MD simulaciju koja je duga 10 ns potrebno izvrdi€f izratuna energije, sile, itd. Mnogi
zanimljivi fenomeni koji se deSavaju na mikrosekowoidili duzoj vremenskoj skali (npr.
smatanje proteina), predstavljaju ogt@mja za standardne MD simulacije.

Pcatetni poloZaji atoma u molekuli abio se odrede na &a da se izabere poznata
struktura molekule (npr. dobivena rentgenskom Kdijam), dok se p&etne brzine dodjeljuju

nasuméno svakoj pojedinogestici, ali tako da slijede Maxwell-Boltzmannovispadjelu na

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 33

zadanoj temperaturi:

P(v) = mﬂTw%-E;) (2.30)

a trenutana temperatura sedana prema ekviparticijskom teoremu:

T(t) = (2.31)

1 Xlpo)
(BN -n)k, le m

gdje jeN ukupan broj atoma, mbroj ograntenih stupnjeva slobode.

Kako bi molekule protavali u uvjetima Sto blizim realnim, simulacije peovode u
implicitnom ili eksplicitnom otapalu. U izradi oveoktorske disertacije, koriSteno je
eksplicitno otapalo, tj. molekule vode definiran@okTIP3P' vode (tablica 1 islika 15).
Postupak otapanja molekula, odnosno kompleksa,odicse smjeStanjem u kutiju, ¢hb
oblika krnjeg oktaedra, ispunjenu molekulama voBe. potrebi, sustav se joS moze i

neutralizirati dodavanjem protuiona (¢bo iona Naili CI).

Tablica 1. Parametri za TIP3P model vode. Preuzeto iz radeoNteya i suradnik.

model ot | A e /kImolt I,/A /e O/ e ol°
TIP3P 3,15061 06364 Q9572 04170 —-08340 10452
* ¢ i ¢ su Lennard-Jones parametri, tj. razmak i dubinsirmima potencijalne energije izthedvije molekule

vode.

Slika 15. TIP3P model molekule vode koriSten u simulacijesneksplicitnim otapalom (preuzeto s

http:/iwww1.Isbu.ac.uk/water/models.html).

Nadalje, kako bi se tijekom simulacija izbjegli egéni efekti na rubovima simulacijske
kutije i omoguila nesmetana difuzija molekuigotrebljavaju se perioghi rubni uvjeti (eng.
periodic boundary conditignPBC), pricemu se simulirani sustav smatra jedimm ¢elijom
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trodimenzionalne reSetke (slika 16).

Slika 16. Osam od ukupno 26 najblizih periddih slika osnovne kubne simulacijskecelije
(srediSnji kvadrat s jasno, oStro prikazanim kughe i stjenkama) generiranih koriStenjem
periodenih rubnih uvjeta (engperiodic boundary condition Ako tijekom simulacijetestica (atom)
izade iz osnovne simulacijske kutije, njezina perdddi slika (tzv. ,imaginarna‘cestica), ¢e je

zamijeniti (nazn&no strelicom).

Ako tijekom simulacija atom (ili viSe njih) id& iz osnovne simulacijskeelije u neku drugu
njegova slika¢e simultano ¢ u tu istu osnovnu simulacijskéeliju u tatki koja se nalazi
zrcalno simettino s obzirom na tdku izlaska (slika 16)Cestice (atomi molekula) u osnovnoj
simulacijskoj kutiji ,vide" one iz okolnih kutijano ¢estice u tim kutijama su po svojoj naravi
virtualne, tj. slike onih u osnovnoj. Koristenjenerdicnih rubnih uvjeta, u simulacijskoj
kutiji ocuvana je masa, bra@jestica, ukupna energija i linearni moment. &jlka metode
periodinih rubnih uvjeta je da nijedna molekula unutaridanijske kutije,ne vidi“ vakuum
unutar tzv. grartne (engl.cut-off) udaljenosti, tj. udaljenosti do koje s&umaju nevezne
interakcije, te su na taj tia izbjegnuti efekti povrSine koji i@ mogu bitno utjecati na

sustav.

U standardnim MD simulacijama, pr&ava se evolucija klagiog sustava odll (realnih)
cestica u nekom volumenii. U takvim simulacijama, ukupna energifg) ( ukupni linearni
moment p) su konstante gibanja. Ako se pretpostavi dagsjpk u vremenu jednak prosjeku
ansambla (tj. ako je zadovoljena ergsd hipoteza), tada je (vremenski) prosjek neke
velicine dobiven standardnim MD simulacijama jednak jetas ansambla, tmije reieno,
mikrokanonskog ansambla gdje su bfesticaN, volumenV i ukupna energij& konstantni

(tzv. NVE ansambl). Méutim, u veini eksperimenata konstantni su tlak i temperatura.
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KoriStenjem termostata i barostata, MD simulacijagenerirati ¢e se, bilo ansambl s
konstantnom temperaturom (tzMVT ili kanonski ansambl) ili ansambl s konstantnim i

temperaturom i tlakom (tzWPT ili izobarno-izotermni ansambl).

Trenut&na (kinettka) temperatura sustava bidatoma u simulacijama aimo se réuna
iz kineticke energije sustava (koriStenjem jednadzbe 2.31duB da je temperatura
povezana s kingtkom energijom sustava, najjednostavnijtinakontrole temperature bio bi

skaliranje brzinaestica pri svakom vremenskom koraku. No kako bosigurale prirodne
fluktuacije temperature, to se skaliranje ne prowiktno, naglo ¥' =W/ T,/ T, pri ¢emu su

v i T trenut&na brzina i temperatura, & Zeljena temperatura), &epostepeno. Na tom
principu temelji se Berendsenov termo$faRadi se o metodi slabog sprezanja, gdje se
zeljena temperatura odrzava ,uranjanjem” sustaweanjsku kupelj fiksne temperaturF.
Postepeno skaliranja brzina ostvaruje se dodavajgénednogilana, tzv. konstante sprege,
7;, U jednadzbu gibanja:

VPO T
M {T(t) 1}. (2.32)

Brzine se skaliraju na svakom koraku, i to tako jdabrzina promjene temperature

proporcionalna razlici temperatura:

d_T - T, —T(Y

2.33
dt I, (233)

pri ¢emu 7, parametar sprezanja, odwge Koliko ¢vrsto su sustav i kupelj migsobno
povezani. Sto jer; vedi to je sprezanje slabije, drugim ®jena Sto je7; vegi, to je vise
vremena potrebno da se postigine Promjena u temperaturi izkhe dva uzastopna koraka s

razlikom u vremenuM tada je:

AT =%('I’O—T(t)). (2.34)

T

U praksi, tok topline u ili iz sustava, rezultat g&aliranja brzina svakeéestice u svakom

vremenskom koraku vremenski ovisnim faktorelm(skalirajuti faktor za brzine):
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A? :1+§P— } (2.35)
oL T

Kada 7, — o Berendsonov termostat nije aktivan te se radi mukiciji obinog
mikrokanonskog ansambla.

Upotrebom Langevinove jednadzbe gibanja ondagr se regulacija temperature tzv.
Langevinovim termostatoff. Prema Langevinovoj jednadzbi gibanja, na brzirib &estica,
osim sile koja proizlazi iz polja sila, uje joS dvije dodatne sile:

b _ V@) oy (2.36)
dt 0q

sila trenja,l'p, (gdje je" masom skalirani koeficijent trenja), koja je progionalna brzini
cestica momentg,, i nasuména sila koja je rezultat stajnih sudara\Wi, i realizira se
dodavanjem kinetke energijecesticama. Nasuréma sila je nekorelirana u vremenu i preko
svih cestica, sa srednjom vrijedrias(W, (t),W, (At)) = 6k;mTT g 5( t-A1) *° S obzirom
da jelr pozitivan broj, sila trenja utje na smanjenje temperature sustava. Nasuraudari

u kombinaciji sa silom trenja odrZzavaju temperatustava na nekoj zadanoj vrijednosyj,.

Langevinov termostat mijenja jednadzbu gibanjaamenskim intervalimat, na n&in da se

momenticestica promijene za iznos:

Ap, :(ag—c(f)—rpi +V\/ijAt. (2.37)

Nedostatak Langevinovog termostata je, kao i tiagluostalih stohastkih termostata, Sto
momentcestica viSe nije &van, te se ne prepa njihovo koriStenje kada se Zel&unati
dinamitke veline kao npr. koeficijent difuzije.

Druga vrsta algoritma koja ta#ter dopusta simulaciju kanonskog ansambla je abyuorit
koju je razvio Nosé&® a poslije modificirao HooveY. Nosé-Hooverova metoda regulacije
temperature, pripada tzv. metodama proSirenog drsarer se osnovnom hamiltonijanu
sustava umjetno dodaje joS$ jeddan. Osnovna ideja je da vanjska kupelj postajeasasdio

simuliranog sustava, a predstavljena je dodatnmprgém slobode u osnovnoj jednadzbi

gibanja, g; :% (gdje jei =1,...,N za sustava ol simuliranih atoma), koja tada glasi:
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dq _F_ &

e _E_fﬁ’ (2.38)

pri ¢emu jeq, vektor polozaja atoma Dodatni¢lan u jednadzbi 2.38 predstavlja skaliranu
brzinu, v, dodatnog stupnja slobodég,, zvanog parametar trenja, koji se koristi za kalotr

brzinacestica u sustavu, odnosno temperature sustavan€taratrenja (ili varijabla kupelji),

koji opisuje sprezanje simuliranibestica s vanjskom kupelji, u potpunosti je din&di
velicina s vlastitim momentonp, (5=%) I jednadzbom gibanja koja je funkcija Kkirtdde

energije sustava i referentne (nametnute) tempesaky :

$=%{imvf -N, Iﬂ;} (2.39)

gdje je N, broj stupnjeva slobode atomaQeje parametar ,mase* kupelji@= Ny k, T7°,

gdje 7 odgovara tzv. relaksacijskom vremenu atoma). tngelzbe 2.39 jasno se vidi

mehanizam kontrole temperature Nosé-Hooverovom dstatom. Vremenska promjena
parametra trenja &ana se iz razlike trenutae (T (t)) i referentne {,) temperature, tije iz

normirane razlike trenutae kinettke energije sustava i kin&kie energije pri Zeljenoj
temperaturi. Ako je trenutaa temperatura ¥a od Zeljene, faktor trenjée se povéati, i
obrnuto. Jéina sprezanja kupelji i realnog sustava ddrex je konstanton@, tj. velika
vrijednosti Q odgovara slabom sprezanju. MD simulacije u kojiQa- « rezultirati ¢e
mikrokanonskim ansamblom. S druge strane, premajedwosti ¢vrsto sprezanje) mogu
rezultirati s nezeljenim, visoko frekventnim, oacijama temperature.

Jednadzba 2.38 generira mikrokanonski ansambla&reni sustav, a kanonski za realni
sustav. Hamiltonijan takvog prosSirenog sustavaNatéstica i jedna dodatne varijable trenja,

&, glasi:

N, p? p?

H= i:lﬁ"'U(Qqu’"-QN )+§?+ Ndf kBTf’ (2-40)

iz cega se vidi da jedoivana veltina u Nosé-Hooverovoj jednadzbi gibanja ukupna gjeer
sustava i kupelji, dok energija simuliranog sustfulituira. Fluktuacije ué popra&ene su

prijenosom topline izm# sustava i kupeljicime se regulira temperatura sustava. Vazno je
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naglasiti da su Nosé-Hooverove jednadzbe gibangkeyl deterministke i vremenski
reverzibilne. U sltajevima kada upotreba Nosé-Hooverovog termostatgenerira kanonsku
distribuciju, koristi se tzv. metoda lanaca Nosé&Wwarovih termostata (endNosé-Hoover
chain methodNHC). Unutar NHC metode, Nosé-Hooverov termogtatezan je s joS jednim

termostatom, ili ako je potrebno s cijelim lanceamtostata.

Vecina eksperimenata provodi se pri konstantnom tldkuodenje MD simulacija u
uvjetima konstantnog tlaka od posebne je vaznostiakse pratava utjecaj otapala na
svojstva sustava, a postize se upotrebom razndstzda.

Jedan od osnovnih barostata koji funkcionira nat{@nom ili anizotropnom) principu
skaliranja koordinataestica i vektora koji definiraju velinu kutije na svakom koraku
(odnosno svakim koraka) je tzv. Berendsenov barostat (princip jak&an Berendsenovom
termostatu). Skaliranje se postize sprezanjem gskam tl&nom kupelji prema sljedej
jednadzbi:

, (2.41)

(gdje je T, vremenska konstanta sprege tj. vremenska konstelakesacije barostata, bas kao
i 7; u slwaju kontrole temperature, B i P, su trenutani i referentni tlak) te dodavanjem

jo$ jednogtlana Newtonovoj jednadzbi gibanjdd/ dt= v):

Ll P (2.42)
dt

Volumen se pri tomemijenja prema dV/dt=3aV, a promjena tlaka povezana je s

1(oV
izotermnom kompresibilnostj3. ( 5; =—\7($j ), prema:
T

P 1 dvV_ X

== 2o (2.43)
dt BV dt B:
Kada se jednadZba 2.43 uvrsti u jednadZbu 2.4 ljedsé
P-P
g=-5G=F (2.44)
31,
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Modificirana jednadzba gibanja tada glasi:

d_, AR-P,

2.4
dt 3r, (2.45)

Jednadzba 2.43 opisuje varijaciju volumena jédimicelije. U praksi, promjena volumena

jedinicne ¢elije rezultat je skaliranja volumena kutije s fadm x za svaki vremenski korak

(ili za svakih n,. korak) a samim time i koordinata polozajastica k) i vektora Kkoji

definiraju duljinuéelije () s #° na n&in da x prelazi utX, al u ul:

ﬂ=l-%ﬁr(%-l°(t))- (2.46)

P

U slutaju izotropnog skaliranja koristi se isti u svim smjerovima, tj. za sve,(y i 2
koordinate, dok se u slaju anizotropnog barostata koriste résliskalirajuti faktori. Za
kompresibilnost, 5., obino se koristi eksperimentalno odema vrijednost za fizikalni
sustav koji se aproksimira simulacijama (npr. inoiea kompresibilnost teke vode). Sto se
tice j&ine sprezanja izndel sustava i tlkéne kupelji, vrijedi isto Sto i za Berendsenov
termostat: Sto je e 7., slabije je sprezanje.

Potpune jednadzbe koje kombiniraju sprezanje teatpex i sprezanje tlaka, zovu se
Martyna-Tuckerman-Tobias-Kleinove (MTTK) jednadZBé’ Kako bi dinamiki sustav odN
cestica generirao izobarno-izotermno distribuiranépaje q, i momentep,, za kontrolu
temperature i tlaka koriste se Nosé-Hooverovi ldroinostata i barostata. Ggmito, atomi
mogu biti povezani s odvojenim lancima termostataaiostata, ali je zbog jednostavnosti
prikazan sldaj samo s jedan termostatom i barostatom. U taksiotyaju, ctuvana vekina
je:

H :ip_iz+£§+ﬂ§+u(q., V)+(Ny +1) kTé+ R,V (2.47)
= 2m  2Q 2Q ' .
gdje je £ dodatni stupnja slobode termostata (tj. sila &gmase”“Q i momenatap, . Nqs j&

broj stupnjeva slobodne, &, je referentna temperatura (temperatura vanjskeljupéako

bi se osigurao konstantan tlak, volumérsimulacijske kutije se mijenja, pemu je Pex

vanjski (nametnuti) tlak, adodatni stupanj slobode barostata.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 40

Vremenski (integracijski) korak od 1fs, koji preadfa osnovni ogradavajlti faktor za
dulje MD simulacije sustava u kojima je vodik vezamneki tezi atom, moZe se péaB na
nain da se uklone stupnjevi slobode s népra frekvencijom (s pretpostavkom da
prowavano svojstvo sustava ne ovisi o tom stupnju slepcAko se kovalentna veza izdue
teSkog atoma i vodika ,zakd na n&in da se udaljenost iznde tih atoma drzi konstantnom,
gibanje najvée frekvencije postaje 2-3 puta sporije vibriranv&lentne veze iznde dva
teSka atoma. Ovaj pristup tage se koristi u simulacijama sustava koji se sastmje
makromolekule okruzene s velikim brojem molekulapatia. Zamrzavanje nekih ili svih
stupnjeva slobode molekula otapala, omnge koriStenje véeg vremenskog koraka.
SHAKE' algoritam je jedan od n@&e koristenih pristupa za zamrzavanje déreh
stupnjeva slobode, i to na dia da se skup koordinata dobivenih rjeSavanjem Newxih

jednadzbi gibanja d; ,neograntene” koordinate), zamijeni sa skupom koordinataekoj

zadovoljavaju nametnuta ograenja. Osim SHAKE algoritma&esto se koristi i tzv. LINCS
algoritam.

Porast broja interakcija koje treba igmaati uslijed povéanja velEine simuliranog
sustava predstavlja ogréavajti faktor za izvaenje MD simulacija. Rainanje veznih
¢lanova u polju sila ima vrlo povoljno skaliranj@8N —6, gdje jeN broja atoma, dok se
nevezne interakcije éanaju za parove atoma te se stoga skalirajuaotj. jedan atom ima
vezu samo s malim brojem atoma,duem interagira sa svim ostalim atomima u molekuli.

Jedan od nana uStede rainalnog vremena potrebnog z&ua neveznih interakcija je

primjenom tréeg Newtonovog zakona, tjF, =-F;. Na takav né&n ratun neveznih

interakcija smanjuje se za faktor dvduaanjem sameélanova gdje j@ <j .

UsStede u r&unanju neveznih interakcija mogu se ostvariti ig®njem tzv. ,isklj¢ivaca*
(eng. cut-off. Van der Waalsov doprinos neveznoj energiji, 4era obéno Lennard-
Jonesovim potencijalom, opada brzo s udaljémogriviane sile opadaju $°, a odbojne s
r 2, gdjer predstavlja udaljenost izrte dva atoma. Pri tome broj interakcija po atomu u

sustavu raste s, tj. proporcionalno s povrsinom sfere, zaroporcionalno 1/ Budui da
energijski doprinosi van der Waalsovih interakdjao konvergiraju (postaju zanemarivi na

relativnom kratkim udaljenostima, pogotovo njihayiadijenti), cesto se koristi gratma
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udaljenost, tzv.cut-off vrijednost f obikno oko 10,&), koja odgovara maksimalnoj

cut-off ?
udaljenosti 2 atoma za kofie se te interakcije ¢anati. Ako je udaljenost iznde dva atoma
i j, r;, veca od unaprijed zadaneut-off vrijednosti, energetski doprinos interakcije teadv
atoma se zanemaruje.

KorisStenje cut-off udaljenosti moze rezultirati malim greSkama u daral energije, Sto
ponekad predstavlja problem prilikom optimizirarg&rukture. Bolji rezultati postizu se
koriStenjem funkcija trnjenja (engwitching function) kojima se iznos energija neveznih
interakcija skalira, préemu intenzitet skaliranja ovisi o udaljenosti, tale na nekogut-off
udaljenosti energija postaje jednaka nuli. Na maligialjenostima vrijednost funkcije
nagege je 1.

Doprinos elektrostatskih interakcija opada mnogarigp s povéanjem udaljenosti, Sto ih
¢ini znatno sloZenijim za tananje. Za tékaste naboje, interakcijska energija opada’s

Budwi da ukupan broj interakcija po atomu raste’s za @ekivati je dace ukupna energija
beskon&nog sustava divergirati. Ta formalna divergencim g realnim sléajevima
izbjegnuta, budti da u elektrtki neutralnim sustavima postoji jednak broj poailv i
negativnih naboja, te dolazi do efekta poniStavamtgrakcija. U sustavu koji se u potpunosti
sastoji od neutralnih grupa, interakcije dalekogseda izméu grupa su dipol-dipol
interakcije, koje opadaju 87, a ukupni doprinos energiji bi trebao opadati’s U ovom
slucaju cut-off udaljenosti (implementirane po@witching funkcija) moraju biti mnogo
vece kako bi se izbjegli strukturni artefakti. U beskino periodénim sustavima, alternativa
koriStenju cut-off udaljenosti je Ewaldova tehnika sumiranja odnosjezine modifikacije
kao &to je npr. PME metoda (engarticle-mesh Ewaldmetoda, PMEJ*"® Koristenjem
tehnike sumiranja u recipfoom prostoru za procjenu interakcija dalekog doseffapna
elektrostatska energija moze biti iemaata do na unaprijed odenu t@nost, a broj
interakcija koje treba izeainati proporcionalan jexlogN.

Preduvjet za koriStenje PME je upotreba petioti rubnih uvjeta. Budii da u MD
simulacijama broj procjena neveznih interakcija oglsustava raste s kvadratom njegova
radijusa, raunalni resursi neizbjezno ogrénju velicinu sustava da bude Sto manja. Jedan od

uvjeta da se to izbjegne je upotreba petioith rubnih uvjeta (slika 16).

Za sustave koji se dugo simuliraju kazemo da jevalkna ergodika hipoteza, tj. dée
se sva dostupna mikrostanja sustava tijekom sinpeilggerojatno realizirati. No, za slozene
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sustave s velikim brojem sudionika, to je dedfe vrlo teSko posti, pa se u svrhu boljeg
uzorkovanja sustava, odnosno nekih njegovih stdwmaste prilagdene metode MD

simulacija, kao Sto su npr. usmjerene i ubrzanesyhulacije.

2.7.1. Usmjerene MD simulacije (eng. steered MD, SMD)

Usmjerene molekulsko-dinathkie simulacije su MD simulacije u kojima se primjgej
dodatna vanjska sila na atom ili skupinu atoma r{fjrov centar mase), koja rezultira
promjenom koordinata odabranih atoma u vremenutdkav ng&in ograntava se gibanje
odabrane skupina atoma u smjeru ddreog stupnja slobode. Postoje dvije vrste SMD
simulacija, kod jednih je konstantna sila koja geenjuje na centre masa koji se pritdaa
kod drugih brzina privienja. U programu AMBER primjenjuje se potonja. WKkvien
simulacijama potrebno je definirati atome ili skapiatoma (njihove centre masa) koje se
priviace s neke pe&etne udaljenostixg) na neku zeljenu udaljenost) (i konstantu silek) s

kojom ¢e se oni méusobno priviaiti:
1 2
uswjz(zjk[x—%(gj. (2.48)

Usmjerene MD simulacij€esto se koriste za préavanje odmatanja i smatanja proteina,

ulazak liganda i/ili molekula vode u aktivho mjestazima, itd.

2.7.2. MD simulacije s nasumino odabranom silom (eng. random acceleration MD,
RAMD)

Vremenski interval od nekoliko desetaka nanosekwuwgii se obéno koristi za izvdenje
(standardnih) MD simulacija, u @i slucajeva nije dovoljan da bi se mogao promatrati
spontani izlazak molekule liganda iz veznog mjestaima koje se nalazi uéeno duboko u
proteinu. Uvadenjem dodatne sile na molekulu liganda moZe sedabivejerojatnost takvog
dogaiaja. Kao Sto i samo ime kaze, u MD simulacijamaojinka se primjenjuje nasugro
odabrana sild’ na molekulu liganda, tji. na njezin centar maselujg dodatna sila u

nasuménom smjeru:
F =k, (2.49)

gdje je k konstanta sile, a, jediniéni vektor u nasundnom smjeru. Tri su podesiva

parametra u RAMD simulacijama: 1, konstanta sile, koja je konstantna za vrijeme
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simulacije i koja odréuje veliinu sile (samo se mijenja smjéy sile na nasunian n&in), 2)

N, broj MD koraka za vrijeme kojih se ne mijenja emgile, i 3)rnn, udaljenost koju treba

proéi centar mase liganda za vrijeme Nhkoraka. Ako nakomN koraka, centar mase liganda
preie put manji odyin, 0dabire se novi nasudmi vektor 1. Simulacije se prekidaju kada

ligand napusti protein, odnosno kada udaljenostedzmcentara masa proteina i liganda
postane véa od neke unaprijed zadane udaljenosti, ili kadaasegne maksimalni zadani

broj koraka.

2.7.3. Ubrzane MD simulacije (eng. accelerated MD, AMD)

Aktivnost enzima u nekim je siajevima uvjetovana njihovom konformacijskom prongem
Medutim, takve strukturne promjene biomakromolekulai¢nb se deSavaju na duzim
vremenskim skalama (nekoliko milisekundi ili sekndi ukljuc¢uju prelazenje
visokoenergetskih barijera. Stoga se za gmwanje takvih fenomena koriste tzv. ubrzane
molekulsko-dinantike simulacije (AMD)”>"® AMD simulacije temelje se na dodavanju
potencijalne energije (tzv. potencijal poticajagehias ili boos), AU(r), sustavu kada se
nalazi u stanjima vrlo niske potencijalne energhe. taj se nén potice njegovo ,izlazenje"

iz dubokih ,potencijalnih jama“ i time olakSava,emazivanje konformacijskog prostora

(slika 17). Potencijalna energija sustava tadajedzrazom:
U*(r)=U(r)+ (r). (2.50)

Velicina potencijalne energije koja se dodAjd(r) definirana je izrazom 2.51. Kada je iznos
originalne potencijalne energije susta\lr), ispod unaprijed definirane gr&ne vrijednosti
energijekE (tzv. energijski prag), simulacije se provode &mnjem modificiranog potencijala
U*(r)=U(r)+AU(r), a kadaU(r) poprima vrijednosti w& od E, simulacije se provode

koriStenjem originalnog potencijald;*(r)=U(r). Tj.:
0, U(r)=E

AU (r)=1 (E-U(r)) (2.51)
a+(E-U(r)) '

U tom sl&aju sila F* =-JU* (r) na modificirani potencijal je:
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(2.52)

Slika 17. Oblik jednodimenzionalne potencijalne energii¢(r) (podebljana linija) i oblik
modificiranih energijdJ*(r) (tanje linije) za isti energijski pra§ (nazn&en isprekidanom linijom),
ali razlicite parametrex. Sto jea vedi, oblik plohe promijenjene potencijaine energijerji je

originalnoj. Preuzeto sa stranice http://www.kscugglu/Research/namd/2.9/ug/node63.html.

Prosj€éne (aekivane) vrijednosti za kanonski ansambl mogu séitdgonovnim

vaganjem (eng.reweighting svake toke konfiguracijskog prostora s Boltzmannovim
faktorom koji ukljituje potencijal poticaja u toj odtenoj taski, tj. exp[ AU (r)]. Kada se

sustav propagira s nepromijenjenom, originalnomtempdjalnom energijom, potencijal
poticaja je nula. Reciptoa vrijednost parametra odreiuje jainu (intenzitet) promjene.
Kako sea smanjuje, modificirana potencijalna energija sustpostaje sve jednohija
(sustav slobodno prelazi iz jednog stanja u drugo)kako seo poveava, vrijednosti
modificirane energije asimptotski se priblizavajigmalnoj. Potencijal poticaja se u §miku
razvoja metode najviSe primjenjivao na torzijslan funkcije potencijalne energije. katim,
s vremenom se pokazalo da se pomaci velikin angalitatopljene tvari u eksplicithom
otapalu usporavaju zbog viskoznosti otapala kojeaazi oko biomakromolekule. Dakle,
postavilo se pitanje kako poboljSati uzorkovanjezljskog gibanja u eksplicithom otapalu.
Problem je rijeSen udenjem ubrzanih MD simulacije s dvostrukim poticajéang.
dual boost’® koji omogwuje istovremeno poboljsano uzorkovanje internihifuzijskih
stupnjeva slobode. U tom ghju zasebno se definiraju i primjenjuju, poticai torzijskiclan

i na ukupnu preostalu potencijalnu energiju:
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U(r)=U,(r)+U,(r), (2.53)

U*(r)={u,(r)+[u (r)+au )]+ ()} (2.54)

gdje jeUi(r) originalna torzijska energija sustavaAbli(r) i AUt(r) su promjene torzijske,
odnosno ukupne, modificirane potencijalne enerdigg, su definirani na jednak tia kao u

jednadzbi 2.51. Pri tome vrijedi da {8 (r) =U,(r)+U,(r)+AJ (r ). Sila na modificirani

potencijal tada je:

Energijski prag za torzijskilan E; i parametagx, te energijski prag za ukupni potencifg i

ar posebno se definiraju. Tader, recipréne vrijednosti parametara; i ar odreiuju
intenzitet promjena. Za velike vrijednosii energija sustava priblizno je jednaka originalnoj
dok za male vrijednosti (¢~0), energija sustava postaje konstantna, a uzonkewaigovara
nasuménom hodu. Iznos poticaja na ukupnu energiju trebaubrasponu kojice omoguiti
poveanje difuzije uz oduvanje prirodne strukture vode. U &hju kada se primjenjuje

dvostruki potencijal poticaja, ispravni prosjek kaskog ansambla sustava dobiva se

ponovnim vaganjem svakecte u konfiguracijskom prostorues<p{,[>’[AUt (r)+au.,(r )]} :

Prednost AMD je Sto ne zahtijeva unaprijed poznpvablika potencijalne energije,
odnosno reakcijske koordinate koja opisuje konfaijgske promjene. Dovoljno je samo

poznavati jednu strukturu sustava.

2.7.4. MD simulacije krupnog zrna (eng. coarse grained,CE&NI

MD simulacije krupnog zrna taker se koriste za prdavanje fenomena koji se deSavaju na
vremenskim skalama koje su predéiga da bi se mogle pratiti standardnatt atom MD
simulacijama, kao npr. konformacijske promjene @@, smatanje proteina i
samoorganiziranje bioloskih makromolekula. U takvimimulacijama koriste se
pojednostavljeni modeli molekula, te se svaki ato$e ne opisuje eksplicitno s pripadaja
parametrima, kao Sto je to 84j kod standardnih MD simulacija (tzv. atomiktimodel). Na

taj na&in mogee je simulirati vée sustave (koji mogu ukkivati i stotine razkitih molekula

koje metusobno interagiraju) na duzim vremenskim skalama.
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Unutar programskog paketa GROMACS dostupno je MARTlolje sila koje omogtuje
izvodenje MD simulacija krupnog zrna. U MARTINI modelatiri teSka atoma zamjenjuju se
jednim interakcijskim centrom (tzv. zrnom), te seliro tzv. mapiranjéetiri naspram jedan.
lzuzetak su prstenaste molekule kod kojih je zbegnuetrijske specinosti bilo potrebno
koristit vetu rezoluciju, te se u tom slaju koristi mapiranje dva naspram jedan, tj. dé&kae
atoma zamjenjuju se jednim interakcijskim centrdtRRTINI model uzima u obzigetiri
glavna tipa interakcijskih mjesta, tj. ta novodefnacestica (zrno) moze biti nabijena (Q),
polarna (P), gragna (N) i nepolarna (C). Podtipovi interakcijskihasija uzimaju joS u obzir
sposobnost stvaranja vodikovih veza (n&na s malim slovima d=donor, a=akceptor,
da=oboje, 0=niSta) i stupanj polarizacija (nammo brojem od 1=niski stupanj
polarizabilnosti do 5=visok stupanj polarizabilripst®° Na slici 18 dan je CG prikaz svih 20
prirodnih aminokiselina unutar MARTINI polja sila.

O re e Cys ! His 8 Met t: Thr
-¢-s. ¥ -
t Asn 8 Glu 8 Leu c Pro e Tyr
e Asp U Gly e Lys b Ser e vel
E A4 e | —
nepolaran granini polaran nabijen

Slika 18. CG model svih 20 prirodnih aminokiselina unutar RIANI polja sila. RazBiti tipovi
atoma prikazani su ragitom bojom. Preuzeto iz rada Monticellija i suraarf’

Nevezne interakcije iznde zrna (osim najblizih susjeda) opisuju se LennBydesovim
potencijalom:

B 0'” 12 0}] 6
ULennard—Jone( T ) - 4‘% | T . (256)

Elektrostatske interakcije izrde nabijenih (Q) zrna opisuju se joS i izrazom zdoksku
potencijalnu energiju:
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__ 494
ATE £ T,

rel 'ij

(2.57)

el

gdje je vrijednost dielekithe konstante,=15. Nevezne interakcije i sile prestaju s&ureti
na udaljenosti w@®] od rquor=1,2 nm, pri¢emu se Lennard-Jones interakcije pomalo
iskljucuju unutar raspona od 0,9 - 1,2 nm, a elektrostapslstepeno trnéitavim rasponom
0,00 -1,2 nm.

Vezne interakcije opisuju se slijegie skupom funkcija potencijalne energije, koje
energiju mdudjelovanja veznih mjestg j, k i | raunaju s obzirom na odstupanje od

ravnoteznih vrijednosti udaljenoski, kutevad, i torzijskih kutevayq wiq:
1 2
b ZEKb(dij _db) ,

Ka[cos(ﬁijk)— coséé?a)}2 :
U, = Kd[1+ cos(nt//ijkI —l//d)] :
Uia =Ky (‘//ijkl ~¢, )2'

U =

a

NIk

(2.58)

pri cemu suK pripadajée konstante sila. Vezni potencijal, koristi se za zrna koja su
povezana kemijskom vezomlR za opisivanje krutosti lanca. Neprava torzijanazuU;y se
koristi kako bi se sprifgle distorzije van ravnine planarnih skupina, dekpsave torzijéJ4 u

izrazu koriste zadvanje sekundarne strukture okosnice proteinaa(df.

Slika 19. Shematski prikazetiri razlicite vrste aminokiselina, koje sadrze, redom s ljpaadesno,
jedno, dva, tri £etiri zrna u bénom lancu (plus jedno zrno za glavni lanac). N&enasu intra i inter-

vezne interakcije. Zrna glavnog lanca a@m su s ,B“, a bimog lanca sa ,S*.

Tip zrna iz okosnice proteina ovisite o sekundarnoj strukturi proteina: okosnica
aminokiselina koje su slobodne u otopini ili su diavoja (engbendi coil) imati ¢e jaki

polarni karakter (P tip), a one koje su dizavojnice ilip-ploce, gdje vodikove veze izria
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okosnica umanjuju polarni karakter, big nepolarne (N tip). Prolin je manje polaran zbog
nedostatka sposobnosti doniranja vodikove V8ze.

Kako bi se sé&vala sekundarna struktura proteina u CG simulaajaosim samog
odabira tipova zrna iz glavnog lanca proteina (nisa time odgovarajtih parametara
veza/kuteva/torzija), za MARTINI model moZe se jiefinirati i tzv. elastina mrez&*
Najjednostavniji sltaj je uvalenje dodatnog harmaikiog potencijala izm#u zrna glavnog
lanca koja nisu povezana veznim potencijalom, azgbke unutar neke unaprijed definirane
udaljenosti (tzv. gragna udaljenost). U tom slaju potrebno je definirati konstantu sile
takve elastine (harmonike) veze (okino se koristi vrijednost od 500 kJ mbhm?), te

gornju i donju vrijednost gradie udaljenosti (obho 0,5-0,9 nm§?

MARTINI polje sila omogéava i koriStenje eksplicitnin molekula vode, n&inada se
cetiri all atom molekule vode zamjene jednim novim zrnom (slik&2QJ novije vrijeme,
razvijen je model polarizabilne vode, kako bi se Bblje opisale interakcije koje ovise o
lokalnom okruzenju. U tom staju cetiri molekule vode zamijenjene su s tri interagicy

centra, tj. zrna (slika 20B¥.

A B
WP

Ow 0.Ko (D
|

4 wm
Slika 20. Modeli molekule vode u MARTINI polju sila. A) stdardni model, i B) polarizabilni

model. Krug osjetan naratasto odgovara van der Waalsovom radijusu centtasice (zrna) W.

SrediSnje zrno W je neutralno i kao takvo ostvarugnnard-Jones interakcije s drugim
zrnima u sustavu, kao Sto je i & kod standardnog modela molekule vode (tj. kao&esri
eksplicitne molekule vode zamijenjene jednim zrnoDgdatna zrna WP i WM su vezana za
sredisSnje zrno W te nose pozitivan (+0,d6 odnosno negativan (-0,4¢§ naboj. One
ostvaruju samo kulonske interakcije s drugeesticama. Veze W-WP i W-WM su ograene
na udaljenost. Interakcije izmdu WP i WM unutar istog zrna vode su iskime. Kao
rezultat toga, centri naboja rotiraju oko sredi§ngna. Stogate dipolni moment takve

molekule vode ovisiti 0 polozaju nabijenih zrna tamuste CG molekule vode. Kako bi se
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osigurala pravilna distribucija dipolnog momenta,kbko bi se kontrolirala rotacija WP i
WM zrna, definiran je harmoki potencijal za ravnotezni ks konstantom sil&,.

Zbog svega navedenog, u MD simulacijama krupno@ zn&ajno je smanjen broj
stupnjeva slobode, 5to omdgie pr&enje pojava u bioloskim sustavima koji se deSawnaju
puno duzim vremenskim skalama. Samim time integgigt vremenske skale u CG
simulacijama nije tako jednostavna. U usporediiosnastickim modelom, za iste dinadke
promjene u CG modelu potreban je znatno manji koogka. Glavni razlog je to Sto je kao
posljedica vée veliine ¢estica ploha potencijalne energije punodglaego u skkaju plohe
potencijalne energije u atomigdtim sustavima iste valine. Na temelju usporedbe difuzijskih
konstanti CG i atomistkog modela, utvdeno je da je efektivnho vrijeme u CG modelima 2-10

puta duZe od onog u atomigim modelima’®

2.8. Kvantno-mehani¢ke — molekulsko-mehantke (QM/MM) metode

Odabir kvantno-mehatie metode i osnovnog skupa kég se koristiti u r&unima najee
je rezultat kompromisa izrda Zeljene tonosti r&una (Sto véa tatnost to bolje) i dostupnih
racunalnih resursa. Pri tom se metode visokénasti nepovoljno skaliraju s veéihnom
molekule, Sto postavlja ograenje na veliinu sustava koju mozemo pr&avati odrdenom
metodom. Zbog toga, vma kemijski i bioloSki zanimljivih sustava postajeprikladna za
prouwavanje uohiajenim kvantno-mehagkim racunima.

Kako bi se prevladala navedena ogéanja, razvijene su tzv. kvantno-mehdka -
molekulsko-mehaiike (eng.quantum-mechanics — molecular-mechan@s/MM) metode.
Kao Sto se vidi i iz samog imena, QM/MM metode bami se na istovremenoj primjeni
metoda visoke tosti (upotrebom kvantno-mehake teorije) za opisivanje jednog manjeg
dijela sustava kojem je potrebno poznavati eleldkarstrukturu (npr. aktivno mjesto enzima
gdje uslijed nastanka molekule produkta iz molekigatanata dolazi do preraspodjele
elektrona) i empirijskih metoda (baziranih na ktasi mehanici, kao Sto je npr. molekulska

mehanika) za opisivanje ostatka sustava (ostatakn@n molekule otapala, slika 21).
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(' aktivna)
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Slika 21. Shematski prikaz principa QM/MM metode. Kvantnohaeitke metode (tj. metode visoke
to¢nosti) koriste se za opisivanje dijela sustava jerkodolazi do preraspodjele elektronske géesto
(QM dio), kao Sto je npr. aktivno mjesto enzimaeydf molekula reaktanata nastaju molekule
produkata, dok se empirijske metode (bazirane mackloj mehanici) koriste za opisivanje ostatka

sustava (ostatak enzima i otapalo).

ONIOM (eng. Our own N-layered Integrated molecular Orbital andolecular
Mechanic3 je QM/MM metoda dostupna unutakumalnog programa Gaussian09. Navedena
racunalna metoda bazira se na definiranju dva (ileM§ sloja unutar pratavanog sustava
koji se tretiraju metodama raglih stupnjeva toénosti. Dvoslojna ONIOM metodologija
podrazumijeva koriStenje dva sloja, tzv. unutarnjeganjskog, za opisivanje sustava.
Unutarnjem sloju odgovara regija proteina u kojojadi do nastajanja i pucanja kemijskih
veza, i kao takva opisuje se kvantnom mehanikonj.sk@ se ujedno zove i modelnim
sustavom (M). Vanjskom sloju odgovara cijeli susfpvotein i molekule otapala), koji se
stoga opisuje nekom manje zahtjevnomcurelnom metodom (npr. molekulskom
mehanikom, semiempirijskim metodama, ili puno jestawnijim ab initio metodama sa
skromnijim osnovnim skupom). Na taj da ratuna se utjecaj okoliSa na dio proteina od
interesa tj. na aktivno mjesto.

U ONIOM aproksimaciji, energija realnog sustava @®jinira se kad**®°

EONOVME(R) = EV™ (R)+ B2V (M) - BE™ (M) (2.59)

gdie je EYM(R) energija realnog sustava izuaata koristenjem klasie teorije (4.
molekulske mehanike), £MM) i E"(M) energije modelnog sustava izumate
korisStenjem kvantno-mehaikiog, odnosno klaghog pristupa. U ovakvom ONIOM ¢anu
elektrostatske interakcije izade QM i MM atoma opisane su samo na molekulsko-

mehanékom nivou, tj. radi se samo o interakciji parcijalmaboja atoma iz MM dijela s
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parcijalnim nabojima atoma iz QM dijela. Taj pristaove se jos i klagno ili mehanéko
uklapanje (engmechanical embeddipgU drugom (ténijem) pristupu raspodijela naboja u
MM dijelu interagira sa stvarnom raspodjelom nahboj@M dijelu. U tom sltaju parcijalni

naboji MM dijela eksplicitno su ukljteni u QM hamiltonijan:
EONIOM—EE(R) — EMM (R)+ $M (M)_ QAM (M),
E\(/QM (M) = EQM(M) _ZZM-FZZ@’ (2.60)
i N N

i,N J J,N

B (M)=E (M)+ Y Bk
AR

pri cemu seN, J i i redom odnose na atome u MM dijelu, atome u QMIuijeslektrone.
Ovakav ONIOM pristup s elektrostatskim uklapanjerang. charge embeddingy:®
omogutava t@niji opis elektrostatskih interakcija i polarizaciyalne funkcije pod utjecajem
raspodjele naboja u MM dijelu. Skalirauaktor sy koristi se kako bi se izbjegla prevelika
polarizacija valne funkcije pod utjecajem velikiabwoja blizu QM dijelasy je obino nula za
naboje koji se nalaze na manje od tri veze udadigna jedan za preostale naboje. Isti
skalirajuei faktor sy koristi se za QM i MM réun.

Ako granica izméu QM i MM dijela sustava (slika 22) prolazi kovateom vezom,
modelnom sustavu se dodaje vezni atom .(&nk aton) kako bi se zasitila njegova valencija.
Vezni atom, ohino vodikov atom, nalazi se na liniji koja povezajem iz modelnog sustava
(eng.Link Atom ConnectignLAC) s onim iz okoline koga zamjenjuje (erignk Atom Host
LAH).
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Realni (R) sustav Modelni (M) sustav
H ol ~__ vezni atom (LA)
- , atom kojeg zamjenjuje
MM regija H
al H LA (LAH) /
| atom na koji je vezan H
o LA (LAC) |
QM regija 7 INUH Cxeomy
W, w O

Slika 22. Pojasnjenje QM/MM terminologije na primjeru etaaduwi da postoji vezna interakcija

izmedu QM i MM regije, u svrhu popunjavanja valencijdjikpvog atoma, modelnom sustavu dodaje
se vezni atom vodika (LA). Vezni atom vodika nalaei na liniji koja povezuje atom iz modelnog
sustava (engLink Atom ConnectignLAC) s atomom koga LA zamjenjuje (engnk Atom Host

LAH). Preuzeto iz rada Vrevena i suradniRa.

2.9. Racun slobodne energije

Metoda MM-PBSA’ koristi se za odrivanja slobodne energije ,otapanja“ molekule (slika
23b), slobodne energije vezanja liganda za profglika 23a), odnosno razlike slobodnih
energija vezanja razltih liganada. Metoda se temelji na naknadnoj obrpddataka
dobivenih MD simulacijama. Radi pojednostavljeng@una ¢esto se u sltaju odreivanja
slobodne energije vezanja liganda u protein, umjetd se sudionici reakcije zasebno
simuliraju, njihovi energijski doprinosi odigju na nain da se iz ansambla struktura
generiranih MD simulacijama kompleksa enzim-liga(generirani ansambl struktura),
izdvoje koordinate svakog zasebno, liganda i reweptj. enzima). Ime metode, MM-PBSA,
skratenica je od engleskih rijeMolecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Akege

opisuju n&in na koji se raunaju pojedine komponente slobodne energije.
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+ ‘ Arc':‘ovezanja,vakuu ‘
)

lAsoIGoligand 1AsolGoreceptor 1 AsoIGc'kompIeks

n . ArG°vezanja st

‘ ArGoA—>B,vakuum ‘
F———— 4

1AsoIG°A 1 AsoGoB
ArGo A—B,so
F—————— 3
b)

Slika 23. Termodinamiki ciklus za odrdivanje slobodne energije: a) vezanja molekule lkigan
(obojan zuto) u protein (obojan crno), u vakuumMiG ezanja vakuudy 0dNOSNO U otapalu\(G®ezanja sas
b) razlkitih konformacija proteina, u vakuumu\G°a_.svakuun), 0dNOsnNo u otapaluA(G®a g so)-
AsoG°x je Gibbsova energije otapanja (solvatacije) sustd Otapalo je naziano plavom

pozadinom, a vakuum bijelom.

Ratun Gibbsove energije vezanja liganda za proteinvodz se KkoriStenjem
termodinamikog ciklusa prikazanog na slika 23a, tj. ona sauma kao suma Gibbsove
energija vezanja liganda za protein u vakuub{vezanjavakuuh | razlike slobodnih energija

solvatacije:

A G°

— o _
r vezanja,sol G kompleks G G

— o o
_ArG vezanja,vakuum+ (A s&; kompleks s@o ligand A g cerptor)

recepu; ligand

(2.61)

U slwtaju konstantnog tlaka i volumena entalpijski dopsifsibbsovom potencijalu jednak je
potencijalnoj energiji sustavaAH=AU. U se r&una pomoéu programasander (dio
programskog paketa AMBER) na temelju jednadzbi kdiko-meharikog polja sila, tj.
kao suma svih veznih (energije veza, kuteva, w@yzijneveznih (sve van der Waalsove i

elektrostatske interakcije, pfemu jerqut.of= ) interakcija:
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o _ ° _
Ar(Bvezanja,vakuum_A H vezanja,vakuum TA $) vezanja,vakuum
— _ o
=AU,,, —~TAS
=[au

(2.62)

analiza normalnih modova

+AU , +AU | -TAS

vezne analiza normalnih modoy

Konformacijska entropija taina se analizom normalnih modova uz pérmpmgramanmode
Ako se trazi samo relativha razlika energijérsh stanja, taj seélan obtno zanemaruje.
Slobodne energije solvatacije svakog pojedinog aukla reakcije As,G°x, gdje je
X=ligand, receptor ili kompleks) uklfwju polarni i nepolarni doprinos energiji solvajaci
Polarni (elektrostatski) doprinos energiji solvg@mcratuna se numetkim rjeSavanjem
linearne Poisson-Boltzmannove jednadzbe koriStenpeogramapbsa (ili u slu¢aju MM-
GBSA metode, skinica od engMolecular Mechanics Generalized Born Surface Area
numertkim rjeSavanjem podgne Bornove jednadzbe koriStenjem prograssndej.
Nepolarni doprinos energiji solvatacije oduge se r&dunanjem povrSine dostupne otapalu
(eng. solvent accessible surface areé®ASA), AsoHnepolaramySASA$, uz pomé programa

molsurf®®

A

o _— (o _
G X = G X,polararg=80

Go X,polararg=1 + Go
= AsolH oX _TASO|SOX (263)

= [ASO|H ° polaran+ A SOH ° nepolaral -TA s§o )

sol X,nepolaran

Dakle, entalpijski doprinos slobodnoj energijtuaa se kao suma molekulsko mekikai

energije (dobivene iz polja sila) i energije soa@je u kontinuiranom (implicithom) otapalu.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 3. Raunalne metode 55

§ 3. RACUNALNE METODE
3.1. MD simulacije slobodnog enzima

3.1.1. Priprema sustava

Trodimenzionalne strukture ljudske DPP lll, aiee rentgenskom difrakcijom i pohranjene
u proteinskoj bazi podataka (PDB, http://www.rcst/pdb/home/home.do) pod kodom
3FVY i 3T6B, uzete su kao polazna&lka za MD simulacije.

Struktura ljudske DPP Ill pohranjena pod oznakoriv8Fodgovara nativhom enzimu u
cilem se aktivnom mjestu nalazi atom cinka. Polozapinokiselinskih ostataka koji su
nedostajali u strukturi (Pro224-Asp227) atlei su koristenjem programa Modellerovf2.
Patetno protonacijsko stanje proteina atéeo je poméu servera WHATIF (pri pH=7,
http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html), okl je protonacijsko stanje histidina
odreieno prema njihovoj moguaosti da tvore vodikove veze s aminokiselinamagjesistvu.
Kao Sto je i za &ekivati pri fizioloSkim uvjetima, svi arginini i &ini su pozitivno (+1), a
glutamati i aspartati negativno (-1) nabijeni. Ng n&in pripremljena je struktura tzv.
»otvorene” DPP I, ili skréenooWT.

Trodimenzionalna struktura ljudske DPP 1l pohramjepod kodom 3T6B, predstavlja
mutant E451A enzima u kompleksu sa supstratomfinmmon (Val-Val-Tyr-Pro-Trp), kojem
u aktivnom mjestu nedostaje ion cinka. Té#g atom cinka nedostaje i u strukturi kompleksa
DPP llI-tinorfin pohranjenoj pod oznakom 3T6J. riyID simulacija Ala451 mutiran je u
Glu i dodan je ion cinka. Polozaji iona cinka itglonata 451 oddeni su tako Sto je aktivho
mjesto iz strukture 3T6B sravnjeno s aktivnim riges iz strukture 3FVY, koriStenjem
polozaja H450, H455 i E508 kao kriterija sravnjijarProtonacijska stanja aminokiselinskih
ostataka odiena su na isti & kao i za ,,otvorenu* DPP lll. Kako bi pripremisitrukturu
slobodnog (bez vezanog supstrata) enzima, molgkddina uklonjena je iz veznog mjesta
enzima. Dobivena struktura znatno je kompaktnija,otvorene” DPP lll, te predstavlja
.zatvorenu® DPP Il ili skréenocWT formu.

MD simulacije provedene su poio programskih paketa AMBER (verzije 10-12) i/ili

GROMACS 4.5.3. U svim simulacijama koristeno je3ff0polje sila i vé unaprijed razvijeni
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nevezni parametri za atom Zn(naboj +2,0e, van der Waalsov, vdW, radijus 1,22 A i
energija minimuma vdW interakcije 0,250 kcal/ml§?

3.1.2. MD simulacije provedene pongo programskog paketa AMBER (verzije 10-12)
,Otvorena” DPP Il smjeStena je u kutiju oblika legg oktaedra ispunjenu TIP3P
molekulama vode, na tia da je najmanja udaljenost izthebilo kojeg atoma proteina i ruba
simulacijskeéelije iznosila 11 A (sveukupno ~98 000 atoma, dega ~29 000 molekula
vode). Sustav je neutraliziran dodavanjem natfijgona (N&), koji su smjesteni u blizinu
negativno nabijenih iona na povrSini proteina. Zapanje i neutralizaciju sustava unutar
programskog paketa AMBER koristi se prograteap. Dobiveni sustav, simuliran je
koriStenjem perio@dnih rubnih uvjeta (PBC). Elektrostatske interakcifecunate su
koriStenjem PME (eng. particle-mesh Ewald) metode.

Prije samih MD simulacija, geometrija proteina apgirana je u tri kruga uz razlta
ograntenja (za minimizaciju i MD simulacije koriSten jeogramsandej. U prvom krugu
(1500 koraka), dopusteno je pomicanje samo molekalsode, dok su polozaji proteina i
cinka ogranieni koristenjem harmotikog potencijala konstante sile 133,89 J thél™. U
drugom (2500 koraka) i téem (1500 koraka) krugu, koriStena je ista konstai¢ana cinkov
atom, dok je pomicanje glavne okosnice proteinamgeno koristenjem konstante sile od
133,89 kJ mof A, odnosno 41,84 kJ mdlA™ Prvih 100 ps uravnoteZivanja sustava,
uslijed ¢ega je sustav zagrijan s 0 na 300 K, koriStemN}el ansambl, dok su preostale
simulacije (faza podeSavanja gustovode i produkcijska faza) izs#tene pri konstantnom
tlaku i temperaturi (1 atm i 300 K, koriStenjepT ansambla). Temperatura je odrzavana
konstantnom koritenjem Langevinove dinamike, kvieecijom sudara 1 p§ a konstantnost
tlaka regulirana je Berendsenovim barostatom. \dpgaveze u kojima sudjeluju atomi
vodika ograniene su primjenom SHAKE algoritma. Nakon 50., 7176. ns MD simulacije,
kako bi se postiglo Sto bolje pretrazivanje fazpogstora, sustav je dodatno zagrijan na 400
K, te potom opet ohien na 300 K, u intervalima od 500 ps (uz vremekskak od 1 fs).
Izmedu navedenih intervala zagrijavanjaddaja sustav je simuliran pri sobnoj temperaturi
(1 atm i 300 K, koristenjenNpT ansambla i vremenskog koraka od 2 fs). Zadnjinu0
vremenski korak od 1 fs) i 20 (uz vremenski korak2ofs) ns MD simulacije, provedeno je
takader koristenjemNpT ansambla. Sveukupno, MD simulacije ,otvorene“ DRPuz

primjenu ff03 polja sila, rezultirale su trajekjorn dugom 207 ns. Za strukturu enzima
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dobivenu nakon dugih (101 ili 207 ns) MD simulagjgvorene* DPP Ill u daljnjem tekstu
koristiti ¢e se naziv ,zatvorena MD" DPP IlI, ili skienocWT yp.

Pored toga, uravnoteZena struktura ,otvorene“ DHPpédvrgnuta je joS dvjema
nezavisnim MD simulacijama (koriStenjem r&ilh nasuménih brojeva za generiranje
pocetnih brzina sustava, definirano s varijablom igrttrajanju od po 100 ns, uz vremenski
korak od 2 fs (uz koriStenje SHAKE algoritma)pT simulacijske uvjete.

Jednaki uvjeti otapanja, neutralizacije, optimigacuravnotezivanja kao i kod ,,otvorene*
DPP 111, koristeni su i u MD simulacijama ,zatvoenDPP 11l u trajanju od 100 ns, pri
konstantnom tlaku i temperaturi (1 atm i 300 MpT ansambl). Vremenski korak tijekom
prvih 50 ns bio je 1 fs, a zadnjih 50 ns, 2 fs. Wwh@ezena struktura ,zatvorene® DPP IlI
podvrgnuta je joS trima nezavisnim MD simulacijamé&ajanju od po 100 ns, uz vremenski
korak od 2 fs (uz koriStenje SHAKE algoritmaNpT simulacijske uvjete. Sve do sada

navedene simulacije provedene su koriStenjem ftda sila.

Tockasti mutanti K405A i W300L ljudske DPP Il pripréeni su pomdéu programa
tleap (koji je dio programskog paketa AMBER) iz oWT iiWT struktura. Tonije, mutanti
K405A ,otvorene” i ,zatvorene* DPP Il pripremljere iz struktura dobivenih nakon 10
(0K405A), odnosno 101cK405Avp) ns MD simulacija oWT forme enzima, mutant K405A
.zatvorene* DPP Il ¢K405A) iz cWT forme, dok mutant W300L ,otvorene* DPP Il
(oW300L) iz oWT strukture. Takve strukture podvrgnute sdnjakim uvjetima otapanja i
neutralizacije, a potom i optimizaciji, zagrijavanuravnotezenju i MD simulacijama kao i
nativni enzim. NesSto drugga procedura koriStena je za mutant W300L koji nakon
uobitajenog postupka uravnotezenja, tijekom narednip2@agrijan na 500K, nakaega je
ohlaien na 300 K unutar 20 ps. Tijekom grijanja id@aja koriSten je vremenski korak od 1
fs. Mutanti oK405A, cK405A, cK4054, i oW300L simulirani su redom 21,6, 20, 201 18 ns
u uvjetima konstantnog tlaka i temperature (1 at®00 K, NpT ansambl), koriStenjem
vremenskog koraka od 1 fs i ff03 polja sila.

3.1.3. MD simulacije provedene ponéo programskog paketa GROMACS 4.5.3.
Nativna ,otvorena“ DPP Il i njezin mutant D372A gsteni su u dodekaedarsku kutiju
ispunjenu TIP3P molekulama vode. loni'Nbdani su za neutralizaciju sustava. Koridtenjem

periodiénih rubnih uvjeta simulirani su sustavi koji setegs od sveukupno ~98 000 atoma
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(~29 000 molekula vode). Za otapanje i neutraljpasustava unutar programskog paketa
GROMACS koriste se progranaditconfi genbox Elektrostatske interakcije danate su
koriStenjem PME (eng. particle-mesh Ewald) metddie.taj n&in pripremljene su strukture
OWT gromacsi 0D372Ayr0macs

Prije produkcijske faze MD simulacija, optimiziraj@ geometrija sustava koriStenjem
metode najstrmijeg spusta. MD simulacije provedsmeori konstantnoj temperaturi i tlaku
(300 K i 1 atm NpT ansambl) koriStenjemelocity-Verletalgoritma i vremenskog koraka od
1 fs. Temperatura je odrzavana konstantnom prinmemdosé-Hooverovog termostata s
konstantom sprege od 1 ps. Za izotropnu reguldl@ka koriStena je Martyna-Tuckerman-
Tobias-Klein (MTTK) procedura, s konstantom spredgel ps. Nakon 50 ndpT simulacije
(prilikom cega su podatci o strukturi i energijicagani svakih 1 ps), mutant D372A je
zagrijan na 400 K (unutar 500 ps), nakiega je uslijedilo postepeno hknje na 300 K
(unutar 500 ps). Posljednjih 20ns MD simulacijevaeni su koriStenjepT ansambla i
vremenskog koraka od 1 fs. Sveukupno, generiraeagktorije duge 50 i 71 ns za divlji tip,
odnosno mutant D372A, DPP Ill.

3.1.4. MD simulacije u kojima se primjenjuje nasurtina sila (RAMD) na molekulu vode
Sustav enzim-otapalo dobiven nakon 101 ns MD siaijalgotvorene® DPP llI, predstavljao
je polaznu toku za RAMD simulacije. Pojeditae RAMD simulacije izvodile su se 250 ps
ili dokle udaljenost izmdu centra enzima i centra molekule vode nije postata od 30 A.
Akceleracija sile primijenjene na centar mase makekvode iznosila je 2,52 kI 'gA™.
Koristen je vremenski korak od 1 fs, a smjer sitrzavan je konstantnim tijekom 40
vremenskih koraka MD simulacije. Ako se za vrijetoga perioda molekula vode nije
pomakla vise od 0,01 A, nasumo je izabran novi smjer sile; u suprotnom, istjesnsile
primijenjen je i kroz slijed@h 40 koraka.

Programom CAVER 2.0 v 0.083% (unutar programa PyMol) talier su ispitani tuneli
koje molekule vode koriste za ulazak u aktivno ngesizima. U tom skiaju pretrazivanje je
pocelo od atoma cinka u strukturi enzima dobivenojamak01 ns MD simulacija ,,otvorene*
DPP 1ll'i u strukturi ,zatvorene* DPP Ill, premaogtini.
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3.1.5. Ubrzane MD simulacije (AMD) slobodnog enzima
Hidratizirani sustavi dobiveni nakon 5 i 207 ns Minulacije ,otvorene” DPP llI, te nakon 5
ns MD simulacije ,,zatvorene” DPP lll, koriSteni kao polazne strukture za AMD simulacije
s dvostrukim poticajem. AMD simulacije provedene pamaiu programskog paketa
AMBER12 instaliranom na grafkim karticama (enggraphics processing uniGPU).
Prosj&na ukupna potencijalna energija(r), i prosje&na torzijska potencijalna energija,
Ui(r), simuliranih sustava, izéanate su iz podataka generiranih tijekom prvih 5 ns
standardnih MD simulacije ,otvorene® i ,zatvoren®PP Ill, i tijekom zadnjih 5 (od
sveukupno 207) ns MD simulacije ,otvorene* DPP Wtijednosti energijskih pragovd( |
Er) i parametara: (o i a7) izratunati su prema preporuci Pierce-a i sur. (adlicu 2).”’
Tada je gramina vrijednost torzijskog potencijala dobivena kamna izr&unate prosjgne
torzijske energijelU(r), i iznosanges X Eres, pri ¢emu jenges broj aminokiselina od kojih se
sastoji makromolekula, Bges jedinicna energija dodana za svaku aminokiselinu u sustavu
dok je zaw koriStena vrijednost od (1/5) Eres X nres Granina vrijednost potencijalne
energije sustavdr, izraéunata je kao suma pro&je potencijalne energij&lr(r) i umnoska
nat X Eat, pri ¢éemu jenar ukupan broja atoma u sustavikg jedinicna energija dodana za
svaki atom u sustavu, dok je za koriSten umnozakar X Ear. U simulacijama koriStene su
razlicite vrijednosti parametardres i Ear Sto je rezultiralo trima ragiitim AMD
simulacijama, tzv. AMDB, AMD, i AMD 3 simulacije, pricemu potencijal poticaja opada s
lijeva na desno (detalji su danitablici 2). Programski paket AMBER12 (GPU verzifa)
ff03 polje sila koriSteni su za izdenje AMD simulacija uz konstantni tlak i temperatyf
atm i 300 K, NpT ansambl). Temperatura i tlak odrzavani su konstamtkoriStenjem
Langevinovog termostata i Berendsenovog barodtetgrimjenu SHAKE algoritma koristen
je vremenski korak od 2 fs. Provedeno je pet ANMnulacija oWT, cWT i cW{ip sustava, i
pet i dvije AMD,, odnosno AMD simulacija, oWT sustava. Simulacijska vremena dana
tablici 3.
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Tablica 2. Parametri koriSteni u ubrzanim MD simulacijama (BMs dvostrukim poticajem sustava enzima i njegokogpleksa sa supstratom Arg-
Arg-2-naftilamidom (RRNA).U+(r) i Ui(r) su prosjéna ukupna potencijalna energija, odnosno ptosjdorzijska energija (+ standardna devijacija,
SD), Ex(r) i E«(r) su energijski pragovi koji se definiraju poselmoukupnu potencijalnu energiju, odnosno za tdwipnergiju, axr i a; SU parametri

koji odreiuju intenzitet promjene. U éanima ukupan broj aminokiselinaggs) iznosio je 723.

sustav Si‘:ﬁ;‘;‘é‘?}e (B E%Er%a/ Mar® (UT(r)r:OIS_lD) T By 1kd mot® e / k3 mor™ (Ut(r)rr:erIS_P) kI Er) 13 moT* o / k3 mor?
OWT aMD; | [0,67, 16,74] 97537|-1236272+3021 -1170980 65206 | 32393+ 159 44493 2418
aMD, | [0,67, 10,46] -1170980 65296 39957 1508
aMD, | [0,42, 4,18] 1195465 40811 35418 607

CWT aMD, | [0,67, 16,74] 66037| 816583 + 1142  -772375 44208| 32359+ 155 44459 2418
WTho aMD, | [0,67, 16,74] 97537|-1234155 + 1163 -1168859 65206 | 32317 +138 44417 2418
OWT-RRNA | aMD, | [0,67, 16,74] 104287 -1324943 + 1289 -1255133 60814 | 32493 +142 44503 241¢
aMD, | [0,67, 10,46] 11255133 69814 40083 1506
aMD, | [0.42, 4.18] 11281308 43635 35518 607

OWT-RRNAw | aMD; | [0,67, 16,74] 79300| -992989 + 1163 -939906 53087 | 32426 + 142 44526 2418

CWT-RRNA | aMD, | [0,67, 16,74] 62008| ~761220 + 1155  -719711 41514| 32564+ 151 44664 2418
CWTuo-RRNA | aMD, | [0,67, 16,74] 98392|-1246489 + 1285 -1180624 65860 | 32426 + 151 44526 2418

? Eresje jedinina energija dodana za svaku aminokiselinu u sugtalikom izratunaEq(r) i a;, aEar je jediniéna energija dodana za svaki atom u
sustavu prilikom izréunaEx(r) i ar

® parametri prema preporuci Piercea i Sur.

° nar odgovara broju atoma u sustavu
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3.2. MD simulacije kompleksa DPP Il

3.2.1. Odradivanje na‘ina vezanja liganda poméu molekulskog uklapanja i usmjerenih
MD simulacija

Kompleksi izméu ,otvorene® DPP Il i liganada, sintékog supstrata Arg-Arg-2-
naftiiamida (RRNA) i inhibitora Tyr-Phe-hidroksaraafINH), sagrdeni su na nén da je
vezanje liganda u vezno mjesto enzima prvo ispimegramom AutoDock %4 (vidi tablicu
7). Najzastupljeniji néini vezanja liganda podvrgnuti su dalje usmjereM@ simulacijama
koriStenjem programa AMBERL10, i to nacirada je karbonilni kisik druge peptidne veze s
N-kraja liganda povken u smjeru cinka s konstantom sile od 418,40 kI'mb™ do
optimalne udaljenosti od 2,5 A. Klai vezanja odréeni usmjerenim MD simulacijama
naknadno su optimizirani (2500 koraka) u implicitnootapalu (koriStenjem poéenog
Bornovog modela), a strukture s najnizom energijodabrane su kao polaznecke za
daljnje MD simulacije. Za vrijeme slijede faze, koja se sastojala od uravnotezenja sustava,
simulacije pri poviSenoj temperaturi (do 500 K)addnja i 3-4 ns MD simulacije pri sobnoj
temperaturi, doslo je do kontrolirane reorijentadiganda u energetski povoljniji polozaj.
Tijekom daljnjih MD simulacija ligandi su ostali &adinirani na atom cinka, te nisu ziagno
promijenili svoj polozaj u veznom mjestu enzima.ceioe su samo fluktuacije oko relativho
dobro definiranog veznog moda, gdje molekula ligakdordinira ion cinka (s karbonilnim
kisikom iz druge peptidne veze s N-kraja ligandaglazi se iznaf-ploce iz ,donje” domene
proteina (slika 24a). Navedenidma vezanja liganda, kojie se dalje u tekstu zvati ,MD mod
(n&in) vezanja“ (ili ¢e se ozn&avati indeksom MD uz skéanicu za molekulu liganda),
odabran je za daljnje MD simulacije u kojima je ik@no AMBER ff03 polje sild°
Parametri za ligande (Arg-Arg-2-naftilamid i Tyr-€hidroksamat) oddeni su koriStenjem
programaAntechamberkoji je dio programskog paketa AMBER. Za atomkeirkoriSteni su

veé navedeni nevezni parametti’?

3.2.2. MD simulacije kompleksa DPP llI-Arg-Arg-2-naftilamil

Sagrdaeni kompleks DPP 1lI-RRNA, gdje je molekula RRNA js8tena iznad-ploce iz
»donje“ domene proteina i koordinira atom cinkaatvprenoj* strukturi DPP IlI, tzvoWT-
RRNAwp kompleks (slika 24a), smjeSten je u kutiju oblktajeg oktaedra koja je ispunjena
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TIP3P molekulama vode nadia da je najmanja udaljenost izthebilo kojeg atoma proteina
i ruba simulacijskeelije iznosila 11 A. Za neutralizaciju sustava dudsu N& ioni u blizini
negativno nabijenih aminokiselina na povrSini pimde Kon&ni sustav simuliran je
koriStenjem periodnih rubnih uvjeta. Elektrostatske interakcijéunate su koriStenjem PME
(eng.particle-mesh Ewaldmetode.

Slika 24. Pet razkitih kompleksa DPP IlI-RRNA koji predstavljaju palee strukture za MD
simulacije: a) OWT-RRN#fp, b) cWTyp-RRNAyp, ¢) OWT-RRNA, d) cWT-RRNA i e) cW{lp-
RRNA. Atom cinka prikazan je sivom kuglicom, a mal&a supstrata Stapjma obojanim prema tipu
atoma. Vodici nisu prikazani zbog jednostavnostkgra. Dijelovi strukture koji odgovaraj@-
vrpcama predstavljene su crvenim strelicama. Slikgenerirane programom VM.

Optimizacija, zagrijavanje, uravnotezenje (50 ¥, T ansambl) i produktivha MD faza
(30 ns,NpT ansambl) sustava provedeni su néaslin&in kao Sto je to tinjeno za strukture
nativnog enzima (vidi poglavlje 3.1.2).

Za gradnju tzveWTup-RRNAyp kompleksa (slika 24b) koriStena je struktura erzim
dobivena nakon 72 ns MD simulacije ,otvorene* DRP(struktura u kojoj nije doSlo do

potpunog ,zatvaranja“ enzima kako bi se ligand noogmjestiti u vezno mjesto) i RRNA
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vezan na nan odreien molekulskim uklapanjem i usmjerenim MD simulacip (tfj. RRNA
koordinira atom cinka i nalazi se iznfgploce iz ,donje” domene proteina). Primjenjen je isti
postupak pripreme sustava (otapanje kompleksa,raleaicija, optimizacija geometrije,
uravnoteZenje sustava), te isti uvijeti tijekom guktivnih MD simulacija kao i u staju
kompleksa oWT-RRNA.

Rentgenskom strukturnom analizom pokazan je no¥inngezanja liganda (tj. molekule
tinorfina) u vezno mjesto enzima (strukture kojiowgovaraju PDB kodovi 3T6B i 3T6J). U
kompleksu DPP lll-tinorfin, supstrat je vezan nainada formira pB-vrpcu koja se na
antiparalelan nan veze zap-plocu sastavljenu od pdt-vrpci iz ,donje* domene proteina
(slika 11). Po uzoru na tu strukturu satgai su kompleksi s tri razita konformera DPP |l
(OWT, cWT i cWTup) u kojima je RRNA vezan na isti &ia kao molekula tinorfina. cWip
predstavlja strukturu DPP 1l dobivenu nakon 101MiS simulacija ,otvorene” DPP lIl.
Kompleksi oWT-RRNA, cWT-RRNA i cWTup-RRNA (slika 24c-e) na isti su o
pripremljeni i simulirani. Jedina je razlika Sto gaistav cWTip-RRNA za vrileme faze
uravnotezivanja kratko zagrijan na 400 K, te potartaden na 300 K, sve unutar 40 ps, kako
bi omoguili molekuli supstrata da & povoljan polozaj u veznom mjestu enzima.
Kompleksi oWT-RRNA, cWT-RRNA i cWip-RRNA simulirani su 50, 80 i 30 ns pri 300 K
koriStenjem vremenskog koraka od 1 fs. Energijeuk$ure sduvane su svakih 1 ps.

Stabilnost molekule supstrata u veznom mjestu emzirkompleksima dobivenim nakon
30 (ili 50 i 80) ns MD simulacije pri sobnoj tempéuri, ispitana je na &an da su sustavi
simulirani dodatnih 10 ns pri 350 K uz vremenskradé@ od 1 fs. Simulacije pri poviSenoj
temperaturi koriStene su kako bi se ubrzali konfmeiski prijelazi sustava u stabilno(ije)
stanje.

Kompleksi RRNA s tokastim mutantima ljudske DPP IIl: H568N, N406Q, K&0i
W300L prireteni su uz pomo programatleap (koji je dio programskog paketa AMBER)
koristenjem oWT-RRNfp kao predloska. U navedenim kompleksima molekulaNRR
smjeStena je iznagkploce iz ,donje” domene proteina i koordinira atom @nka u skladu s
tim nose oznakeoH568N-RRNAyp, o0N406Q-RRNAyp, oN406S-RRNAp i oW300L-
RRNAyp. Pripreme navedenih kompleksa za MD simulacijep kasame simulacije,

provedene su na isti &éia kao Sto je to &njeno za komplekse s nativhim enzimom.
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Kompleksi mutanata oH568N-RRN#A, oN406Q-RRNAyb, o0N406S-RRNAp i oW300L-
RRNAyp simulirani su redom: 30 ns, 20 ns, 5nsi 18 ns.

3.2.3. MD simulacije kompleksa DPP lll-peptid

Budui je dokazano da DPP Il cijepa neke vaZne opioidegtide'® priredeni su kompleksi
nativnog enzima s Leu-enkefalinom (Tyr-Gly-Gyl-Pb&d), endomorfinom-1 (Tyr-Pro-Trp-
Phe-NH) i endomorfinom-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-MH Navedeni peptidi vezani su u vezno
mjesto ,zavorene* DPP Il na t@ da oponaSaju vezanje molekule tinorfina iz
kristalografski odréene strukture kompleksa, te u skladu s tim nosaleicWT-L-EN,
CWT-EN1 i cWT-EN2. Postupak koristen tijekom pripreme (otapanjeatgstneutralizacija,
optimizacija geometrije), uravnotezenje sustavapraduktivnih MD simulacija jednak je
onom koriStenom za DPP [lI-RRNA komplekse. Kompleds simulirani 30 ns koriStenjem
vremenskog koraka od 1 fs NpT uvjetima, dok su energije i strukture pohranjivame

intervalima od 1 ps.

3.2.4. MD simulacije kompleksa DPP IlI-Tyr-Phe-hidroksamat
Pored kompleksa sa supstratima, sdgma su i kompleksi DPP Il s kompetitivnim
inhibitorom, Tyr-Phe-hidroksamatom. U tzeWT-INH yp kompleksu inhibitor je smjeSten
iznadp-ploce iz ,donje” domene proteina i koordinira atom @nk,otvorenoj* strukturi DPP
lll, a u cWT-INH kompleksu inhibitor je vezan po uzoru na molekiihorfina (u oblikup-
vrpce koja se na antiparalelancimaveze zaf-plocu sastavljenu od pdt-vrpci iz ,donje”
domene proteina) u ,zatvorenu“ DPP Ill. Pripremataua, uravnotezenje i MD simulacije
provedene su na isti &ia kao u sldaju kompleksa sa supstratima. Svaki od navedenih
kompleksa simuliran je 30 ns uz vremenski koral dsl

Kompleksi inhibitora s ttkastim mutantima H568N i N406Q prieni su uz pomo
programatleap (koji je dio programskog paketa AMBER) koriStenjefWT-INHyp strukture
ako predloska. U navedenim kompleksima molekulgitdra smjeStena je izndttploce iz
»donje“ domene proteina i koordinira atom cinka, ypakladu s tim nose oznakél568N-
INHuvp 1 ON406Q-INHyp. Pripreme navedenih kompleksa za MD simulacij@ kaame
simulacije, provedene su na isti¢ima kao Sto je to &injeno za komplekse s nativnim

enzimom. Energije i strukture su pohranjivane svgdijekom 30 ns (uat=1 fs) i 4,5 ns
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(prvih 0,5 ns uzAt=1 fs, a preostalih 4 ns ukt=2 fs) MD simulacije, oH568N-INp,
odnosno 0Q406N-INkb kompleksa.

3.2.5. MD simulacije u kojima se primjenjuje nasurtina sila (RAMD) na supstrat

Putevi izlaska molekule supstrata (RRNA) iz vezmojgsta enzima pr@avani su RAMD
simulacijama. Sustav dobiven nakon 15 ns MD simjaacWTyp-RRNA kompleksa
predstavljao je polaznudku za te simulacije. RAMD simulacije provedene suisti n&in
kao Sto je to &injeno u MD simulacijama u kojima se primjenjivat@suména sila na
molekulu vode (poglavlje 3.1.4.), s jedinom raziikala je akceleracija sile primijenjene na

centar mase molekule supstrata iznosila 0,42 kA d.

3.2.6. Usmjerene MD simulacije (SMD) kompleksa DPP llI-torfin

Usmjerenim MD simulacijama (SMD) ispitana je mogaost ulaska molekule supstrata
(tinorfina) u vezno mjesto ,zatvorene* DPP I, kaotjecaj vezanja liganda na konformaciju
proteina. Molekula tinorfina ,&no* je smjeStena s prednje (slika 25, molekularfina
oznaena Stagima sa zuto obojenim ugljikovim atomima), odnos@ostraznje (slika 25,
molekula tinorfina ozn&na Stagima s ruztasto obojenim ugljikovim atomima) strane
pukotine koja se nalazi izrie dviju domena u ,zatvorenoj* strukturi DPP Il rigkture
cWT-vvypw-1, odnosnacWT-vvypw-2). Paietni polozZaji suspstrata odabrani su na temelju
poloZaja ulaza dva najvjerojatnija tunela za izkazelekule vode iz aktivhog mjesta enzima

identificirana programom CAVER.

Slika 25. Dva pa@etna poloZaja molekule tinorfina prednje (Zuto) i sa straZnje strane (ruZi¢asto),
pukotine koja se nalazi izmedu dviju domena u ,,zatvorenoj” strukturi DPP III. Prikazane su dvije
orijentalije enzima. Udaljenosti izmedu drugog karbonilnog kisika s N-kraja supstrata i Zn*" iona (siva

kugli(a) prikazana je u jedinifama A. Slika je generirana s programom PyNbl.
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Pripremljeni kompleksi smjeSteni su u kutiju oblikenjeg oktaedra ispunjenu TIP3P
molekulama vode, na tia da najmanja udaljenost izdwe bilo kojeg atoma proteina i ruba
simulacijske éelije iznosi 11 A. Sustav je neutraliziran dodaeamj Nd iona, koji su
smjeSteni u blizinu negativho nabijenih iona na rgow proteina. Sustavi su simulirani
koriStenjem periodnih rubnih uvjeta, pricemu su elektrostatske interakcijecunate
koriStenjem PME metode.

Prije samih MD simulacija, geometrija proteina ap#irana je u tri kruga, primjenom
razlicitih ograntenja. U prvom krugu (2500 koraka), dopusteno je ipanmje samo
molekulama vode i tinorfinu, dok su polozaji protei cinka bili ogranieni koriStenjem
harmonékog potencijala konstante sile 133,89 kJ/(md). A drugom (5000 koraka) i tem
(5000 koraka) krugu, koriStena je ista sila na oinktom, dok je glavna okosnica proteina
ograntena prvo koritenjem konstante sile 418,40 kJ/(Af] a potom 41,84 kJ/(mol
Prvih 50 ps uravnotezivanja sustava, prilikdega je sustav zagrijan s 0 na 300 K, koristen je
NVT ansambl, dok su preostale simulacije (faza po@gavgustée vode i produkcijska
faza) izvalene pri konstantnom tlaku i temperaturi (1 atm 0 3Q, koriStenjemNpT
ansambla). Temperatura je odrzavana konstantnomtdjem Langevinovog termostata s
frekvencijom sudara od 1 Ps a tlak Berendsenovim barostatom. Vibracije vezeojima
sudjeluju atomi vodika ogratene su primjenom SHAKE algoritma. Tijekom produgkg
faze drugi karbonilni kisik s N-kraja supstratavfaten je atomu cinka s konstantom sile od
418,40 kJ mott A2 na optimalnu udaljenost od 2,5 A. Za vrijeme usené MD simulacija
pomicanje atoma cinka ogr&eno je primjenom dodatnog potencijala konstante et
133,89 kJ mai A%,

3.2.7. Ubrzane MD simulacije (AMD) kompleksa DPP 11I-RRNA

Hidratizirani kompleksi DPP IlI-RRNA u kojima je rfekula supstrata vezana ili u obliku
vrpce zaB-plocu iz ,donje* domene protein@WT-RRNA, cWT-RRNA and cWyip-RRNA
kompleksi) ili na ,MD n&in“ (0WT-RRNAyp), dobiveni nakon 5 ns (konvencionalnih) MD
simulacija predstavljali su polaznecke za ubrzane MD simulacije. Pragj@a ukupna
potencijalna energijaUr(r)) i prosj€na torzijska potencijalna energij&(r)) simuliranih
sustava, izréunate su iz podataka generiranih tijekonéginih 5 ns (konvencionalnih) MD
simulacija. Potencijali poticaja i parameiriizratunati su prema preporuci Pierce-a i Sur.

koriStenjem razéitih vrijednosti parametar&ar i Eres (vidi tablicu 2). KoriSteni su jednaki
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simulacijski uvjeti kao i u skaju slobodnog enzima (vidi poglavlje 3.1.5), a ukap

simulacijska vremena dana stablici 3.

3.3. MD simulacije krupnog zrna (CGMD) DPP Il

Pacetni modeli za CGMD simulacije sagemni su u programu GROMACS 4.5.3 koriStenjem
Martini2P polja sila i tri raztiite strukture DPP 1lI: ,otvorene” DPP Ill (0WT), atvorene*
DPP Il (cWT) i strukture dobivene nakon 101 ns MDnulacija u kojima se svaki atom
tretira eksplicitno (cWip), kao predloska.

KoriStenjem elastne mreze omogena je séuvanost sekundarnih struktura CG modela
proteina tijekom CGMD simulacija. I1zbor odgovar@juparametara za postavljanje elésé
mrezZe testiran je na primjeru ,otvorene” DPP IHpitane su raalite vrijednosti konstanti
sile elastine mreZe (300, 500 i 700 kJ rifohm ), te graninih udaljenosti izméu ,zrna" iz
okosnice proteina koje se koriste u definiranjsttiae mreze (0,5-0,9 nm i 0,5-0,7 nm). Na
temelju usporedbe s rezultatima MD simulacija urkeajse svaki atom tretira eksplicitno, u
daljnjim CGMD simulacijama koriSten je uzi rasporamgcnih udaljenosti, tj. 0,5-0,7 nm, i
konstanta sile od 500 kJ mbihmi 2. Navedeni parametri omogjli su oiuvanje sekundarne
strukture proteina za vrijeme CGMD simulacija, sli i dopustili ,zatvaranje” proteina tj.
promjenu tercijalne strukture enzima.

Sagraene CG strukture minimizirane su u vakuumu (minamip je konvergirala kada je
maksimalna sila bila manja od 1000 kJ maim™* koristenjem metode najstrmijeg spusta), te
su potom smjeStene u kutiju (dodekaedar) ispunjpolarizabilnim molekulama vode
(koriStenjem kutije vode uravnotezene pii=300 K i p= 1 bar, preuzete s
http://md.chem.rug.nl/cgmartini/index.php/downlo@tsmple-applications/63-pure-water-
solvent). Minimizirane otoplijene CG strukture (nmmtacija je konvergirala kada je
maksimalna sila bila manja od 1000 kJ maim™ koristenjem metode najstrmijeg spusta),
simulirane su pri konstantnoj temperaturi i tlaRO@ K i 1 bar,NpT ansambl) koriStenjem
leap-frog algoritma i vremenskog koraka od 20 fs. Tempesgaturtlak su odrzavani
konstantnim primjenom Berendsenovog termostata@nensku konstantu sprege od 3 ps) i
barostata (uz vremensku konstantu sprege od kespresibilnost od 4.5xI®bar?). Sve
CGMD simulacije zaptete su koriStenjem razitih nasuménih brojeva za generiranje

pocetnih brzina sustava (vrijednost gen_seed varijgblbila —1). Sustavi su simulirani u
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prosjeku 50 000 000 koraka, a strukture i energyeuzorkovane svakih 10 000 koraka
(svakih 200 ps).

Tablica 3. MD, SMD, AMD i CGMD? simulacije provedene u okviru ove doktorske dessje.

Metodd Polje sila

Programski paket

Simulirani sustavi

Br. simulacijaxsimulacijsko

vrijeme/ns

MD ff03 AMBER10 oWT 1x207, 2x100
GROMACS 4.5.3. oWT 1x50
AMBER10 cWT 4x100
AMBER10 0K405A 1x21,6
AMBER10 cK405A0 1x20
AMBER10 cK405A 1x20
AMBER10 oW300L 1x18
ff03 AMBER12 OWT-RRNA 1x60
AMBER12 cWT-RRNA 1x90
AMBER12 cWTio-RRNA 1x40
AMBER10 OoWT-RRNAWD 1x40
AMBER10 cWTyo-RRNAW 1x40
AMBER12 cWT-EN1 1x30
AMBER12 CWT-EN2 1x30
AMBER12 CWT-L-EN 1x30
AMBER10 oH568N-RRNAL 1x30
AMBER10 0W300L-RRNAp 1x18
AMBER10 oN406S-RRNAo 1x5
AMBER10 oN406Q-RRNAo 1x20
ff03 AMBER10 OWT-INHup 1x30
cWT-INH 1x30
oH568N-INH,p 1x30
oN406Q-INH,p 1x4.5
AMD,;  ff03 AMBER12 oWT 4x100, 1x50
cWT 4x100, 1x50
cWTyo 4x100, 1x50
OWT-RRNA 4x100, 1x50
oWT-RRNA 3x100
cWT-RRNA 4x100, 1x50
cWTypo-RRNA 4x100, 1x50
AMD,  ff03 AMBER12 oWT 3x100, 2x150
OWT-RRNA 5x100
AMD,  ff03 AMBER12 oWT 1x300, 1x285
OWT-RRNA 2x297
CGMD martini2P GROMACS 4.5.3. oWT 20x50 000 BOO
cWT 20x50 000 000
cWTyo 20x50 000 000
SMD ff03 AMBER12 cWT-vvypw-1 1x29
CWT-vvypw-2 1x32,65

% Kratice: MD, (standardne molekulsko-dinake simulacije) MD; AMD, ubrzane MD simulacije;
CGMD, MD simulacije krupnog zrna; SMD, usmjerene Minulacije; EN1, endomorfin-1; EN2,

endomorfin-2; L-EN, Leu-enkefalin; RRNA, Arg-Arg+2aftilamid.
® Za CGMD simulacije, umjesto simulacijskog vremenayeden je ukupan broj koraka po CGMD
simulaciji.
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3.4. Racdunanje slobodne energije

3.4.1. MM-PBSA pristup rafunanju Gibbsove energije vezanja liganda

KoriStenjem MM-PBSA pristupa (unutar programa AMBERracunate su aproksimativne
(slobodne) Gibbsove energije vezanja liganada (satps Arg-Arg-2-naftilamida, Leu-
enkefalina, endomorfina-1 i endomorfina-2, i inkoioa, Tyr-Phe-hidroksamata). Za sintkti
supstrat RRNA ré&uni su provedeni za dva raita n&ina vezanja molekule liganda u vezno
mjesto DPP lll, jedan odden molekulskim uklapanjem i usmjerenim MD simulagig i
drugi preuzet iz trodimenzionalne strukture kompéekzatvorene® DPP Il i tinorfina. U
MM-PBSA ratunu koriSteni su ansambli struktura generiranktja intervala od po 5 (ili 2)
ns MD simulacija pricemu su strukture uzorkovane svakih 10 ps (ukupn® 50200
struktura po intervalu). Slobodna energija vezarggunata je prema izrazu 2.61, tj.
AGyezanjaGrompleks [ Gproteirit Giigand . Gibbsova energija aproksimirana je kao suma amig
energije sustava (iztanate u aproksimaciji polja sila) i slobodne energblvatacije svakog
pojedinog sudionika termodinatkibg ciklusa prikazanog na slici 23a. Polarni dopsin
entalpiji solvatacije izré&unat je rjeSavanjem linearne Poisson-BoltzmannB&) {ednadzbe,
dok je nepolarni doprinos odien ra&unanjem povrSine dostupne otapalBAGA kao
AsoHnepolaramySASA$, pri cemu su koristene standardne vrijednosti konstgravr§inska
napetosty = 0,022764 kJ mot A g = 3,864 kJ maf). Koncentracija (jednostruko
nabijenih) iona u otopini koriStena u PB¢wau iznosila je 0,95 M. Entropijski doprinos
(translacijski, rotacijski i vibracijski) (slobodjjoGibbsovoj energiji vezanja iztanat je uz
poma: programaNmodeza period od 25-30 ns u ghju vezanja inhibitora, ili za period od
15-30 ns u sléaju vezanja supstrata, uziméjw obzir strukture generirane svakih 200 ps.
Budwi da je analiza normalnih modovacumalno vrlo zahtjevna, entropijski doprinos
izracunat je za skkgeni oblik proteina prtemu su u obzir uzeti samo aminokiselinski ostaci
koji ¢ine vezno mjesto enzima (tj. Val308-Cys519), a st@djaju dio enzima u kojem dolazi
do najvée promjene uslijed vezanja liganda. Na temelju anpne analize, u MM-PBSA
racunima, za otopljenu tvar (enzim i kompleks) komstge dielektiina konstanta 2, a za
otapalo 80, dok je naboj cinka bio + £5
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3.4.2. MM-PBSA pristup ra‘unanju relativne stabilnosti pojedinih formi protea

Promjena Gibbsove energije uslijed konformacijskengene enzima (prijelaz iz ,otvorene*
u ,zatvorenu“ formu proteina) odiena je MM-PBSA r&nom na ansamblu struktura
generiranih svakih 20 ps tijekom osam r&@tih 2 ns dugih intervala preuzetih iz MD
simulacije (ukupno 100 struktura po intervalu). Kia&od odreivanja slobodne energije
vezanja, Gibbsova energija aproksimirana je sumamfdkmacijske energije i slobodne
energije solvatacije, koriStenjem istih parametke® i u sld¢aju odreivanja Gibbsove
energije vezanja. | u ovom ghju ispitan je utjecaj dielektime konstante (1, 2, i 4) proteina
na promjenu slobodne Gibbsove energije. Entropgskirinos izraunat je uzimanjem u obzir
doprinosa otapala i enzima. Promjena konformaciskeopije enzima iztanata je analizom
normalnih modova koriStenjem modwenode(unutar AMBER11), préemu su u obzir uzeti
konformacijske promjene. Tu je broj novonastalimtaikata uslijed ,zatvaranja“ enzima
najveti, a najvée su i promjene povrsine dostupne otap&8AA. SASAje izr&unata uz
poma programa Naccess V2.1.1.1 i PSAIA, koristenjembproadijusa 1,4 A (radijus
molekule vode). Promjena entropijskog doprinosargiiesolvatacije procijenjena je na
temelju promjene broja molekula vode u prvoj i diugolvatacijskoj sferi proteina uslijed

promjene oblika proteina.

3.4.3. MM-GBSA pristup ra®unanju relativnih slobodnih energija s obzirom naopedine
aminokiseline

Za razltite forme proteina, koriStenjem MM-GBSA pristuparatunate su relativne slobodne
energije s obzirom na pojedinih aminokiselina. Takv dekompozicijskom analizom
odreiene su aminokiseline koje aZt&no stabiliziraju ,zatvorenu® formu proteina. U surhu

u ratun su uzete u obzir tri trajektorije od po 10 nsiegeanih tijekom standardnih MD
simulacija: dva intervala preuzeta iz MD simulacg®/T forme proteina (OWT-1 MD
simulacija; interval od 7. do 17. ns i od 197. do72ns kako bi izraunali energije
karakteristine za oWT, odnosno cW;p formu), te interval preuzet iz MD simulacije cWT
forme proteina (cWT-1 MD simulacija; interval od do 11. ns). U MM-GBSA ranima
dielektricna konstanta enzima bila je 2, a otapala 80. Urchriuzete strukture generirane
svakih 100 ps.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 3. Raunalne metode 71

3.5. QM raéun mehanizma reakcije na modelnom sustavu

Eksperimentalno oddena kristalna struktura kompleksa DPP llI-tinorfi?DB kod 3T6B),
koriStena je kao polaznadka za QM raune enzimske reakcije. Buduwa u aktivnom mjestu
navedenog enzima nedostaje ion cinka, te da seoraditantu E451A proteina, prije samih
QM ratuna, Ala451 je mutiran natrag u Glu i dodan je @nka. Polozaji iona cinka i
glutamata 451 oddeni su tako Sto je aktivno mjesto iz 3T6B struktymeklopljeno s
aktivnim mjestom iz 3FVY strukture, koriStenjem pbhja H450, H455 i E508 kao kriterija
sravnjivanja. QM réuni provedeni su ha minimalnom modelu aktivnog majesnzima koji se
sastojao od iona cinka, molekule vode koja ga kooal te dva 4-metil-imidazola i jednog
propanoata koji redom zamijenjuju aminokiseline BI45H455 i E508. Savani
aminokiselinski ostaci Y318, E451 i H568 modelirani redom, kao 1-metil-4-hidroksifenil,
butirat i 4-metil-imidazol (slika 26). Molekula ssfpata modelirana je kao GEO-Gly-
NHCHj; (N-metil-Gly-acetamid), tj. glicinu je na N-krafiodana acetilna skupina (Ace), a na
C-kraju, metilamidna (Mam).

Pcatetni poloZzaj molekule vode odabran je na temelju/@M racuna provedenih pri
prouwtavanju koordinacije iona cinka. Buduwla je teorijsko protavanje hidrolize peptidne
veze u termolizinu pokazalo da je energetski nafjoyi mehanizam onaj koji ukljéuje
adiciju molekule vode potpomognutu s Glul43, turama je koriSten minimalni model
aktivnog mjesta ljudske DPP Ill u kome je molekutade koja koordinira ion cinka i ima
vodikovu vezu s Glu451. U modelu, polozaj drugeekale vode u solvatacijskoj sferi cinka
kod nativhog enzima zauzeo je karbonilni kisik nkale supstrata.

U kristalnoj strukturi kompleksa DPP llI-tinorfigmidna skupina druge aminokiseline
(Val) s N-kraja supstrata ima vodikovu vezu s Y3a8karbonilna s H568. Stoga je i u

minimalnom modelu zadrzana navedena mreza vodikmzh.
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Slika 26. Minimalni model aktivnog mjesta ljudske DPP lligsaien iz strukture kompleksa DPP llI-
tinorfin (PDB kod 3T6B): a) trodimenzionalna struki (udaljenosti su dane u A) i b) shematski
prikaz (molekule supstrata i vode obojeni su cryemanosno plavo). Molekula supstrata
aproksimirana je s Ace-Gly-Mam, gremu je Ace acetilna, a Mam metilamidna skupinakistita su
imena atoma koriStena dalje u tekstu. Elektrostatekerakcije prikazane su iscrtkanim linijama, a

koordinativne i kovalentne veze debljim, odnosmgita punim linijjama.

QM optimizacija geometrije stacionarninckp provedena je u programu GAUSSIANO9
koriStenjem B97D funkcionala koji ukuje disperzne interakcije. Stacionarnéke prvo su
odreiene koristenjem 6-31G osnovnog skupa za H, N, Gatdine i LanL2DZ ECP za atom
Zn**. Prilikom optimizacije struktura kompleksa enziopstrata (ES), niiprodukata (INT)

i produkta (P), fiksiran je polozZaji ugljikovog atoiz CH; skupine modela aminokiselina
Y318, H450, E451, H455, E508 i H5G68me je sterdki simuliran okoliS proteina koji
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osigurava sauvanost oblika aktivnog mjesta enzimacéoe strukture INT i P dobivene su iz
ES, odnosno INT kompleksa, skeniranjem plohe pdgtdne energije. Ténije, kako bi se
odredila struktura INT, udaljenost izthe kisikovog atoma iz molekule vode (D
karbonilnog ugljikovog atoma @ supstrata smanjivana je za 0,1 A u 16 koraka, jeok
prilikom izgradnje P, udaljenost izmhe karbonilnog ugljikovog atoma (i amidnog
dusikovog atoma (}) supstrata povavana za 0,05 A u 30 koraka. U obacaja, svaka
promjena udaljenosti, tj. svaka nova geometrijajnaigirana je u 7 koraka. Skenirane su
udaljenosti Q-Cs i C+Ns budwti da njihova promjena najviSe opisuje imaginarrek¥enciju
prvog i drugog prijelaznog stanja odemih za termolizin. Molekula supstrata (Ace-Gly-
Mam) nije bila podvrgnuta nikakvim ogr&enjima tijekom minimizacije. Strukture
prijelaznih stanja (engransition state TS) 1 (TS1) i 2 (TS2) oddene su iz stacionarnih
tocki ES, INT i P primjenomSynchronous Transit-Guided Quasi-Newi{@TQN) metode
unutar programa GAUSSIANO9 koju su razvili H. Bh&gel i suradnici® Najjednostavniji
nain odrefivanja strukture prijelaznog stanja je da se pr&tgpo da se svaki atom nalazi
tocno izmeiu poloZzaja u kojem pinje (reaktant) i u kojem zavrSava (produktjnear
Synchronous TransiiLST) algoritam trazi maksimum (tj. strukturu T&)Z lineranog puta
koji povezuje reaktante i produkte. Meim, tacnijom se pokazal®uadratic Synchronous
Transit (QST) metoda koja pretpostavlja da se koordinaima u prijelaznom stanju nalaze
na paraboli koja povezuje geometrije reaktanatarodykata. Nakon Sto se priblizimo
dovoljno blizu strukture TS-a koriStenjem LST iliSQ metode, za kodau optimizaciju
geometrije primijenjuje seguasi-Newtoava metoda. U ovoj disertaciji prijelazna stanja
odreiena su QST metodom, &wje prvo prijelazno stanje odteno je koriStenjem QST2
metode za koju je potrebno znati¢cptnu (u ovom skaju reaktant) i konmu (u ovom
slucaju metuprodukt) strukturu, a drugo prijelazno stanje QSH@iStenjem metode za koju
je osim pa@etne (u ovim sléaju metuprodukt) i konane (u osvom skaju produkt) strukture
potrebno definirati pretpostavljenu strukturu gamnog stanja.

Nakon toga, dodavanjem polarizacijskih funkcijansitma H, N, C i O upotrebom 6-
31G(d) osnovog skupa, odene su nove stacionarneike korisStenjem STQN metode ili
metodom optimizacije prijelaznog stanja iz stacroifatocki odreienih s manjim osnovnim
skupom. Prijelazno stanje pofieno je postojanjem jedne negativne vlastite vrigstinjedne
imaginarne frekvencije) u Hessian matrici (mataicagih derivacija energije), s vibracijskim

vektorom koji vodi do susjednih minimuma. Talko, strukture prijelaznih stanja povezane su

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 3. Ra&unalne metode 74

sa strukturama osnovnih stanj&uaanjem intringine reakcijske koordinate (enmptrinsic
reaction coordinateIRC). U IRC r&unu, slijedi se put ,nizbrdo” iz prijelaznog stanjaoba
smijera, naprijed i nazad. Svi¢tai provedeni su u prisustvu otapala (diel€kie konstante
4) koriStenjem modela polarizabilnog kontinuuma QB8. Energije konénih optimiziranih
stacionarnih t&ki duz reakcijske koordinate, odiene susingle pointratunom uz koristenje
proSirenog osnovnog skupa 6-31++G(d,p), tj.u opitama H, N, C i O koriStene su pored

osnovnih, difuzne i polarizacijske funkcije.

3.6. QM/MM ra &un koordinacije Zn** iona

U QM/MM ra¢unima u obzir su uzete tri raglie strukture proteina, ,,otvorena®, ,zatvorena“ i
struktura dobivena nakon 101 ns MD simulacije ,o&re“ DPP Il (,zatvorena MD“ DPP
ll), koje predstavljaju tri raztita okoliSa cinkova iona. U svakoj od tih struktueamotrena
su tri razltita tipa koordinacije cinkovog iona: tetraedarskieformirani trigonsko-
bipiramidalni i oktaedarski.

Patetne strukture za QM/MM tane (slika 27) sagdane su iz struktura dobivenih nakon

molekulske dinamike i/ili minimizacije ,otvorene‘,zatvorene“ DPP IlI.

OWT, 5[1:1:0] OWT, 5[0:1:1]
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CWT, 5[1:1:0] cWT, 5[0:1:1]

CWT, 4[0:1:0] CWT, 4[0:0:1]
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CWTwp, 6[1:2:0] CcWTyp, 5[0:2:0]

CcWTyp, 5[1:1:0]

cW Ty, 4[0:1:0] CW T, 4[0:0:1]

Slika 27.Koordinacija cinkova iona u getnim strukturama (enzim + 52 molekule vode) keni#n u

ONIOM QM/MM racunima. Identifikacijski kod sustava sastoji se athake forme proteina (OWT,
cWT i cWTyp), koordinacijskog broja metala (prvi podebljanojpri tri broja u uglatoj zagradi koji
poblize ozna&uju ligande cinka, E451, molekula(e) vode i Gbh (0 zn&i da ga ne koordiniraju, dok
broj> 1 ukazuje na broj odgovargjh atoma kisika koji koordiniraju cink). Udaljenostu navedene u
A. Vodikove veze, prikazane crtkanim crvenim liniia, odréene su uz uvjet da je kut iztheatoma

koji sudjeluju u vodikovoj vezi 180 + 30°, a udaiest <3,0 A.

Priprema i uravnotezenje sustava kigise koristiti u MD simulacijama provedeno je na
vec opisan nain (vidi poglavlje 3.1.2.).
Patetne strukture u kojima je cink oktaedarski kooirdim dobivene su kao rezultat

slobodnih (bez ograéenja na gibanje atoma) MD simulacija: 100 ns ,o&v@&“ i 0,1 ns
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.otvorene“ i ,zatvorene* DPP Ill. Naime, nakon sari®60 ps MD simulacija ,otvorene* i
.zatvorene” DPP Il cink je oktaedarski koordiniranH450, E451, H455, E508 i dvije
molekule vode. QM/MM réuni provedeni su na djelotmo otopljenom proteinu, tj. iz
hidratiziranih struktura dobivenih MM ili MD tainima zadrzane su samo 52 molekule vode
najblize cinku (tj. molekule vode koje se nalazeutan sfere radijusa 10 A oko cinka u
Lotvorenoj* strukturi DPP IllI). lz tih struktura, agraiene su strukture u kojima je
koordinacijski broj cinka 4 ili 5 i to na gm da je mijenjano ionizacijsko stanje molekule

vode koja koordinira ion cinka i susjedne glutarkenkiseline E451 (slika 28).

H45¢ H450

E50¢ Zn** E45]

WAT OH H*

Slika 28. Razlcite koordinacije cinkova iona razmatrane u QM/MM  ¢umima. Ligandi
(aminokiseline) prikazani u crnim kvadratima kooidkju cink u svim p&etnim strukturama, dok se

ligandi u sivim kvadratima izmjenjuju u koordinacij

Sagrdeno je ukupno 18 struktura (slika 27), kojima odgav6 razkitin koordinacijskih
tipova metalnog iona u tri razite konformacije proteina, od kojih svaka sadrzirb@lekule
vode. Strukture su nazvane prema konformaciji pmate(oWT, cWT i cWTp),

koordinacijskom broju cinka i prisutnosti liganag451, vode(a) ili OHiona.

QM/MM optimizacija geometrije navedenih DPP Illtura provedena je programom
GAUSSIAN09® koristenjem dvoslojne ONIOM metodologije. U tu Isur slojevi sustava
opisani su koriStenjem pristupa r&#k sloZzenosti. QM sloj, sastavljen odc¢hdh lanaca
H450, E451, H455 i E508, cinkova iona i 4 molekubele, opisan je DFT metodom (MO6 i
B3LYP funkcionalom) s dva osnovna skupa (6-31+9(dgpatome H, N, C i O i LanL2DZ
ECP za atom cinkdf* Dio tog sloja su iink atomi smjesteni na mjestima gdje granica
izmedu QM i MM dijela sij&e kovalentne veze (iznie Co-Cp atoma aminokiselina). MM
dio (ostatak proteina i preostalih 48 molekula Jogfgisan je parm96 AMBER poliem sit¥

Za vrijeme MM optimizacije dopusSteno je pomicangm® 16 molekula vode najblizih
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cinkovu ionu (koje odgovaraju molekulama vode ksje od ZA* iona smjeStenog u
,otvorenoj* DPP Il udaljene manje od 7 A). Ukupmiboj sustava bio je —2% dok je naboj
QM dijela bio nula. P&etna optimizacija geometrije provedena je kori&@snmeharikog
uklapanja (ME), pricemu su interakcije iznd@ dva sloja opisha samo na MM nivou.
Medutim, kon&na optimizacija geometrije napravljena je koristemj elektrostatskog
uklapanja (EE).

3.7. Analize rezultata

3.7.1. RMSD, RMSF i R,

Korijen iz srednjeg kvadrata odstupanja (emgot mean square deviatiprRMSD je
pokazatelj stabilnosti strukture proteina tijekonbMimulacije.RMSD vrijednost pokazuje
koliko strukture (proteina ili nekog njegovog dagl dobivene tijekom MD simulacija
odstupaju od referentne (dage je to pdetna) strukture, a &ana se prema formuli:

(3.1)

gdje jeN broj atomara; ozn&ava polozaj-tog atoma u strukturi A, i ; oznd&ava polozaj-

tog atoma u strukturi B.

Korijen srednjeg kvadrata fluktuacija (emgot mean square fluctuatipRMSH je mjera

devijacije polozaja izmiu i-te cestice i referentnog polozapa u vremenu (T):

RMSF= (3.2)

Razlika izmédu RMSDi RMSFje ta Sto se kodRMSD prosjek rguna preko svihtestica,
dajuti vremenski ovisne vrijednosti, dok se k&MSF ratuna vremenski prosjek zatu
cesticu. Temperaturni faktor t3-faktor koji opisuje pomake atoma od njihovog présjeg
poloZaja, rauna se kaoRMSH?x(8/3)r°. Sto je atom fleksibilniji imatite veti pomak od

srednjeg polozaja.
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Najce&e koriStena mjera promjene globularnosti protegneagijus giracijeRy). Ra&una
se kao korijen iz srednjeg kvadrata udaljenostnated centra mase molekule prema formuli:

RQZJZ(R;IP@M) (3.3)

gdje jeR ozna&ava poloZaj-tog atomaRcy 0zna&ava polozaj centra maseNge broj atoma.

U MD simulacijama ta se veéina koristi za opis kompaktnosti molekule.

3.7.2. Analiza glavnih komponenata (eng. principal companteanalysis, PCA)
Trajektorije dobivene MD simulacijama koje odgoyararemenima od par do nekoliko
desetaka nanosekundi sadrze ogromnuikelipodataka, budiida predstavljaju vremensku
evoluciju koordinata (uz vremenski korak @ od 1 fs) svih atoma od kojih se sastoji
prowavani sustava. Navedena gibanja u velikoj su mierelirana gibanja. Kako bi
reducirali sloZzenost prikupljenih podataka i izdWwojmedusobno nekorelirana, nisko
frekventna, gibanja proteina (npr. gibanje proteimsiomena), koriStena je analiza glavnih
komponenata. To je tehnika kojoj je cilj reduciragiliki skup podataka na &ia da se skup
koreliranih varijabli svede na manji broj nekolanith koje uspjesno opisuju glavne
karakteristike sustava. Nekorelirane varijable wazio glavnim komponentama (eng.
principal componen)s

Za sustav odN-atoma, ulazni skup podataka za PCA analizu preljstiace matrica
kartezijevih koordinata sagtana iz trajektorije. Stupci se odnose na atomeeta ma
vremenski korak, dakle svaki redak predstavlja jedeprezentaciju sustava, a svaki stupac
sadrzi kartezijeve koordinate za odiai atom u razditim vremenimax(t). Koordinatex su
obiljezene kao funkcije vremena zbog jasmoali mogu biti elementi bilo kojeg skupa
koordinata, npr. trajektorija dobivena MD simulaaj ili skup eksperimentalnih,
rentgenskom difrakcijom oddenih struktura. Iz dobivene matric¥, sagradi se matrica

kovarijance C, ¢iji su elementi‘®
C={(x(t)~(0)(x(t)~(3)") 34

gdje <[[|]Jﬂ ozn&ava prosjek preko svih vremenskih koraka trajejdoftj. preko svih

konfiguracijaM). Slijedei korak je diagonalizacija simetrie Nx3N matrice kovarijanceN

je broj atoma u sustavu), a postize se ortogonaknansformacijom koordinata:
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C=TAT' (3.5)

gdje jeT stugana matrica vlastitih vektora,Aadijagonalna matrica koja sadrzi odgovaéaju
vlastite vrijednosti. Ovaj postupak transformiragoralnu matricu dobivenu iz trajektorije u
novi ortonormirani osnovni skup sastavljen od waswektora (tzv. glavnih komponenata).
Vlastite vrijednosti ukazuju na srednji kvadrat @ka (fluktuacije) atoma duz odgovarégg
vlastitog vektora, tj. sadrze udio svake glavne gonente u ukupnoj fluktuaciji sustava.
Vlastiti vektori su obino sortirani na nan da su pripadne vlastite vrijednosti poredane u
padajéem nizu, tj.1:>1>...>A3ny. Ako je matricaC sagrdena koriStenjem najmanjeN3
konfiguracija M > 3N), tadace se njenom dijagonalizacijom dobitN36 vlastitih vektora
kojima ée vlastite vrijednosti biti razlite od nule. Sest vlastitih vrijednosti koje surjale
nuli odgovaratice vlastitim vektorima koji opisuju translaciju itaziju centra mase molekule
(to se ohino uklanja superponiranjem trajektorije na nekenefitnu strukturu). Ako je broj
dostupih konfiguracijai < 3N, tadace se dobiti najviséM-1 vlastitih vektora s vlastitim
vrijednostima razéiitima od nule.

Ako je 4 i-ti vlastiti vektor odC (tj. i-ti stupac odT), tada njegov skalarni produkt sa
skupom polozaja pojedinog atoma (npr. elementinagektorije) odrduje udio ,gibanja“
(prostorne raspodijele) tog atoma u vektqru,

p.(t) =4 fx () = (x)), (3.6)

pri cemu je varijanca( pf> jednaka vlastitoj vrijednosti.

PCA analiza koriStena je za redukciju podataka \¢@bh MD simulacijama slobodne
DPP 11l i njezinih kompleksa sa supstratima. Diagjairana je matrica kovarijanceN33N
(gdje jeN broj C, Gy, N i O atoma iz glavne okosnice proteina) genedre: a) trajektorije
dobivene MD simulacijom oWT forme proteina e receno prvih 100 ns oWT-1 MD
simulacije) i b) struktura ljudske DPP Il odenih difrakcijom X-zraka (,otvorena®, 3FVY, i
.Zatvorena®, 3T6B) i zatvorene strukture dobivenegich (207 ns) MD simulacijama
(cWTwmp). Diagonalizacija je provedena koriStenjem modeti@j iz AMBER programskog
paketa, odnosmp covari g_anaeigiz programskog paketa GROMACS. Na taj s«&ima
odreieni vlastiti vektori i vlastite vrijednosti konforaeijskog prostora DPP lll. Prije same
diagonalizacije, sve struktute su sravnjene s prstoaokturom kako bi se uklonila translacija i

rotacija geometrijskog centra. Doprinos svake pogdibracije odréenom modu (vlastitom
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vektoru) gibanja odiien je projeciranjem MD trajektorije na odemi vektor, i uzimanjem

prosjeka u vremenu.

3.7.3. Klasterska analiza

Klasterska analiza je multivarijantna tehnida je primarni cilj klasificiranje ili klasteriraje
objekata (opazanja) u skupine, grupe ili klasteaendin da je: a) svaka grupa (ili klaster)
homogna (kompaktna) obzirom na otiee varijable (svojstva), tj. da su svi objektiednoj
grupi sleéni jedni drugima, i b) svaka grupa je ré&i#h od druge s obzirom na varijable
(svojstva) prema kojima se provodi klasteriranje.

U kontekstu ove doktorske disertacija klasterskaliza koriStena je kao dodatni
kriterij za pra&enje konformacijske promjene enzima (ij. ,zatvaeargnzima). Na taj n#n
identificirane su najvaznije forme enzima uzorkavama vrijeme simulacija. Klasteriranje je
provedeno pomau programaptraj (koji je dio programskog paketa AMBER) koriStenjem
hijerarhijske metode prosjee vezanosti (engaveragelinkagealgoritam) koja se bazira na
prosje&noj udaljenost izm#u svih mogudih parova objekata u dva klastera. Mjerilaisbsti
tj. kriterij po kojem je vrSeno klasteriranje jeobkorijen iz srednjeg kvadrata odstupanja
(RMSD Co atoma konformacija uzorkovanih za vrijeme MD siauija u kojima se svaki
atom tretira eksplicitno. Klasterska analiza jergama kada je dosegnut unaprijed definiran
broj klastera. Prosj@a vrijednost (struktura) unutar klastera zove esatroid i koriStena je

kao reprezentativha konformacija klastera.

3.7.4. Vizualizacija rezultata

Za vizualizaciju struktura dobivenih MD simulacijamQM i QM/MM raunima, kao i
trajektorija generiranih MD simulacijama, koriStesu programVisual Molecular Dynamics
(VMD) %8 i PyMol *

Program VMD koriSten je i za analizu udaljenostitdva, torzijskih kuteva, vodikovih
veza Hydrogen Bondgrogram) RMSDsuperponiranje struktura i trajektorija (mod®MSD
Calculatori RMSD Trajectory Tog) kao i za izgradnju getnih struktura liganada (modul
Molefacturg.

APBS modul koji se nalazi unutar programa PyMol om@iguje izra&un mape
elektrostatskog potencijala na povrSini enzima kajezatim vizalizirane unutar navedenog

programa.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Struktura i dinamika DPP Il i njenih kompleksa

4.1.1. Struktura i dinamika slobodnog enzima

Na pcaetka izrade ove doktorske disertacije uvid u traghmonalnu strukturu enzima iz
obitelji M49 pruzale su difrakcijom X-zraka odeme strukture ljudske i kvégve DPP IlI
pohranjene u proteinskoj bazi podataka pod ulazvemakama (kodovima) 3FVY i 3CSK.
lako je slénost aminokiselinskin sekvencija tih dvaju proteisaega oko 35 9%,
trodimenzionalne strukture su im vrlo &le RMSD = 2,17 A, izréunato za 676
aminokiselina). Usprkos velikoj ghosti njihovih tercijarnih struktura (dvije domerzenaiu
kojih se nalazi velika pukotina) €avanosti aktivnog mjesta (koje je smjeSteno idmdviju
domena, te sadrzi Zhkoji koordiniraju isti ligandi), kvaieva DPP Il je katalitki manje
efikasna od ljudskog ortologd?

Jedan od preduvjeta za razumijevanje Siroke supstrapecifinost i katalittke
efikasnosti ljudske DPP llI, je detaljno poznavamgzine strukture i dinamike.

Prisustvo Siroke pukotine izrte dviju domena (otprilike Sirine 40 A i visine 25,kao0 i
rezultati bioinformatike analize koji su pokazali da séugane regije unutar obitelji DPP III
nalaze u obje domene, ukazuju da bi ovaj enzim mbga podlozan zn&jnim dinamékim
promjenama i unutarnjim gibanjima.

Postoje mnogobrojni primjeri koji upuju na direktnu korelaciju iznde& unutarnjeg
gibanja proteina i njegove aktivnosti, kao Sto granost katalitke aktivnosti enzima s
gibanjem petlji koje ,otvaraju” i ,zatvaraju” aktno mjesto i po moginosti pozicioniraju
kljutne aminokiseline kako bi ostvarile kontakt s vemarigandon>%" Od nedavno
postoje mnogi primjeri koji ukazuju na postojanenkormacijskih izmjena u enzimima za
koje nisu vezani ligandi. Tzv. model ravnoteznepaaele konformera (engpre-existing
equilibrium) pretpostavlja ansambl konformacija nekog protesnanogiéno&u relativno
lakog prelaska iz jedne u drugu. Selektivno vezdigjgnda za jednu od njih dovodi do
pomicanja ravnotezne raspodjele prema novoj u Kajdpktivna) konformacija previadava.
Ovaj koncept se razlikuje od modela induciraneagoldbe (enginduced fij, gdje supstrat
inducira specifinu promjenu tercijarne strukture proteina (tj. aktig mjesta) na ka da
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aminokiseline koje sudjeluju u reakciju, a nalaeeusveznom mjestu enzima, ostvaruju
odgovarajde interakcije sa supstratom.

U svrhu razumijevanja Siroke supstratne sp&odfsti i katalittke efikasnosti ljudske DPP
[Il najprije su provedene duge MD simulacije slobod enzima otopljenog u eksplicithom
otapalu. Tijekom 101 ns produktivne MD faze, proseel poméu programa AMBER10,
doSlo je do zn&jne promjene tercijarne strukture proteina kaoultakz priblizavanja
proteinskin domena (slika 29). Navedena konforrmskaijpromjene enzima popema je
poveanjem globularnosti proteina (tj. smanjenjem reghjgiracije, slika 30).

Slika 29. Patetna (difrakcijom X-zraka oddena) struktura ljudske DPP Il (lijevo) i konformiac
dobivena nakon 101 ns MD simulacije u eksplicitnotapalu (desno). Fiksiran je polozaj ,donje”
domene. Siva kuglica predstavlja ion cinka.
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Slika 30. Promjene radijusa giracije DPP Il tijekom MD silacije. Lijevo, osam raalitih klastera
struktura proteina (hazdeni crnom bojom) preuzetih iz MD simulacije DPP. idabir je napravljen
na temelju vrijednosti radijusa giracij&. Desno, prosjme vrijednosti i standardne devijacije
radijusa giracije za svaki klaster struktura.

Do slicne promjene tercijarne strukture proteina doSla ggekom 50 ns duge MD
simulacije enzima provedene poéno programa GROMACS (vidi sliku Dla). Dakle,
pretpostavlja se da je ,otvorena“ forma proteinayina u slagaju DPP Il za koju nije vezan
ligand rezultat kristalnog pakiranja molekule pnoge(slika 31a i b) budu takva, izduzena,
struktura omogéuje veu dodirnu povrSinu molekula u kristalu, te time &g
medudjelovanje. Vazno je wdi da u kristalu ,otvorene” forme DPP Il (pdb k&FVY) u
interakcijama izméu proteina sudjeluju obje proteinske domene, ddkistalu ,zatvorene®

forme DPP Il (pdb kod 3T6B) samo aminokiselinskgije iz ,donje” domene enzima.
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d)

Slika 31. Slaganje proteina ljudske DPP III u kristalu. Bdkinost DPP |l pohranjene pod kodom
3FVY u: a) x (aminokiselinski ostaci 177-191, 39334 460-501 i 633-643 su obojeni crveno, a
aminokiselinski ostaci 18-26, 68-70, 130-141, 33@53428-443, 522-539, 676-691 i 706-709 plavo) i
b) z (aminokiselinski ostaci 27-30, 267-273, 348,35865-370, 521-531 i 679-684 su obojeni Zuto, a
aminokiselinski ostaci 5-7, 117-123, 149-167, 5%4:5591-601 i 646-665 ruisto) smjeru.
Periodénost DPP Ill pohranjene pod kodom 3T6B (u jettioj celiji nalaze se dvije molekule
proteina nazngne plavom i sivom bojom) u: ¢) x (aminokiselinekitaci 86-88, 123-131, 143-149 su
obojeni svijetlo ru#iasto, a aminokiselinski ostaci 23-31, 273-280, 30%-i 686-688 tamno
ruzi¢asto) i d) z (aminokiselinski ostaci 21-29, 74-9688-695 obojeni su zeleno i Zuto, a 207-212

narartasto i crveno; prikazane su dvije raitk orijentacije molekula) smjeru.
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Priblizavanjem domena aktivho mjesto postaje svatvgrenije” (uvdéenije), pa se

tijekom 101 ns MD simulacije broj molekula vode &aje nalaze u sferi radijusa 10 A od

cinka smanji na polovicu (slika 32).
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Slika 32. Broj (lijevo) i polozaj (desno) molekula vods(H,0), unutar sfere radijusa 10 A od cinka
tijekom 101 ns MD simulacije, odnosno nacetku i nakon 101 ns MD simulacije DPP Ill. Atom

cinka (obojan ruzasto) i molekule vode (obojane crveno i bijelokarani su kuglicama.

Sekundarna struktura proteintalflica 4), kao i trodimenzionalna struktura pojedinih
domena (,gornje” i ,donje“, slika 33), ostajucwvani uslijed konformacijske promjene
enzima.RMSD profil izratunat za atome kogine okosnicu proteina (slika 33) ujje na
stabilizaciju pojedinih domena &ena pd&etku simulacije. Regija sastavljena od 34
aminokiselinska ostatka iz ,gornje" domene protefobojana crno na slici 33, a crveno na

slici 31a) podlozna je naj¢en promjenama tijekom simulacija.

Tablica 4. Elementi sekundarne strukture waati pom@éu programa DSSP i STRIDE koriStenjem

servera ,2Struc: the secondary structure servéy:(f2struc.cryst.bbk.ac.ukl$®

DSSP STRIDE
struktura — —
zavojnice / %ploce / % ostalo / % zavojnice / %ploce / % ostalo / %
3FVY 49,6 13,2 37,2 51,9 14,4 33,7

nakon 101 ns MD
simulalije 45,2 12,6 42,2 48,3 13,1 38,6

,,otvorene* DPP III
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Slika 33. Dijelovi DPP Il (prikazani na eksperimentalno ednoj strukturi enzima, 3FVY), lijevo, i
sukladno tome obojani pripadéjuRMSDprofili, desno. ,Donja“ domena (aminokiseline 453374-
416 i1 670-726) je obojana plavo,sea ,gornje” domene (aminokiseline 336-373, 417-4893-669)
crveno, i fleksibilna® petlja iz ,gornje* domeneaifninokiseline 459-492) crno. Struktura DPP Il
dobivena nakon 5 ns MD simulacije koriStena je keferentna struktura tijekoRMSDanalize. Cink

je prikazan Zutom kuglicom.

Izratunati B-faktori za pojedine aminokiseline (slika 34 lijjevo) ukazuja povéanu
pokretljivost aminokiselinskih ostataka koji seawd na rubovima pukotine izdwe domena
(dijelovi enzima obojeni crveno na slici 34 desrg,razliku od onih koji oblazu pukotinu. U
samoj pukotini opazena je pa@ama fleksibilnost regija: Phe368-Asp372, Ala414401e i
Glu667-Leu671. Pri tome treba primijetiti da niz inokiselinskih ostataka Ala414-Thr419
nedostaje u kristalografski odienoj strukturi kompleksa DPP lll-tinorfin (PDB k@&T6J).
Vazno je ueiti i pomak Tyr318 (koji je dio petlje 1, tjoopl, slika 34). Mutacija Tyr318 u
Phe rezultira zn@jnim (za dva reda veélne) smanjenjem katalitke efikasnosti hidrolize
Arg-Arg-2-naftilamida®? Tijekom MD simulacije, udaljenost iznde Co atoma Tyr318 i
cinka smanijila se s 26 A na 16 A. Pomicanjem preguanjoj* domeni proteina Tyr318
uspostavlja direktne interakcije s aminokiselinatezdomene: vodikove veze s Arg565, a
potom CH= interakciju (nekovalentna interakcija izdueCH skupine i sustavaelektrona) s
Phe556. Uslijed ,zatvaranje” enzima nastaje nizikmdh veza izmdu aminokiselina iz
~,gornje* i ,donje“ domene, kao Sto su Ser504-Asp3$&r500-GIn400, GIn566-Glu316 |
Arg565-Pro321 veze (prva aminokiselina u paru gtgpaornjoj“, a druga ,donjoj* domeni).
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Kako bi se ispitao utjecaj konformacijske promjemezima na lokalnu fleksibilnost
proteina, izréunati suB-faktorii za tri odvojena, po 2 ns duga, intervala iz bf81lduge MD
trajektorije. Prijelaz iz ,otvorene u ,zatvorenukonformaciju proteina, popéan je

znaajnim smanjenjem pokretljivost najfleksibilnijihjdiova proteina (slika 34 lijevo).
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redni broj aminokiselinskog ostatka u slijedu

Slika 34. Lijevo, B-faktori pojedinih aminokiselina (u obzir su uzeti atomidkosnice proteina)
izragunati za tri raztiita perioda iz 101 ns duge MD simulacije: od 13das (plavo), od 15. do 17. ns
(crno) i od 92. do 94. ns (crveno). Desno, struktiPP Ill obojana premB-faktorimaizratunatim
tijekom cijele MD trajektorije. Aminokiseline (Xgiji se B-faktor razlikuju za jednu standardnu
devijaciju (SD) od srednje vrijednodi-faktorasvih aminokiselina (B-faktor>) obojeni su crveno (

<B- faktor>+ SD) i plavo (<B- faktor>-SD), dok su one unutar *SD (
(< B- faktor>- SD) < ( B - fakto), < (< B- faktor-+ SD))  obojene  bijelo. ~ Oznake

sekundarnih  struktura odiene su  programom DSSP (dio WHATIF servera,

http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html)sicn oznaka za petlje (entpop). Cink je prikazan
ruzi¢astom kuglicom.

Vazno je naglasiti da su izmanati B-faktori u dobrom slaganju s eksperimentalno
odralenima (za strukturu 3FVY, slika 35). Nageerazlika je za nestrukturirane dijelove
aminokiseline) biti puno fleksibilnije u otopini nego udkdlu. Uistinu, neki od tih dijelova,
kao npr. regija od 207 do 212 i od 460. do 501. amimtikis, u kristalu se nalaze u bliskom
kontaktu sa simetrijski povezanom molekulom (slika 31a i d).
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Slika 35. UsporedbaB-faktaa odreienih eksperimentom (PDB kod 3FVY, crvena krivuliayiD

simulacijama (za period od 15. do 17. ns simulacijea krivulja) ljudske DPP IlI.

Analiza glavnih komponenti MD trajektorije pokazgka da dvije glavhe komponente
(slika 36a), kojima pripada najé@ varijanca, opisuju 81 % ukupnog gibanja protéje&om
101 ns, dok tri glavne komponente opisuju 85 % mjdnaGibanje s naj®m amplitudom,
opisano s prva tri glavna vektora, odgovara pomicdomena (slika 36b). Prvi vlastiti vektor
(slika 36b, lijevo), opisuje ,zatvaranje” proteinayugi (slika 36b, sredina) smicanje
(paralelno pomicanje u suprotnom smijeru) ,gornjemeéne u odnosu na ,donju”, a dre
(slika 36b, desno) simultano priblizavanje i udadjaje suprotnih krajeva domena Kkoji
omediuju pukotinu. Glavne interakcije koje upravljajuimvgibanjima domena su interakcije
koje prerastaju u vodikove veze izdoe Asp372-Lys405 i Tyr318-Arg565, te Cil-

interakcija izmdu Tyr318 i Phe556. Zanimljivo je da su Tyr318 i 49% 100 % ouvani
unutar obitelji M49.
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Slika 36. Analiza glavnih komponenata (PCA) 101 ns duge M&aektorije DPP llI: a) vlastite

vrijednosti (lijevo) i postotak opisanog ukupnodpa@ija proteina (desno) u ovisnosti o broju vidstiti
vektora. Uskldenom gibanju opisanom s dva glavna vektora odgo®dra?o ukupnog gibanja
proteina, a tri glavne komponente (vlastite vrijestihn opadaju s lijeva na desno) dobivene PCA
analizom opisuju 85% (b). Smjer i duljina crnejlinilodijeljene svakom €atomu ukazuju na smjer
vlastitog vektora, odnosno veéinu vlastite vrijednosti, dok crne strelice @pju na smjer usktenog

gibanja proteina.

Pomdau servera Delarue grupe (http://lorentz.dynstreaasfr/) napravljena je i analiza
normalnih modova na strukturi ,otvorene” forme enai Udeno je da su prva tri tima
gibanja proteina (s najnizom frekvencijom, odnoesagve&om amplitudom gibanja) odtena
PCA analizom MD trajektorije jednaka onima dobivaeranalizom normalih modova (slike
37 36b).
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i

Slika 37.Tri n&ina gibanja proteinskih domena ode@a analizom normalih modova potucservera

Delarue grupe_(http://lorentz.dynstr.pasteur.ifprmalni modovi 7, 8, i 9 (kojima odgovara najniZza

frekvencija) prikazani su s lijeva na desno. P&aist normalnih modova opisuje translaciju i rotacij

centra mase enzima. Crne strelice opisuju smjdadeskog gibanja dijelova proteina.

Nastanak vodikovih veza izrte Asn406 i Asp372 i Glu451, na samomcetku MD
simulacije (odmah poslije faze uravnotezenja s@gtgwotpomaze konformacijsku promjenu
enzima. Te vodikove veze omagle su pomicanje Asp372 u smjeru ,donje* domene
proteina, te nastajanje vodikove veze i#meAsp372 i Lys405, a povremeno i izdue
Asp372 i Lys304. U isto vrijeme nastaju i vodikoxeze izméu Lys405 i Thr374, te Glu508
i Asn391, kao i vodikove veze i Chlinterakcije izmdu aminokiselina koje se nalaze malo
dalje od aktivnog mjesta enzima, kao npr. i2Zm@yr318 i Arg565 i Phe556, Sto rezultira
,Zatvaranjem* proteina. Uslijed toga, zavojnie&3 (kojoj pripada 100%davani Trp300) i
al6 iz ,donje* domene proteina priblizavaju se ,gorhdomeni, dok se-ploca iz ,donje”
domene proteina, koja se sastoji odpfrpci (6, B7, B8, PO i B10), pomée prema
unutrasnjosti pukotine.

Zbog ,zatvaranja“ proteina vezno mjesto enzimakqtina izmelu domena sve su manje
izlozene okolnom otapalu, dok se u isto vrijemerpma dostupna otapalu na straznjoj,

konveksnoj strani proteina, paara (slika 38).
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Slika 38. Struktura ,otvorene” forme DPP Il obojana premamjeni povrSine dostupne otapalu
(SASA izradunate za pojedine aminokiseline (A5ASA = SASAONs) —SASA(101ns), u strukturi s
pocetka (0 ns) i s kraja (101 ns) MD simulacije. Prids@e su prednja (lijevo) i straznja (desno,
dobivene rotacijom za 180°) strana proteina. Amiselkne koje su na kraju MD simulacije izloZenije
otapalu obojene su plavagASA < 0 A, a one koje su manje izloZzene crvenSASA > 0 A?).

PoloZaj pukotine izm#& domena nazian je crnom strelicom.

Tijekom simulacije, ion cinka bio je koordinirarHss450, Glu451, His455, Glu508 i dvije
molekule vode.

MM-PBSA raunom odrdena je promjene slobodne energije DPP Il uslijed
konformacijske promjene enzima. U tu svrhu, iz MBjdktorije, odabrano je osam klastera
struktura proteina sa &him radijusom giracije (slika 30). Rani su pokazali da tijekom MD
simulaciie ne dolazi do ztajne promjene energije intramolekulskih interakcija
(elektrostatskih i van der Waalsovih) i nepolarmmgprinosa slobodnoj energiji solvatacije,
pri cemu elektrostatski doprinos slobodnoj energiji atdeije blago raste uslijed ,zatvaranja®
proteina (ablica 5). To bi moglo sugerirati dée u otopini biti preferirana ,otvorena“
konformacija proteina. Miitim, entropijski efekt zbog oslotbanja molekula vode s povrSine
proteina u otapalo kompenzira porast entalpijeniéaibroj molekula vode koje se nalaze u
prvoj i drugoj solvatacijskoj sferi proteina smasg za viSe od 10Qtaplica 5) tijekom
.Zatvaranja“. To je v&@nom posljedica izbacivanja molekula vode iz puketiizmeiu
domena (slika 32). Molekule vode koje se nalazektalod povrSine proteina (ij. koje ne

pripadaju prvoj i drugoj solvatacijskoj sferi priota) imaju véu entropiju, nego strukturirane
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molekule vode koje se nalaze uz povrSinu protéftama literaturnim podatcima promjena
energije uslijed osloldanja strukturirane molekule vode u okolno otapalog(bulk), iznosi

od -5,02 do -9,62 kJ/mi8P**° To zna&i da energija koja se oslobodi otpustanjem molekula
vode iz prve i duge solvatacijske sfere proteinbjeas prelaska DPP Il iz ,otvorene” u
.zatvorenu® formu, poprima vrijednosti u rasponu @8il,78 do 1213,36 kJ/mol. Dakle, ako
se u obzir uzmu entalpijski i navedeni entropig&prinosi slobodnoj energiji sustava, moze
se pretpostaviti dge u otopini biti prisutne obje forme enzima, ,oteoa“ i ,zatvorena“
(slika 39).

elec

Tablica 5. Elektrostatski doprinos slobodnoj energiji solegta proteina £;,G™ ) i broj molekula
vode u 1. i 2. solvatacijskoj sferi proteinBl(,0)). lzra&&unate su prosfme vrijednosti za osam
intervala od po 2 ns iz MD trajektorije, prikazamia slici 30. Dielekttina konstanta otopljene tvari je

2 ili 4, a otapala 80.

(Aso\Gelec i SD) / k\] mO-Il

t/ns pr o4 N(H:0)  SD
1517  -19970£197  —9606 + 92 3436 + 33
20-22  -20108+180  —9669 + 88 3412 + 29
36-38  -20384+276  -9803 + 134 3458 + 29
40-42  -20192+209  -9711100 3445 + 25
60-62  -20276+197  —9745+96 3399 + 28
69-71  -19728+167  -9485+79 3388 + 27
92-94  -20004+184  —9619 +92 333131
99-101  -19615+218  —9431+105 3331+37
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Slika 39. Elektrostatski (crna linija i rombovi) i entrogijs (siva linija i kvadratéi) doprinosi
slobodnoj energiji solvatacije izfanati za 8, po 2 ns dugih intervala tijekom 101duge MD
simulacije (slika 30). Prikazane su promjene s minzina vrijednosti izrieunate za prvi interval (od
15. do 17. ns). Vrijednosti su iznanate koriStenjem dielektrie konstante otopljene tvarE2 (tablica

5) i energije od 5,02 kJ/mol koje se oslobodi otangm molekule vode bulk.

Konformacijski (vibracijski, translacijski i rotgeki) doprinos entropiji izréunat analizom
normalnih modova (u tanu je uzet u obzir samo dio enzima koji je podiohajveim
promjenama uslijed ,zatvaranja“ enzima tj. dio pio& koji se nalazi u okolici pukotine
izmedu domena) ne mijenja se Zago kako protein prelazi iz ,otvorene” u ,zatvotén

formu (ablica6).

Tablica 6. Konformacijski doprinos slobodnoj energiji (entijjpizracunat analizom normalnih
modova (MM-PBSA r&un). Tijekom minimizacije dielektha konstanta otapala iznosila je 80.
(TSpt SD)  (TSy,t SD) (TS, * SD) (TS, * SD)

kJ mol* kJ morl* kJ mol™ kJ mol*

1-3 71,59 +£0,00 75,02 +0,08 14024,18 + 54,94 14170,79 + 54,94
99-101 71,59+0,00 74,68+0,00 13984,77 + 60,42 14131,04 + 60,46

t/ns

Simulacijsko vrijeme od 100 ns nije dovoljno duga di se moglo govoriti o
vjerojatnostima postojanja ,,otvorene” i ,zatvorerfetme u ravnoteZznom sustavu, daém
moZze se pretpostaviti dge oba stanja biti relevantna, kao Sto i sam eksyeri kaze. Tu

hipotezu potwiuju i rezultati analize normalnih modova provedpamau servera Delarue
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grupe, tecinjenica da je protein tijekom prvih 50 ns MD simacife zadrzao ,otvorenu®
formu.

Bezerra i suradnitt pokazali su da je vezanije tinorfina entropijskigmmognut proces, te
da je vezanje liganda pogemno velikim gibanjem domena &liom onom opazenom tijekom
ovih MD simulacija. Razumno je pretpostaviti é&a vezanje liganda potaknuti ,zatvaranje”
proteina, te pomaknuti populaciju proteinskih konfacija u smjeru ,zatvorene“ forme.
Izotermna titracijska kalorimetrija pokazala je jdavezanje tinorfina (kao i endomorfina-1 i
enkefalina) endoterman proces, entropijski potpambg U eksperimentalno odienoj
strukturi samog protein u pukotini izie domena nalazi se 60 molekula vode, dok u
strukturi kompleksa w@na njih nedostaje. Tijekom MD simulacije samog iere otprilike
40 molekula vode je izldano iz veznog mjesta enzima uslijed ,zatvaranjetirea. Dakle, i

eksperiment i réun pokazuju da je ,zatvaranje” proteina entropijsipomognut proces.

4.1.1.1. Tekasti mutanti DPP llI

MD simulacije u kojima je Asp372 mutiran u Ala utyorenoj” formi enzima provedene su
kako bi se ispitala uloga navedenog aspartata dokmoacijskoj promjeni enzima. Puno
slabije ,zatvaranje* proteina primiieno je tijekom 71 ns MD simulacije mutanta oD372A
(slika 40, lijevo). Radijus giracije izéanat nakon 71 ns MD simulacije divljeg tipa i mutn
D372A DPP lll iznosio je 27,0, odnosno 27,7 A. Tifeepotvdena pretpostavka da& se
zbog nemogénosti nastanka vodikove veze izineAsp372 i Asn406 i Lys405 smanijiti
stupanj ,zatvaranja“ enzima. Bgtno djeloméno ,zatvaranje” proteina rezultat je nastanka
vodikove veze izm#u Asn406 i Glu451. lako je ta vodikova veza stabilippkom cijele MD
simulacije mutanta oD372A, ona nije dovoljna zaanije ,zatvaranje” enzima prisutno u
divllem tipu enzima. Takter, tijekom produktivne MD faze nije dosSlo do Zapije
promjene u broju molekula vode koje se nalaze t séglijusa 10 A oko cinka (slika 40,

desno).
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Slika 40. Radijus giracije Ry) i broj molekula vodeN(H,0)) koje se nalaze u sferi radijusa 10 A oko
cinka tijekom 71 ns MD simulacije mutanta oD372ARDM.

Tockasti mutanti slobodnog enzima u kojima je Trp300tiran u Leu i Lys405 u Ala
takaier su podvrgnuti MD simulacijama. Cilj je bio isgit utjecaj, navedenih evolucijski
unutar obitelji M49 100% d&vanih, aminokiselinskih ostataka na strukturu magniku
(fleksibilnost) samog enzima.

Tijekom prve nanosekunde, 20 ns duge MD simulaoigtanta oW300L DPP llI,
koordinacijski broj cinka je osam (His450, His45%lvije molekule vode monodentatno
koordiniraju metal, a Glu451 i Glu505 bidentatndpk je tijekom preostalog vremena
oc¢uvana oktaedarska koordinacija cinka (Glu451 i G&ionodentatno koordiniraju metal).
Bocni lanci His568 i Glu512, tijekom gotovo cijele MBimulacije, tvore vodikovu vezu
(slika 41).
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Slika 41. Udaljenost izméu Ne vodika His568 (He2) i karboksilnih kisika Glu51®Dd1 i Oe2)
tijekom 18 ns MD simulacije oW300L DPP Ill.

Mutacija Trp300 u Leu ne utje zn&ajno na promjenu ukupne pokretljivosti enzima
(delta RMSF profil na slici 42c), kao ni na promjenu mobilrniogbjedinih domena enzima
(ako se uspored@MSDprofili prikazani na slikama 33 i 42a). MD simuilgcukazuju samo
na djeloméno smanjenje fleksibilnosti regije od 391. do 4@minokiseline, kao i povanje
fleksibilnosti regije od 522. do 534. aminokiselinglijed mutacije (slika 42c). Regija kojoj
pripada mutirana aminokiselina podjednako je stabil obje forme enzima, s tim da jebio
lanac Trp300 (indolni prsten) u divljem tipu enzimajjate stabiliziran vodikovom vezom
koju tvori s b@nim lancem Glu309, kao i CHh; kation« i van der Waalsovim interakcijama
koje tvori s evolucijski 100% dquvanim Lys405, dok je Leu300 u mutantu W300L naja
stabiliziran van der Waalsovim interakcijama koport s hidrofobnim boénim lancem
aminokiselina u svom okruzenju (lle301, His273, ®¥at, Tyr281 i Tyr311) i sa Ser297.

Tijekom MD simulacije vrijednost radijusa giracifiktuira oko srednje vrijednosti od
27,1 £ 0,2 A (slika 42b).
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c)
Slika 42. a) RMSD profili pojedinih domena mutanta W300L ,otvorengPP Il (,donja“ domena:
aminokiselinski ostaci 4-335, 374-416 i 670-72®p®jana plavo, ,gornja“ domena: aminokiselinski
ostaci 336-373, 417-458 i 493-669 crveno, i ,fléidsia“ petlja: aminokiselinski ostaci 459-492 crno)
b) promjena radijusa giracije tijekom MD simuladije) deltaRMSFvrijednosti RMSF- <RMSPF)
pojedinih aminokiselinskih ostataka izwmate tijekom péetnih 18.5 ns MD simulacije ,otvorene*
forme divljeg tipa enzima (oWT, crna linija) i mata W300L DPP Il (oW300L, crvena linija)

uzimaji u obzir samo atome kajine okosnicu proteina.

Metodama molekulske dinamike ispitan je i utjecajtacije lizina 405 u alanin na
stabilnost sve tri razlite forme proteina, tj. ,otvorene” i ,zatvorene“rfoe enzima dobivene
difrakcijom X-zraka (0K405A, odnosno mutant cK405A),zatvorene* forme dobivene
nakon 101 ns MD simulacije ,otvorene* forme (mutait405Ayp). Osim ¢injenice da se
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radi o evolucijski 100% @&vanoj aminokiselini unutar obitelji M49, motivagijza MD
simulacije navedenog mutanta predstavljali su ultes dugih MD simulacija divljeg tipa
enzima koji su pokazali da nastajanje vodikove viemeaiu Lys405 i Asp372 potpomaze
prijelaz iz ,otvorene“ u ,zatvorenu“ formu. Zbogda je polazna pretpostavka bila éa
navedena ttkasta mutacija onemogiti ,zatvaranje” enzima, dok bi u slaju ,zatvorenih®
formi ova mutacija mogla utjecati na stabilnostikture proteina.

RezultatiRMSDanalize (slika 43a-c), kao i u ghju MD simulacija divljeg tipa enzima,
upwuju na @uvanost (stabilnost) sekundarnih i tercijarnih lgmua sve tri forme proteina

K405A tijekom otprilike 20 ns MD simulacija.
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C) d)
Slika 43. RMSDprofili pojedinih domena (,donja“ domena: aminadigski ostaci 4-335, 374-416 i
670-726 obojana plavo, ,gornja“ domena: aminokisMi ostaci 336-373, 417-458 i 493-669 obojana
crveno, i fleksibilna petlja: aminokiselinski ostd&9-492 obojana crno) mutanta K405A DPP IlI: a)
0K405A, b) cK405Ap i c) cK405A. d) promjena radijusa giracijgy) tijekom MD simulacije.

Blago ,otvaranje” sve tri mutirane forme proteinaoze se pratiti kroz postepeno
poveanje radijusa giracije tijekom MD simulacije (slik&d). U sldaju mutanta cK4054\,
nakon 8 ns MD simulacije globularnost proteina ease Ry poprima vrijednost sinu
pocetnoj, tj. srednja vrijednosy nakon 10 ns MD simulacije iznosi 25,5 + 0,1 A jedinost
na pa@etku produktivne MD faze iznosi 25,6 A). Tijekom M&mulacije 0K405AR, se
poveao s pdetnih 26,1 A (vrijednost nakon faze uravnotezema)26,7 + 0,2 A (nakon

prvin 10 ns MD simulacije), dok je u skju mutanta cK405A doslo tek do neznatnhog
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pove&anja radijusa giracije s 24,7 A (vrijednost naetlu produktivne MD faze) na 24,9 +
0,1 A tijekom zadnjih 10 ns MD simulacije. ,Otvajahmutanta oK405A moZe se pratiti i
kroz blago povéanje udaljenosti izmi#a Ca atoma aminokiselinskih parova Asp186-Ser500
(d1) i GIn400-Ser500d,, slika 44). Tilekom MD simulacije mutanta cK405arpmetrid; |

d fluktuiraju oko srednje vrijednosti od 10,7 + 08 odnosno 18,0 + 0,5 A. Smanjerffg
nakon otprilike 8 ns MD simulacije mutanta cK4QRA rezultat je blagog smanjenja
udaljenosti izméu Co atoma Aspl86 i Ser500; nakon 10 ns MD simulacijgednost
parametral; smanji se s petne vrijednosti od 19,9 A na 17,4 + 0,7 A. U istdeme smaniji

se i udaljenosti izmi Co atoma Ala405 i Asp372, uslijetkga nastaju van der Waalsove

interakcija izméu njihovih ba&nih lanaca.
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Slika 44. Promjena udaljenosti iznda Co. atoma aminokiselinskih parova D186-S500, Q400-$500
A405-W300 i A405-D372 tijekom MD simulacija mutaad€405A DPP IIl.

Vodikove veze koje Lys405 u divljem tipu enzimariv® Asp372 i povremeno s Glu309,
te van der Waalsove, Chlt kation+t interakcije s Trp300, mutacijom u alanin zamij@gesu
puno slabijim van der Waalsovim interakcijama s 3%&p i Trp300. U isto vrijeme u
mutiranim enzimima nastaje vodikova veza idmeAsp372 (u 0K405A i cK4054p
strukturama) ili Glu309 (u cK405A strukturi) i Ly83.
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Utjecaj mutacije lizina 405 u alanin na fleksibigtgojedinih regija proteina dan je na
slici 45 (velikeRMSFvrijednosti odgovaraju aminokiselinanigi se polozaj najviSe mijenja
tjekom MD simulacije). Udava se da okosnica mutirane aminokiseline, kaoadsika
aminokiselinskih ostataka koji se nalaze u njezoiajlici (aminokiselinski ostaci od 298. do
307. 1 0d 388. do 407.) tj. s kojima ona interagp@kazuju manju fleksibilnost u mutantima u
odnosu na divlji tip proteina. S druge strane, mijgalizina u alanin rezultira pog¢anjem
fleksibilnosti regije od 522. do 536. aminokiselift#o a-zavojnica sa straZznje strane protein)
u sve tri mutirane forme enzima (kao i ucésliw mutanta oW300L), te blagim paamjem
fleksibilnosti regije od 337. do 348. aminokiseliezavojnica koja povezuje ,gornju” i

»=donju“ domenu) u obje ,zatvorene” forme mutantaQieA .

3.0+
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Slika 45. Delta RMSFvrijednost RMSF- <RMSP>) pojedinog aminokiselinskog ostatka ianaate
tijekom paetnih 18.5 ns MD simulacije ,,otvorene” forme didjéipa enzima (crna linija, oWT) i 20
ns mutanata K405A DPP Ill (0K405A, cK4054 i cK405A, redom crvena, plava i zelena linija)

uzimajlti u obzir samo atome kajine okosnicu proteina.

RezultatiRMSDi RMSFanalize pokazuju da mutacija lizina u alanin necetzn&ajno
na stabilnost ,zatvorenih“ formi proteina, Sto sestaze s polaznom pretpostavkom. Taso

iako MD simulacije mutanta oK405A DPP Ill pokazupago povéanje radijusa giracije
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tijekom simulacije, utjecaj navedene mutacije nafeomacijsku promjenu (ij. ,zatvaranje*)
proteina trebalo bi ispitati duzim MD simulacijama.

Oktaedarska koordinacija cinka, kojtine His450, Glu451, His455, GIlu508 i dvije
molekule vode, naruSena je samo tijekom MD simjdamiutanta cK405A. Me tijekom
pocetne faze uravnotezenja cK405A sustava dolazi dajeetacije His450 rotacijom oko
Cp-Cy veze, te nastajanja vodikove veze s Glu512. U wieme Glu451 bidentatno

koordinira Zrif* (Glu508 bidenatatno koordinira metal odsgtika simulacije).

4.1.2. Struktura i dinamika kompleksa DPP Il sa sintatkim ligandima

Budwi na padetku izrade ove doktorske disertacije nije bila nmia trodimenzionalna
struktura kompleksa DPP llI-ligand, trebalo je atitienajvjerojatniji n&in vezanja molekule
liganda u vezno mjesto ljudske DPP Ill. Kombiniemj metoda molekulskog uklapanja s
usmjerenim MD simulacijama, ispitano je vezanje ekale liganda (sintetkog supstrata,
Arg-Arg-2-naftilamida, i inhibitora, Tyr-Phe-hidrekmata) u vezno mjesto (tada poznate)
,otvorene” forme DPP lll. Odreno je da je energetski najpovoljniji poloZzaj onakojem
ligand koordinira ion cinka s karbonilnim kisikorn druge peptidne veze s N-kraja liganda i
nalazi se iznag-ploce iz ,donje” domene proteina (slika 24aablica 7). Navedeni nan
vezanja liganda predstavlja tzv. ,MD mod {mg vezanja“, te¢e se u daljem tekstu

ozna&avati indeksom MD uz ime liganda.
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Tablica 7. Relativhe potencijalne energije i2umate koriStenjem GB (engeneralized Bornmodela
za odabrane komplekse: oWT-INH i oWT-RRNA (INH jkra&enica od Tyr-Phe-hidroksamat, a
RRNA od Arg-Arg-2-naftilamid). Prvéetiri kompleksa sagtgna su koriStenjem orijentacija liganda
odreienih programom AutoDock, dok zadnja dva komplekdgowaraju strukturama odabranima za
daljnje MD simulacije, odnosno strukturi dobivemaikon 10 ns MD simulacije kompleksa. Osim za
navedene komplekse, dane su i energije komplekdavetoh usmjerenim (engsteeredd MD
simulacijama inhibitora i energije kompleksa sasttgiom orijentiranim u suprotnom (op) smjeru u
veznom mjestu enzima, kao i kompleksi s kristaltsltisodratenom ,otvorenom* strukturom proteina
(pri ¢emu je RRNA smjeSten na dia odrelen nakon 10 ns MD simulacije kompleksa ili je

orijentirana u suprotnom smjeru).

Kompleksi s inhibit ﬂ K leksi s RRNA %

pleksi s inhibitorom = ompleksi s ~

kJ mol kJ mol

AutoDock 1 1 0 AutoDock 6 1 0
AutoDock 3 1 343 AutoDock 9 1 113
AutoDock_14 1 =25 AutoDock_13 1 281
AutoDock 26 1 -134 AutoDock 41 1 335

steered_1 -1657 DRRP® + RRNA,, (onanog kompleks 176

steered_2 -1209 DPPAH RRNA,? 423

DPP I”z konainog kompleksa+ RRNA)pa -1179

OWT-INHyp (patetna struktura OWT-RRNAyp (pcetna struktura

za daljnje MD simulacije) —1757 za daljnje MD simulacije) —1573
OWT-INHyp (konasan kompleks) -2138 OWT-RRNAyp (konatan -1364
kompleks)

* RRNA,, odgovara orijentaciji supstrata gdje naftilamidsiaipina nije smjeStena u hidrofobnom
dZepu, vé u suprotnom smijeru tj. prema vanjskom dijelu akty mjesta enzima.
® posetna struktura slobodnog enzima (kristalografskiedena struktura, PDB ko8FVY) koristena

u daljnjim MD simulacijama

Provaienjem MD simulacije kompleksa DPP Il sa supstrgtorakon poetne faze
uravnoteZzenja sustava (3,5 ns), ligand se stabiizu veznom mjestu kompleksa oWT-
RRNAwp. Tijekom 30 ns produktivne MD faze cink je oktaeska koordiniran s molekulom
vode, ¢etiri aminokiseline iz aktivnog mjesta enzima (Hi64 Glu451, His455 i Glu508) i
karbonilnim kisikom iz druge peptidne veze s N-&ranolekule supstrata (slika 46a).
Histidini koordiniraju atom cinka s imidazolnimeNatomom, a glutamati s karboksilnim

kisikom. Molekula vode koja koordinira cink tvodirektno ili posredstvom drugih molekula
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vode, vodikovu vezu s karboksilnim kisikom Glu45il Glu508 koji ne sudjeluje u

koordinaciji cinka.

)
! _Aspar2,

i \NH“/‘
3 Ho
NYNH;
O NH,
Ser504 -~ H,N
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Glu508 o
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Tob
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Glu451
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Slika 46. Vezanje supstrata Arg-Arg-2-naftilamida (RRNA) ezmom mjestu: a) nativne i b) mutanta
H568N ,otvorene” ljudske DPP Il nakon 30 ns MD sikxcije kompleksa (lijevo). Atom cinka
prikazan je rufiastom kuglicom, a molekula supstrata kuglicamapi&ma. Aminokiselinski ostaci i
molekule vode (WAT) iz veznog mjesta enzima prikazsu Stapiima. Ruzéaste iscrtkane linije
predstavljaju koordinativhu vezu, a iscrtkane plémge vodikove veze. Za ovakav &ia vezanja
liganda koristitice se naziv ,MD mod (n@n) vezanja“. Desno je dan shematski prikaz aktivno

mjesta DPP Il s vezanim ligandom.

Molekula supstrata RRNA vezana u polozaj prikazarslici 46a dodatno je stabilizirana
vodikovim vezama i hidrofobnim interakcijama kojstwaruje s proteinom. N-kraj i amidna

skupina iz prve peptidne veze tvore vodikove vez8&l$451, pricemu N-kraj supstrata
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povremeno tvori i vodikovu vezu s Asp372, te van\kaalsove i elektrostatske interakcije s
Asn406 i Phe404. Gvanidino skupina drugog argisimdtkraja supstrata ostvaruje vodikove
veze s Glu508 i Ser504. Naftilna skupina molekURNR nalazi se u tzv. hidrofobnom dzepu
kojeg ¢ine nepolarne aminokiseline Leu413, Phe443, Val4d Holarne GIn446, His450 i
Glu451. Osim hidrofobnih interakcija s navedenim iraskiselinama, naftiina skupina
dodatno je stabilizirana Nk-interakcijama (nekovalentne interakcije izitneNH skupine i
sustavar elektrona) s Arg572 i Cht-interakcijama s His568. Tijekom MD simulacijecno
lanac His568 rotira oko [Cy veze zauzimajti uglavnhom dvije raztite orijentacije u
veznom mijestu (slika 47); jednu u kojoj tvori voolki vezu s Glu512 (polozaj B na slici 47)
i drugu u kojoj imidazolni prsten ostvaruje r&ik interakcije (elektrostatske: Nij-CH-x,

CH-O, i van der Waalsove) s naftilamidnom skupir®RNA (polozaj A na slici 47).

T S ™ ) . o
polozaj A q | ~ polozajB o
. "y \ _.u" . - /

P ESI2 TS < E512
o , w
P o
H568 A N POV D !
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Slika 47. Dva najzastupljenija poloZaja His568 otea MD simulacijama kompleksa oWT-

RRNAyp. His568 i Glu512 prikazani su Stapna i kuglicama. Atom cinka prikazan je prozirnom
ruzicastom kuglicom, a molekula supstrata, aminokiskiimestaci i voda koji koordiniraju cink

prozirnim Staptima. RuZéaste iscrtkane linije predstavljaju koordinativrezu.

Buduwi da su kinettka mjerenja mutanta H568N uz supstrat RRNA pokadalg His568
kljucan za aktivhost enzima, uloga ove aminokiselinguvane unutar obitelji
metalopeptidaza M49, ispitana je MD simulacijamenpteksa o0H568N-RRN#p.

Tijekom 30 ns MD simulacije navedenog kompleksaant& sa supstratom, ion cinka bio
je oktaedarski koordiniran s istim ligandima kaaivlji tip enzima. lako na samom @etku
produktivne MD faze Glu508 bidentatno koordinirankgi uslijed pucanja vodikove veze

izmedu Glu508 i Asn568 dolazi do reorijentacije glutam&bji nakon toga monodentatno

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 108

koordinira atom cinka. Takier, polozaj supstrata, s izuzetkom drugognog lanca arginina,
je vrlo slican polozaju koji ima u divljem tipu enzima (slik&ék). Vodikove veze iznii
molekule RRNA i aminokiselina u blizini cinka, k&taristicne za kompleks s divljim tipom,
takader su @¢uvane u kompleksu oH568N-RRNA. Naime N-kraj i anaidgrupa iz prve
peptide veze supstrata tvore vodikovu vezu s Gludbkraj i gvanidino skupina prvog
arginina tvore vodikovu vezu s Asp372, peimu gvanidino skupina dodatno ostvaruje i van
der Waalsove interakcije s Asn406 i Phe404. Tijekeadnjihn 10 ns MD simulacije,
gvanidino skupina prvog arginina tvori vodikovu uez b&nim lancem Asn391. Hidrofobne
I NH-7 interakcija s naftilamidnom skupinom su tdko ve&inom s&uvane u mutiranom
kompleksu. Nedostaju jedino Cil-interakcije s His568 kao posljedica mutacije. U
mutiranom kompleksu drugi arginin molekule supstrastvaruje vodikovu vezu s Asn568,
dok u kompleksu s divljim tipom ima snazne inteigksa Ser504. Elektrostatske i van der
Waalsove interakcije tog dijela supstrata s Glub@n566, povremeno prelaze u vodikove
veze. Dakle, glavna razlika u stabilizaciji molekglupstrata u kompleksu s divljim tipom ili
mutiranim enzimom proizlazi iz razlike u stabilifadrugog argininatablicaD1).

U kompleksu oH568N-RRN#> Asn568 tvori vodikovu vezu s GIn512 samo tijekom
prvih 5 ns MD simulacije, dok je u kompleksu s waitm enzimom ta vodikova veza prisutna
tijekom 50% ukupnog simulacijskog vremena.

Tijekom MD simulacije kompleksa s inhibitorom (0WNH,p, inhibitor vezan na tzv.
-,MD nacin“ u ,otvorenu“ formu DPP Ill), molekula inhibiter (Tyr-Phe-hidroksamat) u
veznom mjestu enzima stabilizirana je n&asli n&in kao i molekula supstrata (slika 48a).
Takader, atom cinka oktaedarski je koordiniran s molekulvode, ¢etiri aminokiseline
(His450, Glu451, His455 i Glu508) i drugom karbaooin skupinom s N-kraja inhibitora. U
oWT-INHyp kompleksu molekula vode koordinira atom cinka saaznje* strane, ako se
usporedi s polozajem koji ima u kompleksu sa sapigtn i samo povremeno ostvaruje
vodikovu vezu, direktno ili posredstvom drugih malla vode, s Glu508. Hidroksilna
skupina, za koju se prije mislilo da koordiniraratginka, tvori vodikovu vezu s Glu508, a
Glu451 tvori vodikove veze s amidnom grupom iz ppeptidne veze inhibitora i N-krajem
inhibitora. N-kraj inhibitora tvori i vodikovu vezg Asp372. Van der Waalsove i GH-
interakcije izmdu tirozina iz molekule inhibitora i aminokiselinbkiostataka Pro371,

Asp372, Asn406 i His455 dodatno stabiliziraju tégjahd u veznom mjestu enzima.
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Fenilalanin iz molekule inhibitora interagira sar®®l, Glu507 i Glu508. Takva orijentacija
inhibitora u aktivnom mjestu enzima stabilna jepmietka MD simulacije.

Ispitan je i alternativni nan vezanja liganda, gdje molekula inhibitora bidegnd
koordinira cink. Méutim, MD simulacije su pokazale da zbog sfieh uvjeta i odbojnih

interakcija izmedu hidroksilne skupine inhibitora i atoma cinka,uakopologija nije mogta.
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Slika 48. Vezanje inhibitora Tyr-Phe-hidroksamata u aktivngesto DPP lll. Lijevo; optimizirane
strukture dobivene nakon 30 ns MD simulacija u rkajije inhibitor bio vezan na ,MD tim"“ u
veznom mjestu: a) nativne i b) mutanta H568N ,otv@“ ljudske DPP Ill. Atom cinka prikazan je
ruzicastom kuglicom, a molekula liganda kuglicama i Efiapa. Aminokiselinski ostaci i molekule
vode (WAT) iz veznog mjesta enzima prikazani syigtaa. RuZéaste iscrtkane linije predstavljaju
koordinativnu vezu, a iscrtkane plave linijje vodikoveze. Desno, shematski prikaz aktivnog mjesta
DPP Il s vezanim ligandom.
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Kao i u oWT-RRNAyp kompleksu, His568 u kompleksu s inhibitorom flukduizmeiu
dvije stabilne konformacije kao posljedica rotacigko Cu-CB veze. Jedna od tih

konformacija uklj¢uje vodikovu vezu s Glu512.

MD simulacije (30 ns) s Tyr-Phe-hidroksamatom vérana ,MD n&in“ u vezno mjesto
mutanta H568N ,otvorene“ DPP Ill (kompleks oH568NH\p) ukazuju na zng&jnu
promjenu u n&nu vezanja molekule inhibitora u veznom mjestuimazuslijed mutacije.
Tijekom simulacije, inhibitor se pomalo odfaiod cinka, te se nakon 8 ns MD simulacije
veze blize ,donjoj“ domeni proteina (slika 48b).ttin polozaju inhibitor viSe ne koordinira
atom cinka, pa Sesto koordinacijsko mjesto metal&zima dodatna molekula vode, tj. dvije
molekule vode icetiri aminokiseline (His450, Glu451, His455 i Gl#0monodentantno
koordinaraju ZA*. Glavni razlog peetnoj destabilizaciji inhibitora u aktivnom mjestnzima
je mreza vodikovih veza nastala izineGlu508, Asn568 i Glu512. Kao i u kompleksu sa
supstratom oH568N-RRN#b, Glu508 tvori vodikovu vezu s Asn568. Nadalje, H568N-
INHyp kompleksu Asn568 tvori vodikovu vezu s Glu512 kgm cijele produktivhe MD
faze, te zbog toga odwviakarboksilnu skupinu Glu508 dalje od inhibitorao Stezultira
pucanjem vodikove veze izane Glu508 i hidroksilne skupine molekule inhibitoRolozaj u
kojem se inhibitor nalazi vezan blize ,donjoj* domeroteina, stabiliziran je trima snaznim
NH-O vodikovim vezama izl inhibitora i Glu451 (slika 48btablicaD1). Fenilalanin iz
molekule inhibitora ostvaruju van der Waalsove rakeije s Asn391, Asn406 i Phe404, a
tirozin, vodikove veze s Asp372 i elektrostatskean der Waalsove interakcije s Asn406,
His455 i Pro371.

MM-PBSA metodom izr&unat je entalpijski doprinos slobodnoj energiji aBga
molekula supstrata i inhibitora za divlji i mutiigfiti568N) tip enzima. Entropijski doprinos
slobodnoj energiji vezanjalkS) izratunat je samo za komplekse s inhibitorom i iznosi
—-75,90 kJ/mol (za kompleks s mutantom H568N) i 667kJ/mol (za kompleks s divljim
tipom enzima), a standardna devijacija (SD) je rediine 83,68 kJ/mol. Budu je SD
konformacijske entropije znatno dgeod njihove razlike u navedenim kompleksima daygin
konformacijske entropije slobodnoj energiji vezaejaanemaren.
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Prije samog r&na entalpijskog doprinosa slobodnoj energiji vggaspitan je utjecaj
dielektricne konstantes(= 1, 2, 4) otopljene tvari (enzima i kompleksa)naboja cinka na
vrijednost slobodne energije vezanja, n&imada je odrdena ovisnost razlike Gibbsove
energije vezanjaAAG, molekule inhibitora (Tyr-Phe-hidroksamat) za ,atwou” formu

divljeg tipa i mutanta H568N DPP IAMAG =AG, . ~AGseenimn,, ) O Navedenim

parametrima. Kao Sto se vidi iz lijevog stupctablici 8, povéanjem dielektine konstante,
razlika slobodnih energija se smanjuje.

Tablica 8. Ovisnost razlike promjene Gibbsove energije vexzanjAAG (

AAG = AG,yrinm,, ~AGpseannn,, ) Molekule inhibitora (Tyr-Phe-hidroksamat) za ljdivip i

mutant H568N ,otvorene” forme DPP Il o vrijednoddielektritne konstante i naboju cinka.
Dielektricna konstanta otapala iznosila je 80. MM-PBSAuranapravljen je na ansamblu struktura
preuzetih svakih 10 ps iz 5 nanosekundnog interiila simulacije (od 25. do 30. ns) navedenih

kompleksa.

(AAG * SD) / kJ mol*
q(Zn™) = + 2,0e q(Zn°") = + 1,5e

5
1 -29,66 + 50,96 -8,83 + 42,38
2 -18,07 + 27,78 —-7,95 + 24,85
4 -11,21 + 21,21 -4,69 + 20,33

U svim provedenim MD simulacijama koriSten je naboka + 2e. Naboj cinka, odri#en
na temelju elektrostatskog potencijala dobivenodg B¥cc-pVTZ ra&unom na modelnom
sustavu (sastavljenom od iona cinka étub lance dva histidina i dva glutamata), iznosia|
1,63 e. Medutim, koriStenje cjelobrojne vrijednosti naboja lan(+ 2 €0 omoguilo je
upotrebu standardnih parametara za okolne amiroi@s8itno je naglasiti da su se navedeni
nevezni parametri iona cinka do sada pokazali gowotobri za protavanje strukture
enzima i njegovih kompleksa. Metim, za puno osjetljivie MM-PBSA taine, koriStenjem
nize vrijednosti naboja cinka (+ 1€ dobiveni su bolji rezultati, kao Sto se vidi iesthog
stupca uablici 8

Na temelju provedene analize, u MM-PBSAuaima koriStena je dielektma konstanta

2 za otopljenu tvar (enzim i kompleks), dok je natioka bio +1,%.

Prema rezultatima MM-PBSA analiz¢éallica 9), slobodna energija vezanja molekule

RRNA za divlji i mutirani tip enzima (ako se u obazizme statistka nesigurnost tj.
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standardna devijacija) je jednaka. Ti rezultatZglae s eksperimentalnim rezultatima prema
kojima zamjena evolucijskicovanog His568 ne uife na vrijednost Michaelisove konstante
(Kn=9,39 + 1,11uM za divlji tip enzima iK,=11,81 £ 0.18uM za mutant H568N) iako
dolazi do zn&ajnog (1296-ostrukog) smanjenja vrijednosti katédé konstanteki,: divljeg
tipa iznosi 16,20 + 2,69°5 a mutanta H568N 0,00125 + 5x10s™).** Rasuni takater
pokazuju da se inhibitor slabije veze za mutiramim, nego za divlji tip (WT). Razlika i
odnos izraunatih slobodnih energija vezanja inhibitora za &Azima i H568N, stan je
razlici vrijednosti konstanti inhibicije iz€anatih iz eksperimentalih rezultatg£€0,15uM za
kompleks s divljim tipom enzimal;= 1,36uM za kompleks s mutantom H568N).

Kod usporedbe s eksperimentalnim podacima vazmagéasiti da s&, i K; vrijednosti
zbog n&ina na koje su oddene,ne mogu direktno uspatati s Ky vrijednostima. lako su
razlike u ekperimentalno odfenim vrijednostimK,, i K; djelomino rezultat razéitog
vezanja molekule lignada, one sadrze i druge doperkao Sto su stabilizacija prijelaznog
stanja i brzina otpustanja produkata (ucaju K,). Stoga se izkanate slobodne eneregije

vezanja mogu samo kvalitativno uspiivati s vrijednostimay, i K.

Tablica 9. Entalpijski doprinos slobodnoj energiji vezanjgalinda (Arg-Arg-2-naftilamida, RRNA, i
Tyr-Phe-hidroksamata, INH) za divlji tip (,otvoréhie,zatvorene®) i mutant H568N, N406Q i N406S
(,otvorene®) DPP lIl. Energije su izéanate MM-PBSA metodom za period od 26. do 30. ns MD
simulacije (osim u skaju asparaginskih mutanta gdje su u obzir uzetajedins tj. od 9. do 10. ns
za N406Q i od 4. do 5. ns za N406S kompleks), ptvgd energija vezanja inhibitora iZumata je i

za period od 45. do 50. ns. Dielektre konstante otapala i otopljene tvari iznosil&8u 2. U r&unu

je koristen naboj cinka +1& te strukture generirane svakih 10 ps.

(AH + SD) / kJ mol*

OWT-INHmp -118,66 + 21,59
0H568N-INHyp -110,71 +12,34
CWT-INH -259,28 + 16,23
CWT-INH’ -165,90 * 15,27
OWT-RRNAyp -183,89 + 23,43

0H568N-RRNA,, —186,86 + 18,54
oN406Q-RRNAp —-186,15 + 16,99

O0N406S-RRNAp  -170,71 + 20,08
" MM-PBSA raiun za period od 45. do 50. ns MD simulacije
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Bioinformaticka analiza pokazala je da je Asn406 100%van u DPP Il kod eukariota,
dok se kod prokariota na tom mjestu nalazi sedkadter 100% éuvan)*** Prema kinetikim
mjerenjima, supstitucija Asn406 sa Ser u ljudskdPPD Ill ne utjée na vrijednost
Michaelisove konstanté, = 3,37 + 1,2umol dm > kod divljeg tipa iKn = 3,99 + 0,99mol
dm 2 kod mutanta N406S) i na kataliiu efikasnost hidrolize RRNA{ = 14,13 + 1,679
kod divljeg tipa ikea: = 10,70 + 0,922 kod mutanat N406S), kao ni na konstantu inhibigije
sludaju Tyr-Phe-hidroksamata&( za divlji tip iznosi 0,23 + 0,03mol dni®, a za mutanta
N406S 0,28 + 0,02imol dm®).**' Medutim mutacija Asn406 u glutamin rezultirala je
velikim smanjenjem katalitke efikasnosti (100 puta manji omjkg/Ky, uglavhom zbog
znaiajnog smanjenjiica kod mutanta N406Qk.a = 0,21 + 0,02 ¢ i Ky = 5,03 + 1,23umol
dm®) i stupnja inhibicije (156 puta ¥a K; mutantak; = 35,89 + 5,8Gimol dni3).*** Utjecaj
navedenih mutacija na vezanje liganda i struktulPDIII ispitan je MD simulacijama
kompleksa oN406S-RRN#b i o0N406Q-RRNAyp. Takaier, provedene su i kratke MD
simulacije s kompetitivnim inhibitorom (Tyr-Phe-nadksamatom) vezanim u vezno mjesto
mutanta N406Q ,,otvorene” forme DPP lll. Simulacie ukazale nacoivanost oktaedarske
koordinacije cinka tijekom cijele produktivne MDzfa kompleksa oN406S-RRN#, dok je
u slwtaju kompleksa oN406Q-RRN#A cink veiinom koordiniran sa sedam liganada (slika

49).
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Slika 49. Koordinacija cinka u kompleksu: a) oWT-RRNA nakon 10 ns MD simulacije, b)
0oN406Q-RRNAyp nakon 10 ns MD simulacije, c) oN406S-RRIjAnakon 5 ns MD simulacije, i d)
oN406Q-INH,» nakon 2,5 ns MD simulacije. Réaista kuglica predstavlja cink, a aminokiselinski
ostaci i molekule vode (WAT) koji ga koordinirajuikazani su Stagima i kuglicama. RuZaste

iscrtkane linije predstavljaju koordinativnu vealiscrtkane plave linije vodikove veze.

U kompleksu oN406Q-RRN#p (slika 49b) nedostaju vodikove veze, prisutnewljetin tipu
enzima, izméu molekule supstrata i Glu508 i Ser504 (slika 49ahibitor u kompleksu sa
mutantom N406Q tvori slabe van der Waalsove in@jalsa Ser504 tijekom zadnjih 0,5 ns
MD simulacije (slika 49d).

Kako bi se podrobnije istraZio utjecaj mutacijafleksibilnost pojedinih regija proteina,
ali i na ukupnu fleksibilnost proteina, iztaati SURMSFprofili za divlji tip i obje mutirane
forme enzima (slika 50). Najva razlika u izréaunatim RMSF vrijednostima odgovara
aminokiselinama koje€ine ,donju“ domenu proteina. U mutiranim kompleksirdolazi do

poveanja fleksibilnosti regije iz ,donje” domene pratai koja se nalazi odmah ispod
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aktivnog mjesta enzima (kojoj pripada i ,mutirarAsn406), dok ostatak ,donje“ domene
pokazuje manju fleksibilnost. U kompleksu oN406QN#Rp dolazi do blagog pomak
ploce iz ,donje“ domene (aminokiselinski ostaci 388-#8&jeStene odmah ispod aktivhog
mjesta prema ,gornjoj* domeni. Nadalje, razliRMSF vrijednosti ukazuju na povanu
relativnu pokretljivosta-zavojnice koja povezuje ,donju“ i ,gornju“ domenu mutiranim

proteinima, kao i pov@nu krutost ,gornje* domene u mutantu N406Q.

RMSF- <RMSFE>/ A

4 54 104 154 204 254 304 354 404 454 504 554 604 654 704

redni broj aminokiselinskog ostatka u slijedu

Slika 50. Razlike RMSFvrijednosti RMSF- <RMSF>) pojedinih aminokiselina izéanate tijekom
zadnjih 5i 2 ns MD simulacija kompleksa divljegaienzima (crna linija, oWT-RRN#A od 25. do
30. ns MD simulacije) i mutiranih oblika (crvenaija: oN406S-RRNAp od 3. do 5. ns MD
simulacije; tirkizna linija: oN406Q-RRN#p, od 8. do 10 ns MD simulacije) enzima sa sitkin
supstratom uzimafiiu obzir samo atome kaojine okosnicu proteina. Aminokiselinski sljedovi 353
374-416 i 670-72&ine ,donju“ domenu, a 336-373, 417-458 i 493-66%rgu“ domenu, dok
aminokiseline u slijedu od 459. do 4¥Me ,fleksibilnu® petlju ,gornje* domene. Aminokitiee u

nizu od 337. do 374. dio suzavojnice koja povezuje ,donju” i ,gornju” domenu.

Tijekom MD simulacije kompleksa oN406Q-RRINA, kataliticki vazna aminokiselina
His568 stabilizirana je vodikovom vezom s Glu51kkés51). U tom polozaju His568 ne
ostvaruje interakcije sa supstratom, te je timergemanjegov doprinos u samoj reakciji. To se
slaze s eksperimentalnim rezultatima koji éygu na zn&ajno smanjenje katalitke

efikasnosti mutanta N406Q. S druge strane, premaRB8A ra&unima, afiniteti vezanja
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molekule RRNA za divlji i mutirani tip enzima je gkticki jednak ¢ablica 9), tj. razlike

energija su reda veélne standardne devijacije.

10 T T

. . 10 , T , T . T v T
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d/A
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poloiaj B — HisS68(He2)-Glus12(0e2) | |
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a) b)
Slika 51. Dva poloZaja His568 tijekom 10 ns MD simulacijenkdeksa: a) oWT-RRN#y i b)

oN406Q-RRNAyp. Promjena udaljenosti izrie Ne vodika His568 (He2) i karboksilnih kisika, Oel i

0Oe2, Glu512 prikazana je crnom i crvenom linijoraldZaji A i B ilustrirani su na slici 47.

Rezultati MD simulacija provedene s molekulom stgiat(RRNA) vezanom na &ia da
koordinira atom cinka i nalazi se iznfeploce iz ,donje* domene proteina u veznom mjestu
,otvorene“ forme mutanta W300L DPP Il (tzv. komkée oW300L-RRNAyp) potviduju
pretpostavku da evolucijskicavani Trp300 sudjeluje u vezanju liganda i to n&imala
pomaZe u odrzavanju funkcionalnog integriteta peshtaj S2 u enzimt. U divljem tipu
enzima trodimenzionalna struktufeploce sastavljene od B-vrpci iz ,donje“ domene
proteina stabilizirana je vodikovim vezama iztuandolnog prstena Trp300 i Glu309, kao i
CH-r, kationst i van der Waalsovim interakcijama izdweindolnog prstena Trp300 i tadker
evolucijski potpuno ¢&uvanog Lys405. Gubitak navedenih interakcija udlijgutacije
triptofana 300 u leucin, za posljedicu ima peuge fleksibilnosti navedenil-vrpci iz
»donje* domene proteina (porast u deRMSFvrijednostima za aminokiseline koje se nalaze
u okolici Trp300 i Lys405, slika 52) i naruSavangrcijarne struktureB-ploce (slika 53)
sastavljene od B-vrpci iz ,donje” domene i njezinog pomicanja prenpgornjoj“ domeni.
Budwi da prvi arginin s N-kraja molekule supstrata @inokiselinski ostatak) interagira s
aminokiselinama iz t@-plo¢e (aminokiselinski ostaci 389. do 409.), naruSaa@aniercijarne
stukturep-plo¢e naruSavaju se i te interakcije. Pri tom je vapaglasiti da aminokiseline

389. do 412. pripadaju jednoj od p&twanih regija primarne strukture unutar obitelji 814
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44 —— OWB300L-RRNA, (13-18 ns)
—— OWT-RRNA, _ (25-30 ns)

RMSF- <RMSF>/ A

0 I 1C|)O I 2(|)0 I 3(|)O I 4(|)0 I SCI)O I GCI)O I 7(|)O

redni broj aminokiselinskog ostatka u slijedu
Slika 52. Razlike RMSF vrijednosti RMSF- <RMSPF>) pojedinih aminokiselina iz€anate tijekom
zadnjih 5 ns MD simulacije kompleksa divljeg tipazena (crvena linija: oOWT-RRN#, od 25. do

30. ns MD simulacije) i mutanta W300L DPP Il (crirgja: oW300L-RRNA,p od 13. do 18. ns MD
simulacije) sa supstratom RRNA uzim&ju obzir samo atome kafine okosnicu proteina.

Slika 53. Vezno mjesto kompleksa oW300L-RRN# a) nakon faze uravnoteZenja sustava i b)
nakon 18 ns MD simulacije. Molekula supstrata RRNNAdikovi atomi nisu prikazani zbog jasi®) i
aminokiseline Leu300, GIlu309 i Lys405 prikazaneSsaptima, a atom cinka bijelom kuglicom.
Udaljenosti (izméu Ca atoma) su navedene u A; c) prekloplieno (s obzir@m,donju“ domenu)

vezno mjesto kompleksa iz a) i b).
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Blago ,otvaranje* proteina tijekom 18 ns MD simujacpopra&eno je povéanjem
radijusa giracije (slika 54).

28

27

R /A

26

254

24

T T T 1
0 5 10 15 20
t/ns

Slika 54. Radius giracijeRy) proteina tijekom 18 ns MD simulacije kompleksa 30UL-RRNAp.

Tijekom produktivne MD faze koordinacijski broj &a je uglavnom Sest (monodentatno
je koordiniran s His450, Glu451, His455, Glu508psiuatom i molekulom vode), izuzev
prvin 5 ns kada GIlu508 bidentatno koordinira métal rezultira koordinacijskim brojem
cinka sedam. Tijekom simulacija molekula supsttateeznom mjestu enzima stabilizirana je
vodikovim vezama: a) gvanidino i amino skupine grvarg s N-kraja supstrata s Asp372,
odnosno Glu451 i b) gvanidino skupine drugog ArGls508. Ba&ni lanci His568 i Glu512

tvore vodikovu vezu tijekom cijele MD simulacijdika 55).
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Slika 55. Udaljenost ¢) izmeaiu Ne vodika His568 (he2) i karboksilnih kisika Glu51@e( i oe2)
tijekom 18 ns MD simulacije kompleksa oW300L-RRNA PoloZaji A i B ilustrirani su na slici 47.

4.1.2.1. Odréivanje kemijski aktivnog @i@a vezanja supstrata

Rentgenskom strukturnom analizom abiea trodimenzionalna struktura mutanta E451A
ljudske DPP Il u kompleksu sa pentapeptidom timorh pruzila je eksperimentalan uvid u
vezanje supstrata, kao i dokaz o postojanju globipa oblika proteina od onog odenog
prethodno istom metodom (PDB kod 3FVY). Bddula se tako oden n&in vezanja
molekule supstrata, kao i sama ,zatvorena® konfaijaaproteina, razlikuju od onih
dobivenih MD simulacijam&*? proveli smo dodatne MD simulacije kako bi se oired
(kemijski) aktivan na&in vezanja liganda u veznom mjestu enzima, kaotiviak forma
proteina. U tu svrhu pritena su jofetiri kompleksa DPP 11I-RRNA u kojima je molekula
supstrata RRNA vezana u dva réitéi polozaja (u polozaj odien za molekulu tinorfina,
RRNA, ili u poloZzaj odréen MD simulacijama, RRN#p) u tri razliite forme proteina (u
Lotvorenu“, oWT, i ,zatvorenu®, cWT, formu proteinadreienu difrakcijskom analizom, i
,zatvorenu® formu dobivenu dugim MD simulacijamaN@€yp); tzv. kompleksi cW{p-
RRNAwp, OWT-RRNA, cWTyp-RRNA i cWT-RRNA.

MM-PBSA metodom odi@ene su slobodne energije vezanja molekule RRNAaziiite
forme enzima. Entalpijski doprinos iztmat je za tri razita perioda od po 5 ns tijekom 15
ns MD simulacija, a entropijski (koriStenjem analimormalnih modova) na 15 ns dugoj
trajektoriji koja obuhvéa navedene intervaléaplical0).
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Tablica 10. Entalpijski i entropijski doprinos slobodnoj enigirgrezanja molekule Arg-Arg-2-

naftilamida (RRNA) u raztite forme proteina iziaunat MM-PBSA pristupom (dielektima konstanta

vode iznosi 80, a otopljene tvari 2). KoriSten @aj cinka +1,%.

t/ns OWT- CWTyp- OWT- CWTwp- CWT-
RRNAw  RRNAw RRNA RRNA RRNA
1500 (BHSD)  -15564% 23447+ 291,00+ -27250% ~-500,78+
@ mol’ 27,20 22,22 15,61 20,17 21,80
o005 (BH#SD)  -18301+ -23238+ -29334+ -28355% -48472%
@ mol’ 22,26 21,21 17,24 21,05 20,71
o53p (AH£SD)  -18389+ 24518+ -28899% 271,21+ -48735%
3 mol” 23,43 18,91 14,48 25,27 21,09
(TAS,.tSD)  -5544+  -5544+  -5544+ -5544+ -5544%
@ mol" 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(TAS,, tSD)  -4820+  -48,49+  -4833+ -47,95+ 48,62+
1630 3 mol* 0.21 0,08 0,21 0,21 0,04
(TAs, +SD) 4,98+ ~741+ 12,09+ -3192+ -47,03+
3 mol* 41.76 31,97 30,08 31,55 25,52
(TS, +SD)  -9866+  -111,34+ -91,71+ -13531+ -151,13+
2 mol 41.80 31,97 30,04 31,59 25, 52

Slobodne energije vezanja odese za komplekse gdje je RRNA vezana na ,MEBEinfau

wotvorenu“ i ,zatvorenu MD" formu protein, ukazujoa povéanje stabilnosti kompleksa s
poveanjem globularnosti proteina. lako molekula RRNAemgira s istim aminokiselinama
u oba kompleksa, te interakcije suwtgai dugotrajnije u kompleksu sa ,zatvorenom MD*
formom proteina téblica 11). Takder, stabilnost molekule RRNA je é& u ,zatvorenoj*
formi proteina (slika 56). Vazno je naglasiti dgekom cijele MD simulacije cWyp-
RRNAwp kompleksa His568 tvori vodikovu vezu s Glu512.
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Tablica 11. Dekompozicija entalpijskog doprinosa slobodnoj rgije vezanja po pojedinim
aminokiselinskim ostacima (a.0.) enzima za kommek$P Ill sa sintetkim supstratom RRNA
(Arg-Arg-2-naftilamid). Energije su izéanate MM-GBSA pristupom za period od 15. do 30Mi3
simulacija za strukture uzorkovane svakih 100 psvedene su energije a.o. koji doprinose sa viSe od
+4,18 kJ mol’. Podebljani su a.o. koji stabiliziraju RRNA i pepte supstrate (tablica 14) u

,zatvorenoj“ formi proteina (CWT).

OWT-RRNAw | cWTup-RRNAWD oWT-RRNA cWTup-RRNA CWT-RRNA
AH AH AH AH AH

a.o. - | a.o. T | ao. T | ao. T | a.o. 1
kJ mol kJ mol kJ mol kJ mol kJ mol

E451| -14,10| E45] -23,05 E329 -19,87 E316 -22,6&816| —-35,86

H568| -9,71 D372 -21,17| E316 -19,33 E3R9 -17,49 D396 521
D372| -7,03 F404 -15,56| E32f -13,10 E5P8 -8,7N394| -17,82

V447 | -6,02 H568 -6,69 N391 -12,47 | A388 -8,12 E329| -17,61

N406| -4,94 E316 -6,23 P38 -7,91 G3B9-7,91 E327| -17,41
E508| -—4,48 N406 -5,98 1390 -6,49 P3B7 -7,18 D496 7,20
Zn 14,69 V447 -5,48 G389 -6,07 | H568| -7,24 Zn -15,31
H455 -5,44 Y318 -5,82 | Q566 -4,60 | Y318 | —-15,23

N391 -5,02 G385 -5,36 F443 -4,27| N391| —-10,96

H450 -5,02 Zn 7,74 | H568 | -9,08

Zn 17,82 H455| -8,58

E507 | -8,28

P387| -7,95

1390 -5,65

A388 | —4,94

S317 -4,39

R399 9,87

K629 7,66
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Slika 56. RMSD profili izracunati iz MD trajektorije za glavnu okosnicu i néfti skupinu supstrata

(plava linija), prvi (crna linija) i drugi (crvenbnija) arginin s N-kraja molekule RRNA u svih pet
kompleksa DPP IlI-RRNA.

Dodatne simulacije s molekulom RRNA vezanom po uzoa molekulu tinorfina
pokazale su da je vezanje supstrata u izduzendpkaaciji energetski povoljnije od ,MD*
naina vezanjat@blica 10). Pri takvom vezanju arginini supstrata tv@rerpcu koja se na
antiparalelan nan veze za-plocu iz ,donje“ domene proteina sastavljenu od peftrpci.
Treba naglasiti da nas je primarno zanimala razikbodnih energija vezanja tj. zanimao nas

je smjer promjene slobodne energije vezanja.
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Dekompozicijska analiza (koristenjem MM-GBSA metpdablica 11) omoguila je
odrelivanje najznaajnijih interakcija izméu proteina i supstrata RRNA vezanog po uzoru na
molekulu tinorfina. U kompleksu cWT-RRNA, vodikoveze koje prva karbonilna skupine s
N-kraja supstrata tvori s proteinom (Asn391), kame izméu N-kraja supstrata i proteina
(Glu316, Asn391 i Asn394) bile su prisutne tijekoijele MD simulacije (slika 57). Takier,
cijelo vrijeme prisutne su i vodikove veze izitaeprvog i drugog b&nog lanca arginina iz
molekule RRNA i Asp396/Asp496, odnosno Glu316/GI8u329. Véina tih vodikovih
veza prisutna je i tijekom MD simulacije komplek®&/T-RRNA i cWTyp-RRNA; kao Sto
su vodikove veze izndel N-kraja supstrata i Glu316, i &rmog lanca drugog arginina i
Glu327, te Glu329. U kompleksu cWT-RRNA, atom cird@aajno doprinosi stabilizaciji
molekule supstrata RRNA (cink se nalazi na 2,1 Apegtidne veze koja sudjeluje u reakciji
hidrolize). U kompleksu cWipb-RRNA udaljenost izmiu cinka i peptidne veze je otprilike
10 A. Takater, u kompleksu cWip-RRNA ne postoji mreza vodikovih veza izdoe
okosnice supstrata i okosnice susjedne flrwipce koja je dioB-ploce iz ,donje* domene
proteina. Vazno je naglasiti dadm lanac prvog arginina iz molekule supstrata u GA&FT
RRNA tvori vodikovu vezu s Glu508, Sto nije &hjis kompleksom cWT-RRNA.

\
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Slika 57. Lijevo: optimizirana struktura kompleksa ,zatvoed DPP |l s Arg-Arg-2-naftilamidom
(prikazan Stagima sa ruiiasto obojenim ugljikovim atomima) dobivene nakom3aMD simulacija.
Staptima sa zeleno obojenim ugljikovim atomima prikazaneaminokiseline koje se nalaze unutar 4
A od supstrata. Polarne interakcije nasre su zutom iscrtkanom linijom. Bijela kuglica getavlja
ion cinka. Vodikovi atomi nisu prikazani zbog jagaoDesno: shematski prikaz aktivnog mjesta DPP

lll s vezanim ligandom.
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RMSFanaliza napravljena za svaki pojedini atom molekRRNA (slika 58) ukazuje na
smanjenu fleksibilnost supstrata kada je vezanduwzZenoj konformaciji u bilo kojoj od
,Zzatvorenih“ formi proteina. S druge strane, peéaa fleksibilnost bénog lanca prvog
arginina (atomi 1-7) i naftilamidne skupine (ato?2d-33) u@ena je u sléaju kada je RRNA
vezana u izduzenoj konformaciji u ,otvorenoj* DPIR Tijekom MD simulacija kompleksa
bocni lanac prvog arginina uglavnom je fleksibilnil ®ainog lanca drugog arginina, osim u
slweaju cWT-RRNA. lzrazenija fleksibilnost boog lanca drugog arginina (atomi 14-20)
primijecena je u kompleksima gdje je RRNA vezan na ,MRima tj. CWTyp-RRNAyp i
oWT-RRNAyp. Kao Sto je i za &kivati, globularnost proteina negativno je kowsatia s
fleksibilno&u liganda. Tijekom dodatnih 10 ns simulacija prvidenoj temperaturi (350 K,
slike 56 i 58) nije doSlo do zdajne promjene fleksibilnosti i mobilnosti molekURRNA.
Samo u sldaju cWT-RRNA i cWTp-RRNA kompleksa primijgeno je blago pou&nije
fleksibilnosti b&nog lanca prvog arginina, a u &ju cWTyp-RRNA i cWTyp-RRNAWD
naftilamidne grupe. Ti rezultati predstavljaju dbda potvrdu pouzdanosti veznih modova
dobivenih MD simulacijama (vezanje molekule RRNAoia MD simulacija pri 300 i 350 K
prikazani su na slici 59).

— oWT-RRNA
oWT-RRNAmd
2 ¢WTmd-RRNAmd
- c¢WTmd-RRNA
¢WT-RRNA

RMSF/ A
RMSF/ A

Slika 58. RMSF profili izracunati za svaki pojedini atom molekule supstrata RRIN svih pet
kompleksa DPP [lI-RRNA: a) za period od 15. do 89.(ili 50 i 80 ns) MD simulacije i b) tijekom
zadnjih 10 ns pri poviSenoj temperaturi (350 K).diéd nisu uzeti u obzir. Atomi 1-7 i 14-2€ine
bo¢ne lance 1., odnosno 2., arginina, atomi 8-13 R21glavnu okosnicu supstrata, a atomi 24-33
naftilnu skupinu.
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d) e)
Slika 59. Vezanja supstrata RRNA odieno nakon 30 ns (odnosno nakon 50 i 80 ns) MD siaijal

pri 300 K (atom cinka, kuglica, te ugljikovi atomiolekule supstrata, St&piobojeni su Zuto) i nakon

10 ns pri 350 K (atom cinka, kuglica, te ugljikoaiomi molekule supstrata, Stéipiobojeni su
tirkizno) u kompleksu: a) oWT-RRNA, b) oWT-RRN#A, ¢) cWTup-RRNAwp, d) cCWTyp-RRNA i
e) C(WT-RRNA.

Kada je RRNA vezan u oblik@-vrpce na antiparalelan &a za B-plocu iz ,donje”
domene, prvi arginin s N-kraja supstrata i naftidma skupina ostvaruju mnogostruke
interakcije s aminokiselinama iz obje domene pratedok drugi arginin s aminokiselinama
vec¢inom iz ,donje” domene (slika 57). To je i z&ekivati za aminokiseline koje formirafis
plocu.

U eksperimentalno oddenoj strukturi kompleksa DPP llI-tinorfin, atomiakosnice prve
i trece aminokiseline s N-kraja supstrata tvore vodikeeee s atomima iz okosnice Asn391,
odnosno Gly389 (slika 11, zute isprekidane linigdk u cWT-RRNA kompleksu postoje
vodikove veze samo izrda okosnice prvog Arg i Asn391 (slika 57, zute ikarte linije).

Vizualizacija mape elektrostatskog potencijala (eetpctrostatic surface potential
izracunate poméu APBS programa unutar programa PyMol) na povr@hrorene” forme

enzima ukazuje na snaznu elektrostatsku stabijizpozitivno nabijenih gvanidino skupina i
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N-kraja supstrata s negativnho nabijenim aminokisetia véinom iz ,donje* domene
proteina (Glu316, Glu327, Glu329 i Asp396, slikeig0, tetablicall). Vezanje molekule
RRNA na ndin da su njezini arginini orijentirani prema negat nabijenom dijelu proteina
koje se nalazi ug-ploc¢u sastavljenu od pgt-vrpci, energetski je izrazito povoljno. U isto
vrijeme, naftilamidna skupina je smjeStena u tzdrdfobnom dzepu gdje je stabilizirana van
der Waalsovim interakcijama s Pro387, Ala388, G§;38390, Ala416, Phe443 i Val447 i
CH-rt interakcijama s His568 i Arg669 (slike 57 i 60tdblicall). Buddi da je dno ,gornje”
domene proteina sastavljenatv®m od hidrofobnih aminokiselina (dio obojen bagela slici
60), ,zatvaranje” proteina dodatno pomaze awgu hidrofobnosti S1' podmjesta enzima. S1
i S2 podmjesto enzima sastavljeno je od negativabijenih aminokiselina iz ,gornje*
domene proteina; Glu451, Glu507, Glu508 i Asp486l{cal?).

Slika 60. Mapa elektrostatskog potencijala na povrsini ,otv@“ forme enzima u kompleksu s
RRNA (optimizirana struktura dobivena nakon 30 nB Bimulacije) izréunata APBS programom
unutar programa PyMol (prikazane su réi orijentacije proteina). Koncentracija pozitivfradijusa
2,0 A) i negativno (radijusa 1,8 A) nabijenih idzaosila je 0,05 M, a dielektme konstante proteina
i otapala (radijusa 1,4 A) iznosile su 2, odnos8oPlava i crvena povrsina odgovaraju potencijafu >
ke T, odnosno < —%gT (T = 300 K). Supstrat RRNA prikazan je Stapia.
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Tablica 12 Aminokiseline koje se nalaze unutar 4 A od Argi®-naftilamida (NA je skr@enica od
2-naftilamid) u strukturi kompleksa dobivenoj naké® ns MD simulacije i 5000 koraka optimizacije
geometrije. P1, P2, P1', P2'i P3' su aminokiskiliostaci supstrata koji interagiraju s odgovadéagju
podmjestima enzim (S1, S2, S1', S2' i S3'). Amiseknski ostaci koji prema MM-GBSA ¢anu
doprinose (#4,18 kJ md) stabilizaciji supstrata (vidi tablicu 11) dani sukurzivu. Podcrtane
aminokiseline destabiliziraju kompleks DPP IlI-RR#ema MM-GBSA raunu.

P2 P1 PL
CWT-RRNA Arg Arg NA

S2 S1 ST

E316 R319 P387

S317 Y318 A388

Y318 E327 G389

N391 E329 A416

1392 1390 F443

N394 E451 V447

D396 ES508 H568

R399 R669

H455

W495

D496

E507

K629

Simulacije u kojima je RRNA vezana u izduzenoj konfaciji pokazale su dacovani,
pozitivno nabijeni, Arg669 tvori Cht- interakcije s naftilamidnom skupinom supstrata.
Bezerra i suradnici u svom radugovore o ulozi Arg669 i Lys670 u stabilizaciji Gaia
tinorfina. Takaer, oni pretpostavljaju da je konformacijska promajenzima, koja odgovara
.Zatvaranju“ proteina, posljedica pucanja vodikoviéza izmédu Lys670 i aminokiselinskih
ostataka iz C-terminalnog dijela pame ,Sarke“ proteina (aminokiseline 409. do 420.)
inducirane vezanjem supstrata. d&dém, MD simulacije u kojima je tinorfin zamijenjes
RRNA (u kompleksu cWT-RRNA) pokazale su da ta prstavka ne vrijedi za kompleks sa
ovim supstratom (RRNA). lako naftilamidna skupin@NRA tvori CH-t interakcije s Arg669,

Lys670 se nalazi predaleko od supstrata da bi mog&arivati interakcije s njim.

MM-PBSA analiza provedena za MD simulacije u kojima molekula Tyr-Phe-
hidroksamata vezana po uzoru na molekulu tinondinaatvorenoj* formi proteina (slika 61)
ukazuju na bolju stabilizaciju (tj. nizu energijueaanja) inhibitora u veznom mjestu

.Zatvorene®, nego ,otvorene®, forme proteinalflica9). Meiutim, iako se inhibitor tijekom
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cijele (50 ns) MD simulacije nalazi u izduzenoj kanmaciji, na samom getku produktivne
MD faze naruSena je struktura vodikovih veza idmekosnica inhibitora i susjedne nfu
vrpce koja pripad&-ploci iz ,donje* domene proteina. Razlog tome je rg&girve peptidne
veze uslijed¢ega karbonilni kisik iz prve peptidne veze inhibtdoordinira atom cinka
(slika 61), a Glu316 ostvaruje vodikovu vezu s amm grupom iz iste peptidne veze.
Oc¢uvane su vodikove veze izdie amino skupina, tj. N-kraja inhibitora i Glu316s#391 i
Asn394. Karbonilni kisik fenilalanina (drugi karkibm kisik s N-kraja inhibitora) koordinira
cink prvih 18 ns, nakortega ostvarujeivrstu vodikovu vezu s His568. Hidroksamatna
skupina stabilizirana je dvjema vodikovim vezanegnom koja nastaje izride N-H grupe i
Gly389 i drugom izméu hidroksilne skupine i Glu508 ili Glu451 (slika)6Yodikova veza s
Glu451 mogla bi objasniti mehanizam inhibicije DPAPs Tyr-Phe-NHOH. Hidroksilna
skupina tirozina stabilizirana je vodikovom vezomAsp496. Osim navedenih vodikovih
veza, fenilalanin i tirozin stabilizira niz van d&vaalsovih i elektrostatskih interakcija s
aminokiselinama iz veznog mjesta enzima; tirozimbrtora ostvaruje interakcije s Tyr318,
Asp396, Arg399, His45b5, Trp495, Ser504 i GluS0Teralalanin s Phel09, Glu316, Tyr318,
Pro387, 11e390 i His568.
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Slika 61.a) vezanje Tyr-Phe-hidroksiamata u veznom mjestitvprene” forme proteina nhakon 30 ns

MD simulacije. Stagima sa zeleno obojenim ugljikovim atomima prikazaneaminokiseline koje se
nalaze unutar 4 A od inhibitora. Polarne interakciiznaene su zutom isprekidanom linijom. Bijela
kuglica predstavlja ion cinka. Vodikovi atomi niguikazani zbog jasre. b) shematski prikaz
aktivnog mjesta DPP Il s vezanim inhibitorom (sivbojom nazn&ne su vodikove ili koordinativne
veze koje nisu prisutne cijelo vrijeme tijekom slamije). Udaljenosti izm#u: c¢) cinka i prvog ili
drugog karbonilnog kisika s N-kraja inhibitora i djpdika hidroksidne skupine inhibitora i
karboksilnog kisika Glu451 ili Glu508, tijekom 58 MD simulacije.

Vazno je naglasiti da je tijekom 50 ns duge MD damnije kompleksa cWT-INH, atom
cinka koordiniran sa 7 liganada. Tijekom prvih X8His450, Glu451 i His455 monodentatno
koordiniraju cink, a inhibitor i GIlu508 bidentatnalok tijekom preostalih 32 ns MD
simulacije inhibitor véinom monodentatno koordinira Zh a Glu451 bidentatno. Tijekom

simulacija nije doslo do ulaska vode u koordin&eijsferu cinka.
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4.2. Supstratna specifénost

Dokazano je da ljudska DPP Il osim Arg-Arg-2-niaftnida hidrolizira i druge supstrate,
sintetitke kao &to su Phe-Arg-2-naftilamid i Ala-Arg-2-riginid,'* te prirodne peptide kao
Sto su endomorfin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-BH endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-MK Leu-
enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) i tinorfin (Val-Valyp-Pro-Trp)!® U svrhu razumijevanja
Siroke supstratne specifiost ljudske DPP Il provedene su MD simulacije kbsksa DPP
lll, u ,zatvorenom“ obliku, s peptidnim supstratim@ptimizirane strukture kompleksa
dobivene nakon 30 ns duge MD simulacije prikazaneasslici 62.
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c)
Slika 62. Optimizirane strukture kompleksa ,zatvorene* DHP il a) Leu-enkefalina (prikazan

Staptima sa sivo obojenim atomima ugljika), b) endommafil (prikazan Stafima s plavo obojenim
atomima ugljika) i c¢) endomorfina-2 (prikazan Stapia s tirkizno obojenim atomima ugljika)
dobivene nakon 30 ns MD simulacija. Aminokiselirgekse nalaze unutar 4 A od supstrata prikazane
su Stapiima sa zeleno obojenim atomima ugljikaa. Polarterakcije nazngne su Zutom iscrtkanom

linijom. Bijela kuglica predstavlja ion cinka. Vailinisu prikazani zbog jaste.
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Entalpijski i entropijski doprinosi slobodnoj engrgezanja molekule supstrata u aktivno

mjesto enzima dani sutablici 13, a rezultati dekompozicijske analize, &naati MM-GBSA

metodom, utablici 14. Udava se da je vezanje peptidnih supstrata manjergayze od
vezanja RRNAtablical0).

Tablica 13. Entalpijski i entropijski doprinosi slobodnoj egér vezanja molekula supstrata, Leu-

enkefalina (L-EN), endomorfina-1 (EN1) i endomos&fid (EN2), u ,zatvorenu“ formu proteina

(cWT) izratunati MM-PBSA pristupom premu su dielekttine konstante otapala i otopljene tvari 80,

odnosno 2, a haboj cinka +15

t/ns CWT-L-EN CWT-EN1 CWT-EN2
15-20 (\H % SD) / kJ mol* -284,76 +17,87  -304,76 £17,74  —-253,93 + 17,82
20-25 (\H % SD) / kJ mol* ~273,68+17,95  -305,64 +16,82 -259,78 +17,70
25-30 (\H % SD) / kJ mol* -264,35+1586  -305,64 +19,08 -260,16 + 15,10

TASiza £ SD) / kJ mol* ~56,15 + 0,00 -56,48 + 0,00 ~56,27 + 0,00

(

(TASkor + SD) / kJ mol* ~49,79 + 0,08 ~49,41 + 0,04 ~48,99 + 0,04
15-30

(TASy + SD) / kJ mal* 2,05 + 37,61 7,66 + 25,98 ~9,04 + 42,72

(TASror £ SD) / kI mol*  -103,85 + 37,57 ~98,24£2598  -114,27 +42,76
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Tablica 14. Dekompozicija entalpijskog doprinosa slobodnoj rgije vezanja po pojedinim
aminokiselinskim ostacima (a.0) enzima za kompldékB® Il s peptidnim supstratima: Leu-enkefalin
(L-EN), endomorfin-1 (EN1) i endomorfin-2 (EN2). &ngije su izraunate MM-GBSA pristupom za
period od 15. do 30. ns MD simulacije za struktuzerkovane svakih 100 ps. NazZeai su a.o. za
koje je energijski doprinos veod —4,18 kJ/mol. Takier, podebljani su oni a.o. koji stabiliziraju i

peptidne supstrate i RRNA (tablica 11) u ,zatvojefmmi enzima (CWT).

cWT-L-EN cWT-EN1 cWT-EN2
AH AH AH
a.o T | a.o. T | a.o. 1
kJ mol kJ mol kJ mol

R669| -16,78| E316 | —-18,37 | E316 | —-12,93
E316 | -15,23 | H568 | —-14,64 | N391 | -11,55
N394 | -11,46 | N391| -11,09 | H455| -10,17
F443| -10,38| P387| -10,71 | P387| -9,96
H455| -9,96 | Y318| -9,67 | Y318 | -9,08
N391| -9,62 | Zn -9,12 | Zn -7,95
H568 | -8,95 | H455| -9,04 | N394 | -7,82
P387| -8,41 | N394| -9,00 | H568| -7,49
R572| -6,82 | R572 -7,031 V447 -7,1%
Zn -5,73 | v447| -6,99| G389 -6,69
A388| -5,31 | 1390 | -6,28 | 1390 | -6,65
E507| -5,19 | A388| -6,23 | A388| -6,40
Y318 | -5,10 | E512] -6,19| F448 -6,32
1390 | -4,90 | G389 -5,61| H450 -6,15
G389, -481| F109 -5,36 F109 -4,90
F109| -4,14 | H450 -4,90| E507 | -4,60
E507 | -4,64
F443| -4,06

oT

Rezultati dekompozicijske analizelical4) pokazali su da se peptidni supstrati vezuai is
vezno mjesto enzima kao i Arg-Arg-2-naftilamid, gfabilizirani su s istim aminokiselinama
(tablica 15). Metutim, za razliku od elektrostatski stabilizirane lekmle RRNA, Leu-
enkefalin i endomorfini su wom stabilizirani van der Waalsovim i Cilinterakcijama,

kao i intramolekulskim paralelnim slaganjem arorkifitgedinica (engstacking.
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Tablica 15. Aminokiseline koje se nalaze na udaljenostima dootl molekule supstrata (L-EN, EN1

I EN2, redom Leu-enkefalin, endomorfin-1 i endom®oi) u optimiziranom kompleksu cWT-supstrat

dobivenom nakon 30 ns MD simulacija. P1 i P2 sunakiselinski ostaci peptidnog supstrata, od

katalitickog mjesta prema N-kraju, odnosno P1', P2' i R8hprC-kraju supstrata, koji se smjestaju u

odgovarajda podmjesta enzima ozfra sa S1, S2, S1', S2' i S3'. Aminokiselinski odtag prema

MM-GBSA racunu zngajno doprinose stabilizaciji supstrata (<—4,18 lal/rtablica 14) napisani su u

kurzivu.

P2 P1 P1 P2’ P3
CWT-L-EN Tyr Gly Gly Phe Leu

S2 S1 Sr S2’ S3

E316 Y318 G389 F109 A416

N391 1390 Y318 K439

N394 E451 P387 F443

1392 ES508 A388 N545

P393 H568 Q566  Mb546

D396 H568  A549

R399 R572 R669

H455 R669

E507

S504

P2 P1 P1 P2’
CWT-EN1 Tyr Pro Trp Phe-NH,

S2 S1 ST Sz’

E316 Y318 A388 F109

N391 1390 G389 G385

N394 E451 A416 1386

R399 E508 F443 P387

H455 H568 V447 Q566

W495 H450 H568

S504 E512 R572

E507 R572  R669

P2 P1 P1 P2’
CWT-EN2 Tyr Pro Phe Phe-NH

S2 S1 ST S2’

E316 Y318 A388 F109

N391 1390 G389 1386

N394 E451 A416 P387

R399 E508 F443 Q566

H455 V447 R572

S504 H450 R669

E507 E512

H568
R572

Najznaajnija je razlika u stabilizaciji aminokiseline ul BoloZzaju molekule supstrata.

Arginin iz molekule RRNA tvori veliki broja vodikaki veza s aminokiselinama iz ,donje"

Antonija Tomi ¢

Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 135

domene proteinatgblica 12), dok je glicin/prolin u skaju peptidnih supstrata gotovo
iskljucivo stabiliziran van der Waalsovim interakcijam@-plocom (ablica 15). lako béni
lanci arginina i tirozina, aminokiseline u P2 pap?Z RRNA i peptidnih supstratéaplice 12 i
15), interagiraju s istim aminokiselinama enzim&aajno veéa energija stabilizacije
molekule RRNA posljedica je ¥eg broja vodikovih veza. Aromatske aminokiselin®1l
polozaju tvore veliki broj van der Waalsovih i GHinterakcija s aminokiselinama u
hidrofobnom dZepu proteina, dok glicin iz Leu-ergdtefa, ostvaruje samo van der Waalsove
interakcije s Gly389 iz ,donje”“ domene proteitakfical5). Sva tri peptidna supstrata imaju
vezan fenilalanin u S2' podmjestu koji je stabiami van der Waalsovim, Chl4 stacking
interakcijama s Phel09, Pro387, His568, Arg5729g6&0, te povremeno s Tyr31l&ljlica
15). Leucin iz Leu-enkefalina u podmjestu S3' diaban je vodikovim vezama iznde
njegove C-terminalne karboksilne skupine étmg lanca Arg669téblicals i slika 62), kao i
van der Waalsovim i CHt-interakcijama s aminokiselinama iz hidrofobnog i @roteina.
Slicne interakcije tvori i molekula tinorfina u kristgrafski odrdenoj strukturi kompleksa
DPP Il (slika 11). C-terminalna karbonilna skupinetrapeptida endomorfina-1 tvori
vodikovu vezu s Arg572 iz ,gornje” domene proteina.

Slicno kao i u sldaju kompleksa cWT-RRNA, Leu-enkefalin i endomorfpodjednako
su stabilizirani s aminokiselinama iz obje domenatgna i sa srediSnjim metalnim ionom
(tablica 15). Veina vodikovih veza prisutnin u kompleksima s pepia supstratima
posljedica je vezanja liganda na antiparalelatimaa p-plocu iz ,donje* domene proteina.
Medutim, u kompleksu cWT-RRNA, molekula RRNA stabitemna je s 4-5 dodatnih
vodikovih veza koje njezini imi lance tvore s negativno nabijenim aminokiselinain

~-donje” domene proteina (slika 63).
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broj vodikovih vez

Slika 63. Broj vodikovih veza koje supstrati, Arg-Arg-2-nédtid (RRNA, crna linija), Leu-
enkefalin (L-EN, crvena linija), endomorfin-1 (ENAelena linija) i endomorfin-2 (EN2, plava linija),
tvore s aminokiselinama iz veznog mjesta ,zatvotdasme (cCWT) proteina DPP Ill. Analiziran je
period od 15. do 30. ns MD simulacija. U prosjekisfandardna devijacija) molekule RRNA, L-EN,
EN1 i EN2 redom ostvaruju 7,0 (£ 1,5), 4,1 (x 1Ay (= 1,3) i 1,7 (+ 1,0) vodikovih veza.

Tijekom MD simulacija kompleksa, DPP llI je ostalavojoj p&etnoj konformaciji (npr.
radijus giracije se promijenio najvise za 5 %, aléd). Samo je u staju kompleksa oWT-
RRNA doslo do postepenog ,zatvaranja“ proteinapgmagog (nakon ~10 ns MD simulacija
pri 300 K), a potom izrazenijeg (tjekom zadnjih T8 MD simulacija pri povisenoj
temperaturi). R&un slobodne energije vezanjalflical3) napravljen je na dijelu trajektorije
gdje se radijus giracije proteina promijenio naviga 5 % od svoje petne vrijednosti

(pocetni dio MD simulacije).
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OWT-RRNAp
OWT-RRNA
CWTyp-RRNAp
CWTyp-RRNA
CWT-RRNA
CWT-L-EN
CWT-EN1
CWT-EN2

T T T T
0 20 40 60 80

Slika 64. Promjena radijusa giracije tijekom MD simulacijanipleksa DPP llI-supstrat. RRNA, L-
EN, EN1 i EN2 su redom Arg-Arg-2-naftilamid, Leuketfialin, endomorfin-1 i endomorfin-2.

Aminokiselinski ostaci 462. do 490. kdjine ,fleksibilnu petlju” proteina izostavljeni sa ratuna.

Iz svega navedenog moze se zalkljua je supstratna spedifiost ljudske DP Il definirana s
dva faktora: a) sposobnassupstrata da se veze u oblprrpce, i b) pozitivno nabijenim N-
krajem molekule supstrata. Vazno je primijetiti slap-ploca, za koju se na antiparalelan
nain veze molekula supstrata, i aminokiseline kojéjaluju u stabilizaciji N-kraja supstrata
dio prve i druge visokodvane regije iz obitelji DPP Ifi,5to upéuje na njihovu vaznost u
enzimskoj aktivnosti. Takter, pokazano je da raZlie aminokiseline imaju raziite
»Sklonosti* (eng.propensity tvorenjup-nabranih pléa, pricemu su Val, lle, Leu, Cys, Phe,
Tyr, Trp, Thr i Met najbolji kandidati'® Uistinu, prirodni supstrati DPP 1Il, kao &to su
endomorfin-1(Tyr-Pro-Trp-Phe-NB§i endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NMHi Leu-enkefalin
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu), véinom su sastavljeni od tih aminokiselina. Moze akljuciti da je
za vezanje molekule supstrata n&ingoji ¢e biti kemijski aktivan, nuzno da na prva tri
poloZzaja (P1, P2 i P1) od N-kraja ima aminokiselikoje pokazuju w@i ,sklonost*
formiranju B-vrpce. Nadalje, utena je sklonost P2, P1' i P2' polozaja prema askimat
aminokiselinama (Tyr, Phe i Trp) koje taley rado tvores-vrpce, a u navedenim polozajima
tvore van der Waalsove, Cid4 stackinginterakcije s aminokiselinama iz S2, S1' i S2'
podmjesta enzima.

Zanimljivo je da su endomorfini i Leu-enkefalin styati DPP Il iako u P1 polozaju
imaju prolin/glicin, aminokiseline za koje se snaatta naruSavanju formiranje sekundarne
strukturep-ploce. To se moze objasniinjenicom da druga aminokiselina s N-kraja supatrat

ne sudjeluje u mrezi vodikovih veza izéweokosnice supstrataBiploce iz ,donje”“ domene
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proteina. Buddéi da je sekundarna struktura neke regije posljedioasenzusa slijeda
aminokiselina nije nuzno da sve aminokiseline wmpeeferiraju navedenu strukturu. Tako su
npr. za formiranjea-zavojnice potrebne minimalno 4 aminokiseline, odu éizu, koje
pokazuju sklonost prema toj strukturi, dok je mrnhiranju p-vrpce potrebno imati 3 od 5
aminokiselina u nizu s ¥em sklono8u prema toj strukturi. Pojeditiae ,pogreske”
poprimaju sekundarnu strukturu svojih susjeda.

Ve¢ su 1967. Ellis i Nuenk8 pokazali da je RRNA od svih dipeptidil-2-naftiladhai
najbolji supstrat DPP I1ll, dok su Ala-Ala-2-naftied, Lys-Lys-2-naftilamid, Gly-Arg-2-
naftilamid, Ser-Tyr-2-naftilamid, Leu-Ala-2-naftiidd i Lys-Ala-2-naftilamid vrlo loSi
supstrati. lako Arg, kao i ostale aminokiseline gL\Ala, Ser) dipeptidil-2-naftilamidnih
supstrata, pokazuje nisku ,sklonost* formirajwrpce, arginini, u kompleksu cWT-RRNA,
kompenziraju to stvaranjem velikog broja vodikowkza s aminokiselinama u veznom
mjestu enzima Sto potuju i MD simulacije (80 ns) tijekom kojih RRNA ogtavezana na
antiparalelan nan zaf-plocu iz ,donje” domene proteina (slika 56). Todaé@m nije sliaj s
ostalim dipeptidil-2-naftilamidnim supstratima.

Model supstratne spedifiosti koji se bazira na sklonosti aminokiselinanfoanju
sekundarne struktur@-vrpce suzava supstratnu spegibst DPP I, ali i objasSnjava
otpuStanje molekule produkta iz veznog mjesta eazihaime, pucanjem peptidne veze

narusSava se stabilizacffavrpce Sto olakSava otpustanja produkata.

4.3. Ulazakl/izlazak liganda u/iz aktivnog mjesta enzima

Pristup molekula otapala aktivnom mjestu ,zatvofemksperimentalne i teorijske, forme
enzima ispitan je programom CAVER (pfému je najuzi dio tunela definiran radijusom
molekule vode od 1,4 A) i/ili RAMD simulacijama. Naj na&in odrefeni su moggi pristupni
putevi (tzv. tuneli) koji povezuju atom cinka i yako otapalo.

U slkaju ,zatvorene MD* forme proteina, programom CAVERentificirana su
cetiri moguwta tunela za ulazak/izlazak molekule vode (slika)6%Haz najkrgeg tunela
(duZine otprilike 21 A, plavi tunel) kojegine aminokiseline 1le301, Lys304, Leu369, Thr370
i Asp372, promjera je 3,4 A, dok promjer ulaza ndgh tunela (duzine otprilike 43 A, crveni
tunel) iznosi svega 1,1 A (slika 65a). lako je civéunel (definiran s aminokiselinama
Phel09, Thrl112, Tyr318, Glu555, Leu663 i Lys666l) mo uzak, izraunati B-faktori (slika
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34) ukazuju na zriajnu fleksibilnost tog dijela enzim, Sto wye na njihovu prilagodljivost

ulasku molekule vode ili supstrata.
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Slika 65. Glavni tuneli (prikazani raalitim bojama) odréeni programom CAVER za: a) ,zatvorenu*
strukturu dobivenu nakon 101 ns MD simulacije ,otume“ forme enzima i b) rentgenskom
strukturnom analizom oddenu strukturu ,zatvorene“ forme enzima. Prikazane razlcite

orijentacije. Rudiasta kuglica odgovara atomu cinka.

Tri od ovacetiri tunela, tj. plavi, crveni i Zuti, potteni su RAMD simulacijama
provedenima unutar programskog paketa AMBERS. Zazak iz aktivnog mjesta enzima
molekula vode négge je koristila plavi tunel (72 %), dok su crveridti tuneli koristeni
podjednakaesto.

Tijekom 101 ns (od ukupno 207 ns) MD simulacijevaene” forme enzima (0WT-1
strukture) ion cinka, osim s His450, Glu451, His4%5u508, monodentatno je koordiniran i
S dvije molekule vode. Unutar tog vremenskog ira&a(101 ns) sveukupno pet molekula
vode izmjenjuju se u koordinaciji cinka. M&im, nikada viSe od dvije molekule vode ne

koordiniraju istovremeno cink i nikada se ne iznygn obje odjednom (slika 66). Izmjena s
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molekulama u okolnom otapalbulk-u) odvijala se podjednako korigteplavi i Zuti tunel.
Proces izmjene je puno brzi na¢ptku simulacije nego tijekom zadnjih 50 ns. RaZlmge je
najvjerojatnije suzavanje ulaza u aktivnho mjestaima uslijed konformacijske promjene
enzima. Dodatna potvrda tome su preostalih 100 Bssihulacije (ukupno 207 ns) tijekom
kojih nije doSlo do izmjene molekula vode WAT2 (ezena crvenom bojom na slici 66) i
WATS5 (ozn&ena ruztastom bojom na slici 66), tj. te dvije molekule edkbordiniraju cink

sve do kraja MD simulacije.

e \NAT1
A r— e \WAT2
e \VAT3
34 O — w— \NAT4

e \VATS

molekula vodi

T T T T T
0 20 40 60 80 100

t/ns

Slika 66. Vrijeme unutar kojega odi#ena molekula vode koordinira atom cinka tijekom Hb@1MD

simulacije ,,otvorene” forme proteina.

Najuzi dio Zutog tunela (s ulazom promjera 5 A)uden je s Asn391, His568 i
Glu508, tj. aminokiselinama kojgne vezno mjesto enzima.

RAMD simulacije kojima su pratavani putevi izlaska molekule supstrata (RRNA) iz
veznog mjesta ,zatvorene MD* forme proteina slazussonima dobivenim programom
CAVER. lako molekula RRNA za izlazak iz aktivhog esfa koristi svacetiri tunela
prikazana na slici 65a, plavi i Zuti tunel koriStan u 90% sltiajeva i to s podjednakom
vjerojatnogu.

Programom CAVER identificirano je pet glavnih tumé€bzngeni razltitim bojama
na slici 65b) koje molekula vode koristi za izlazakaktivnog mjesta difrakcijom X-zraka
odreiene ,zatvorene” forme enzima (PDB kod 3T6B). Razlikmeiu tirkiznog i zelenog,
kao i crvenog i Zutog tunela, je u dijelu tunelgi ke najizloZeniji otapalu (ulaz u protein),
dok je dio tunela koji prolazi kroz unutrasnjosotgina isti. Plavi tunel je najkéa(duzine
17,5 A), dok su zeleni i crveni tuneli skoro dvogw duzi, 30.3 A, odnosno 31,6 A. Builu
da su tirkizni i Zuti tunel za otprilike 7 A duljid zelenog, odnosno crvenog, moze se govoriti

0 postojanju samo tri tunela tj. plavog, zelenogvenog.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 141

Na samom ulazu u plavi tunel nalaze se aminokisehier194, Tyrl96 i Lys294, dok
unutrasnjost oblazu aminokiseline za koje je dokazda definiraju vezno mjesto enzima
(Ile315-Tyr318, Gly389-Arg399, His450, Glu451, Hi&} Thr494-Ser497, Ala503-Glu508,
His568 i Arg629). Ovaj tunel sian je Zutom tunelu identificiranom u ,zatvorenoj MD
strukturi enzima. Ulazni dio zelenog tunela defnirje s Gly13-Serl5, Val415-GIn420 i
Glu667-Lys670, aminokiselinama kojgne ili se nalaze u okolici tzv. potme ,Sarke,
nakoncega slijede Asn545, Arg548, Ala549, GIn566, HisSB®t569 i Arg572, te ostale
aminokiseline iz veznog mjesta enzima. Vazno jmipetiti da su zeleni tuneli identificirani u
obje ,zatvorene” forme enzima &hi, s tim da se ulaz u zeleni tunel u eksperimental
odreienoj strukturi nalazi ispod ,Sarke”, a u MD struktiznad ,Sarke”. Ulazni dio crvenog
tunela definiran je s Glu316-Gly323, Thr501-Glu50Bhe562-GIn570, nakodega slijede
Lys107-Aspl1l, Glu327, Glu329, Ser384-Asn394, A8y39yr557, Arg638, Tyr64l i
Glu642, sto ukazuje na &host crvenih tunela u obje ,zatvorene* forme.

4.4. Konformacijska dinamika DPP Il i vezanje liganda

Prema G. G. Hamme¥l jedan od razloga zasto su enzimi, makromolekulékeve
molekulske mase, tako efikasni bioloSki katalizajer njihova sposobnosti da u otopini
poprime razlkite konformacije. Stoga, potpunije razumijevanjegd enzima kao katalizatora
zahtjeva detaljno poznavanje njihovih konformagchgkromjena.

Prvi korak u reakcijskom mehanizmu enzima je vezasypstrata. Supstrat moze ili
inducirati (potaknuti) konformacijsku promjenu emz (model inducirane prilagodbe) ili se
selektivno vezati za jednu od niza postd)e ravnoteznih konformacija enzima (model
pomaka u populaciji, engpopulation-shift modelili model konformacijskog odabira, eng.
conformational selection modeli model ravnotezne raspodjele konformera girg-existing
equilibrium). Okazaki i Takada* pokazali su da su jake i dalekodoseZne interakiije npr.
elektrostatske interakcije) izmhe proteina i supstrata udjenije za model inducirane
prilagodbe, a kratkodoseZzne interakcije za modehgi@ u populaciji. Konformacijska
promjena enzima moze Zi@no promijeniti i entropiju sustava, kao i reakkijokoli$ uslijed
istiskivanja molekula vode iz unutraSnjosti progeinTo ¢e rezultirati smanjenjem

polarizabilnost i promjenomif, vrijednosti ionizabilnih skupina iz aktivnog mjastnzima.
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Ratunalne simulacije i eksperiment ukazali su na kon&xijsku promjenu DPP Il iz
izduZene, tzv. ,otvorene“, u kompaktnu, tzv. ,zatmu“, pri ¢emu tercijarna struktura
pojedinih domena ostajetwvana RMSD vrijednosti izméu odgovarajtih domena oWT i
CcWT, te oWT i cWTyp, struktura su otprilike 0,6 / 1,5 A (,gornje*) i4 2,0 A (,donje")).
lako autori eksperimentalno odeme ,zatvorene* strukture DPP Il tvrde da vezdiganda
inducira ,zatvaranje* enzima (sukladno modelu indare prilagodbe), duge MD simulacije
pokazale su da u otopini dolazi do ,zatvaranja“iemzi bez prisustva supstrata (sukladno
modelu konformacijskog odabira). U prilog modeluntarmacijskog odabira, govori i
¢injenica da je energetski najpovoljniji dia vezanja liganda u oblikp-vrpce zaB-plocu iz
,donje* domene proteina uglavnom posljedica kratlse¥nih interakcija iznd@ proteina i
liganda; vodikove veze iznda okosnica supstrata i proteina i aromatske intgj@kainih
lanaca aminokiselina na 1.,3. i 4. polozaju s Neksaipstrata.

Nadalje, vazno je naglasiti da postoji razlika udosbnom relativnom poloZaju domena
kod ,zatvorene" forme enzima odiene difrakcijom X-zraka i one dobivene MD
simulacijama. U ,zatvorenoj* strukturi dobivenoj MBimulacijama, cWypp (slika 67c),
koordinacijska sfera cinka nalazi se iznggloce iz ,donje* domene proteina, dok je u

eksperimentalno oddenoj, cWT (slika 67b), pomaknuta u smjeru pukotine.

Slika 67. Tri razlicite konformacije DPP llI: ,otvorena“ (lijevo) i ,za@orena“ (sredina) struktura
enzima odréene rentgenskom difrakcijom i ,zatvorena® struktulabivena MD simulacijama
(desno). ,Gornja“ domena (aminokiseline 337-374 242468) obojana je crveno, a ,donja“
(aminokiseline 1-336, 375-421 i 669-726) plavo.vBha bojom istaknut je poloZ@iploce sastavljene
od petp-vrpci iz ,donje* domene. Aminokiseline D186, Q40500 prikazane su Sta&pna, cink
sivom kuglicom, a udaljenosti (D186-S500) d, (Q400-S500) @ atoma iscrtkanim crnim linijama.
Fleksibilna petlja (aminokiseline 463-489) obojgmaivo.
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lako se standardne MD simulacije mogu koristiti ppouwavanje konformacijskih
promjene enzima, veliki prostorni pomak (,zatvaesnj enzima kut izméu dviju domena
smanji se za otprilike 60%) i vrijeme potrebno za takav pomak od nekoliko twEs® do
stotina ng>**? zahtijevali su upotrebu nekih priladgenih metoda MD simulacija u takvim
istrazivanjima. Dakle, kako bi poboljSali uzorkoyan postigli bolju statistiku, dodatno je
provedena serija ubrzanih MD simulacija (AMD), kaoMID simulacija krupnog zrna
(CGMD), enzima s vezanim i bez vezanog liganda.ddanim simulacijama ostvaren je
detaljan uvid u konformacijsku promjenu ljudske DIPkao i u utjecaj vezanja liganda na
konformaciju DPP Ill. Odréena je i forma enzima najpodesnija za vezanje stpst

Prilikom analize rezultata MD, AMD i CGMD simulaaij razlika izméu tri poznate
forme DPP Il (oWT, cWT i cW{p) opisana je sljed@&m geometrijskim parametrima.

Stupanj ,zatvorenosti“ proteina, te samim time kwnfacijska promjena DPP I, opisan
je radijusom giracijeRy). Pove&anje globularnosti proteina tijekom simulacije paigno je
smanjenjemRy vrijednosti. Ry vrijednosti izr&unate za p&etne oWT, cWT i cWip
(,zatvorena“ struktura dobivena nakon 207 ns MDuganije) strukture (za atomigki i CG
model) dani su uablici 16. Najvéa Ry vrijednost pripada ,otvorenoj* strukturi DPP Ill,
oWT, a najmanja ,zatvorenoj“ strukturi dobivenoirdkcijom X-zraka, cWT.

Udaljenostima izméu Co atoma aminokiselinskih parova D186-S500 (thvudaljenost)
i Q400-S500 (tzv.d, udaljenost) definirana je niesobna orijentacija dviju proteinskih
domena. Stoga, parametlj i d, predstavljaju kriterij za n#isobno razlikovanje cWT |
CWTwp struktura (vidi sliku 67 itablicu 16). Aminokiseline D186 i Q400 pripadaju
zavojnicama iz ,donje” domene, a S5@@avojnici iz ,gornje* domene proteina (slika 61).
»zatvorenoj“ strukturi dobivenoj MD simulacijamagdaljenostd, (Q400-S500) je znatno

manja nego u p@tnoj, oWT, strukturit@blical6).
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Tablica 16. Geometrijski parametri koriSteni za definiranjeistja ,zatvorenosti“ enzima i tipa
.Zzatvorene" strukture DPP lll. Izéanate su vrijednosti za karakterfste strukture DPP Il (za CG i
atomistEki model). Radijus giracijeRy) izracunat je za atome iz okosnice proteina (ili zrna iz
okosnice proteina) ptiemu su zanemarene aminokiseline koje pripadajsifiéioj petlji iz ,gornje”

domene (aminokiseline 463-489).

L OWT CWT cWTwp
geometrljs_k ! isteki atomisttki atomisttki
parametri  |CG model""t?nn;'g[ecI CG model =" "' | CG model ™ "~
Ry/ A 27,1 27,2 24,8 24,7 25,6 25,6
d(D186-S500) / A 38,5 38,5 13,0 11,6 16,9 17,0
d,(Q400-S500) / A 25,6 25,2 21,3 20,9 8,8 8,2

4.4.1. Konformacijski klasteri DPP 111
Strukture generirane MD i AMD simulacijama moguwksasificirati u 7 klastera (CO-C6, slika

68).

S PEDECTO

x4 SN

O ariaas DA

"?»‘ ‘:. PrEs :'o
) e

)

Slika 68. Centroidi klastera C0-C6 dobiveni klasterskom i@oah struktura generiranin MD i AMD
simulacijama. @ atomi S500, Q400 i D186 (njihovi poloZaji naZeai su na centroidu klastera CO)

prikazani su crnim kuglicama.
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Iz prosje&nih vrijednosti geometrijskin parametara klastefadanih utablici 17, moze se
zakljwiti da ovom klasteru pripadaju ,,otvorene” strukti®P lli ¢ije su prosjéneRy, di i do
vrijednosti sléne onima izréunatim za oWT strukturu (vidiablicu 16). Po istom principu
klasterima C3 i C2 pripadaju ,zatvorene“ cWT, odmdWTyp, strukture DPP Il (vidi
tablice 16 i 17). Prosjgne Ry vrijednosti klastera C1, C4, C5 i C6 nalaze seeiamonih
odreienih za klastere CO i C3. S obzirom na pripagajy i d, vrijednosti, strukture iz
klastera C1 i C6 predstavljaju prijelazni oblik @VT u cWTyp strukturu, a strukture iz
klastera C4 i C5, prijelazni oblik iz oWT u cWT w@turu. Svi navedeni prijelazni oblici u
daljnjem tekstu zvatée se polu(semi)zatvorena®ili semiWT DPP Ill. Vazno je uéti da
klasteri kojima pripadaju semiWT i oWT forme enzimaglavhom imaju vé standardne
devijacije parametard; i d, (vidi tablicu 17), nego klasteri kojima pripadaju ,zatvoreni®
oblici, cWT i cWTyp. To ukazuje na @i varijaciju struktura unutar klastera s ,otvorenij

strukturama.

Tablica 17. Geometrijski parametri (vidi sliku §7zratunati za pojedine klastere (CO-C6).

klaster zastuplienost/% R>/A <d>/A <d>/A

CO 13,3 26,7+0,431,1+4,4 244+33
C1 13,9 26,0+0,3224+26 16,5+3,2
Cc2 11,5 254+0,218,2+1,8 9,5+3,6
C3 24,0 248+0,211,2+1,2 19,7+2,0
C4 25,5 255+0,319,8+3,2 23,0+2,8
C5 10,4 252+0,2146+24 194+26
C6 1,3 266+0,427,7+3,6 16,6 +3,0
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Slika 69. Udaljenosti izméu Co atoma D186-S500d() i Q400-S500 ¢,) struktura koje pripadaju
razli¢itim klasterima (C0-C6). Klasteri su odeni klasterskom analizom trajektorija generiranid M

AMD simulacijama slobodne DPP Il i njenog komplaksa supstratom (Arg-Arg-2-naftilamidom).

4.4.2. Mapiranje razli¢itih konformacija dobivenih MD simulacijama

4.4.2.1. MD simulacije slobodnog enzima.
Prijelazi izmeu klastera (CO>C1/4/6-C2, slika 70), kao i smanjenje radijusa giracig,
(slika D1) i udaljenostid; i d; (slika D2), zapazeni su tijekom 207 ns MD simykci
,otvorene®, oWT, DPP Il (oWT-1 simulacija). Mininfraa Ry vrijednost (25,3 AtablicaD3)
postignuta je nakon 132 ns MD simulacije i nijezaeajno promijenila tijekom sljed¢h 70
ns. Strukture generirane nakon 74-te ns MD simj@gmiipadaju klasteru C2 (samim time
obje cWTyp strukture, dobivene nakon 101 ns i 207 ns, pripaklasteru C2).

Reverzibilni prijelazi oWF>semiWT—cWTyp, ekvivalentni prijelazima izni klastera
C0~C1/4/6-C2 (slike 70, D1 i D2), zapazeni su i tijekom ostatracih (100 ns) MD

simulacija s oWT formom proteina kaog@nom (oWT-2,3 simulacije).
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Tijekom MD simulacija cWT forme proteina (CWT-1-#malacije) nisu zapazeni prijelazi
izmedu klastera, te sve uzorkovane strukture pripadigsiéru C3 (slika 70).

Razlozi zasto tijekom MD simulacija nisu demi prijelazi c Wk-0oWT i cCWT-CcWTyp
mogu biti: a) neefikasnost MD simulacija, b) prisodamih prijelaza (prijelazi s visokom
energijskom barijerom) i ¢) utjecaj okoliSa (,oteoa“ struktura slobodnog enzima mogla bi

biti posljedica gustog kristalnog pakiranja i kaistacijskih uvjeta, vidi sliku 31).

4 100 ns
oWT-1
OWT-2
oWT-3
cWT-1
cWT-2
cWT-3
cWT4

klaster

tilek MD simulacije

a)

=—{ 100 ns
oWT-1
OWT-2
oWT-3
oWT-4
oWT-5
CWT, -1

cWT, -2

MD
CWT,, -3
CWT, -4
S : CWT, -5
£ CWT-1
i B CWT-2

cWT-3

.= CWT-4
of 2 JE I.J m CWT-5

klaster

tijek AMD simulacija

b)

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 148

OoWT-3 AMD,

klaste!

oWT-1 AM D 3

tijek AMD simulacija

c)

=4 100 ns
oWT-RRNA-1
oWT-RRNA-2
oWT-RRNA-3
oWT-RRNA-4
oWT-RRNA-5
CWT, ,-RRNA-1
CWT,,,-RRNA-2
CWT,,,-RRNA-3
cWT, ,-RRNA-4
cWT, ,-RRNA-5
cWT-RRNA-1
cWT-RRNA-2
cWT-RRNA-3
cWT-RRNA-4
cWT-RRNA-5

klaster

tijek AMD simulacija

d)
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—1 100 ns

klaste

OWT-RRNA-1 |
OWT-RRNA-2
OWT-RRNA3  AMD,
OWT-RRNA-4
OWT-RRNA-5 |
OWT-RRNA-1 |
oWT-RRNA2 | AMD3

I
I
EEEEEEN’

tijek AMD simulacija

e)
Slika 70. Pripadnost struktura generiranih tijekom indivihila MD simulacija (individualne
simulacije ozné&ne su raztitim bojama) odréenom Kklasteru. X-os predstavlja vremensku
koordinatu (nazngen je period od 100 ns, gremu vrijeme raste s lijeva na desno), a y-os pripsd
klasteru (od 0 do 6). U obzir su uzete struktuneegieane svakih 100 ps. Dani su rezultati: a) MP, b
AMD 4, ¢) AMD, i AMD ; simulacije slobodnog enzima, i d) AMD e) AMD, i AMD 3 simulacija
kompleksa DPP IlI-RRNA.

4.4.2.2. AMD simulacije slobodnog enzima.

Tijekom oWT-1,2 AMD i oWT-1,3,4 AMD, simulacija udeni su prijelazi
OWT—semiWT—cWT, tj. doSlo je do ,zatvaranja® enzima u oblikreden difrakcijskim
eksperimentom, dok se tijekom oWT-3,4,5 AMDoWT-2,5 AMD, simulacija protein ili
djelomino ,zatvorio® (u semiWT oblik), ili je ostao u ,otwenoj* konformaciji, oWT
(prijelazi oWT<semiWT, vidi slike 70, D1 i D2). Za razliku od naenih, AMD simulacije
S najmanjim potencijalom poticaja (AMBimulacije), pokazuju ,zatvaranje“ oWT strukture
u semiWT ili cWTyp oblik (Sto odgovara prijelazima izmhe klastera C8>C1/4/6—C6, vidi
sliku 70), kao Sto je primifeno i tijekom standardnih MD simulacija, dok piel opazeni
tjekom AMD simulacija s v&im potencijalom poticaja (AMPi AMD, simulacije) nisu
opazeni tijekom standardnih simulacija. Dakle, AMihulacijama tinkovitije je pretrazen
konformacijski prostor DPP Ill, nego MD simulacijam
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Kao i u sléaju MD simulacija, ni tijekom AMD simulacija nije dosSlo do ztajnije
promijene radijusa giracije ,zatvorenih* (cWT i cWd) formi enzima. Najvéa promjena (ij.
poveanje) geometrijskin parametaf®;, d, i d, opazena je tijekom cWT-5 i cWib-5
simulacija fablica D3), Sto odgovara prijelazima izihe klastera C8-C4/5, odnosno
C2-C5. U oba sltaja radi se o cWT/cWypb<—»semiWT prijelazima. Konformacije
uzorkovane za vrijeme preostalih cWT ili c\WJ simulacija, pripadaju klasterima C3,

odnosno C2.

4.4.2.3. AMD simulacije kompleksa DPP IlI-RRNA.
a) RRNA vezan u oblik@vrpce zag-plocu iz ,donje“ domene (eksperimentalno odem
nacin vezanja).Serija AMD simulacija kompleksa DPP IlI-RRNA pralena je kako bi se
ostvario uvid u utjecaj liganda na konformacijskemjenu enzima. \eje pokazant® da
najpovoljniji n&in vezanje RRNA odgovara onom eksperimentalno datrem za tinorfin u
mutantu E451A DPP III. Bezerra i strpretpostavili su da je ,zatvaranje“ enzima potaknu
pucanjem vodikove veze iziae Lys670 i aminokiselina iz ,Sarke” (aminokiselid89-420)
proteina uslijed vezanja liganda (tinorfina). d&dém, MD simulacije pokazale su da se u
kompleksu DPP 1lI-RRNA naftilamidna skupina molekuRRNA nalazi predaleko od
Lys670 da bi s njim interagirafé® kao i da do ,zatvaranja“ enzima dolazi i bez pstsa
liganda. Takder, u@&eno je da se u ,poluzatvorenim® i ,zatvorenim* $ttwrama DPP |lI,
Lys670 nalazi sa straznje, konveksne, strane praieloZzen molekulama otapala (slika 76).
Tijekom AMD simulacija kompleksa oWT-RRNA doslo ¢ zn&ajne konformacijske
promjene enzima, koja odgovara ,zatvaranju” enziMaze se udti da je na kraju AMD |
AMD , simulacija kompaktnost enzimaRg> u rasponu od 25,4 do 26,3 A) nesto manja nego
u sluitaju simulacija slobodnog enzimaRg> u rasponu od 24,8 do 25,1 A), dok je obrnuti
slutaj na kraju AMD simulacija (K> u rasponu od 25,8 do 26,1 A i od 25,2 do 25,6 A
tijekom simulacija slobodnog enzima, odnosno kokgd¢ Kao i u sléaju simulacija
zapa@etih s oOWT strukturom, tijekom AMD simulacije konegsa 0oWT-RRNA
najzastupljenije su semiWT strukture koje pripad@jy C4, C5 i C6 klasterima (slika 70).
Vazno je uditi da velika véina tih semiWT strukture pripada klasterima C4 i, @G5
strukturama koje predstavljaju prijelazni oblik kidstera CO (strukture gshe oWT) ka C3
(strukture skkne cWT). Na temelju AMD simulacija moze se pretpoti da vezanje liganda
potice ,zatvaranje” DPP Il u cWT oblik.
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Tijekom AMD simulacija kompleksa cWT-RRNA nije doSl do znaajnije
konformacijske promjene enzima (generirane strakpripadaju C3 klasteru). Za razliku od
AMD simulacija zapoetih s cWTyp strukturom gdje w@na generiranih struktura pripada C2
klasteru, strukture generirane tijekom AMD simujadompleksa cWyip-RRNA uglavnom
pripadaju C5 klasteru, tj. doslo je do prijelazaTofy—semiWT (C2-C1/3/4—-C5 prijelaz,
slika 70). Dakle, rezultati AMD simulacija kompleks RRNA ukazuju da vezanje supstrata

inducira transformaciju proteina u oblik&liji cWT formi.

b) RRNA vezan za ,gornju“ domenu (@a vezanja odréen simulacijama)Tijekom jedne
(oOWT-RRNAwp-3) od sveukupno tri AMB simulacije kompleksa oWT-RRN#& (u kojem
je supstrat vezan na d&ia odreien ra&unalnim simulacijama) doSlo je do zagnijeg
smanjenja radijusa giracije i udaljenaditii d, (slika 71a i b), prtemu se protein ,zatvorio“ u
oblik slican cWT formi. Uslijed ,zatvaranja® enzima doSlo ¢® pomicanja molekule
supstrata prema ,donjoj* domeni, da bi nakon 100AMD simulacije RRNA bio vezan u
veznom mjestu enzima nadma slican onom odrdenom eksperimentalno za tinorfin (slika
71c) .
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R /A
d/A

24

t/ns t/ns

c)
Slika 71. Promjena: a ) radijusa giracijgy (aminokiseline iz fleksibilne petlje, 462-490, miszete u
obzir) i b) udaljenosti izmi#u D186-S500 i Q400-S5000atoma tijekom AMD simulacija kompleksa
OWT-RRNAyp. ¢) lijevo (zeleno obojana) petna struktura oWT-RRN#y kompleksa i desno (Zuto
obojana) struktura dobivena nakon 100 ns AMD sigijdakompleksa oWT-RRN#p-3. Molekula
RRNA prikazana je Stafima.

4.4.2.4. CGMD simulacije slobodnog enzima.

Konformacijski prostor uzorkovan tijjekom CGMD siraglla DPP Il obuhvéa
konformacijske prostore generirane tijekom MD i AM$&mulacija slobodnog enzima.
Tijekom 3 od 20 CGMD simulacija doSlo je do potpgnzatvaranje® enzima, jednom u
CWTwp oblik (oWT-1 simulacija) i dva puta u cWT oblik W6r-8 i oWT-13 simulacije)
(tablicaD4, te slike D1 i D2). Do djelorminog ,.zatvaranja“ enzima (0WHsemiWT prijelaz)
doslo je tijekom 8 CGMD simulacije (0WT-2,3,4,5,8,15,18; pripadajte minimalne
vrijednosti parametarRy, d; i d, u tablici 4D nalaze se unutar srednje vrijednoatiedenih
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parametara + SD klastera C1, C4, C5 i C6, tj. klaskojem pripadaju semiWT strukture,
tablica 17). Minimalna vrijednost radijusa giracg®stignuta u navedenim simulacijama
Tijekom preostalih CGMD simulacija nije doslo doazajne promjene u strukturi petne
oWT forme proteina.

Kao i u sl¢aju MD simulacija u kojima se svaki atom tretiraspkcitno, tijekom CGMD
simulacija najstabilniji je cWT oblik proteina (& D1 i D2). 5 od 20 CGMD simulacija
zapaetih iz cWTyp strukture (cWTp-7,11,12,19,20) pokazuju ,otvaranje” proteina u
~poluzatvoreni* (semiWT) oblik, prkemu dolazi do povi@nja parametarBy i d; (tablicaD4,
te slike D1 i D2). Pouwsanjed, udaljenosti zapazeno je tijekom 5 CGMD simula¢ijé&/Typ-
5,7,10,13,16, slika D2), Sto ufije na cW T, p—CcWT prijelaz.

4.4.3. Raspodjela uzorkovanih struktura u prostoru defimnom dvijema glavnim
komponentama

Konformacijska promjena enzima oWACWTyp«<—>CWT u potpunosti (100 %) je opisana s
prve dvije glavne komponente prikazane na slici (A2zn&en je doprinos pojedinih
aminokiselina odr#enoj glavnoj komponenti). Prva glavha komponent&£1(P opisuje
usklaten pomak aminokiselina koje se nalaze na rubu mukazmelu domena, tj. gibanje
koje odgovara ,zatvaranju“ proteina, dok druga gkvkomponenta (PC2) predstavlja
paralelni pomak proteinskin domena u suprothom smjgto odgovara cWjip<>semiWT

prijelazu.
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Slika 72. Doprinos fluktuacije pojedine aminokiseline dvjeglavnim komponentama (PC1 i PC2).

Glavne komponente opisuju OWACWTyp<—CWT prijelaze DPP Ill. Vrijednosti koje se za vigd

jedne standardne devijacije (SD) razliku od praseRMSFvrijednosti obojane su crvenoR#¥MSE

+ SD) i plavo (RMSFE - SD), dok su vrijednosti iznde obojane bijelo. € atomi aminokiselina

D186, Q400 i S500 (crne kuglice) povezani su crigantkanim linijama i prikazani na strukturama

DPP Il koje odgovaraju naj¢em pomacima duz glavnih vektora.

Na slici 73, u koordinatnom sustavu definiranormgepdvije glavne komponente (PC1 i

PC2), nazn&en je polozaj oWT, cWT i cWilp struktura, kao i struktura generiranih tijekom
MD, AMD i CGMD simulacija.
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Slika 73. Raspodjela struktura u koordinathom sustavu defiloim s prve dvije glavne komponente
(PC1i PC2). Strukture su generirane tijekom: a) sifdulacija DPP llI, b) i ¢) AMDB simulacija DPP
[ll, odnosno kompleksa s RRNA, d) i e) AMBimulacija DPP Ill, odnosno kompleksa s RRNA, f) i
g) AMD; simulacija DPP I1ll, odnosno kompleksa s RRNA, e @GMD simulacija DPP lII.
Uzorkovane strukture (svakih 100 ps ucsiu atomisttkin simulacija i svakih 10 000 koraka u

slutaju simulacija krupnog zrna) obojane su ovisno rakstiri iz koje su zapgete simulacije, tj.

simulacije koje su zagete iz OWT strukture obojene su crno, iz cWT cryemnone iz cWJp plavo.

PoloZaji p@etnih oWT, cWT i cWTp struktura nazrigeni su redom zelenim, tirkiznim i ré&stim

simbolom.

Iz raspodjele struktura generiranih tijekom MD slawija (slika 73a), utava se da su

regije uzorkovane oko ,zatvorenih®“, cWT i cWd, struktura puno uZe od regije uzorkovane

oko ,otvorene“, oWT, strukture (simboli obojeni erb, tirkozno i ruZiasto na slici 73a).

Medutim, najviSe struktura uzorkovanih tijekom MD silacija je iz regije koja se nalazi

izmeiu oWT i cWTyp formi DPP lll. Vazno je uéti da MD simulacijama nije bilo moge
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simulirati prijelaz izméu cWT i ostale dvije forme enzima, na Sto éyge izolirani polozaj
regije u okolici cWT strukture.

Usporedba konformacijskih prostora obuéesmaih tijekom MD i AMD simulacija
zapaetih s oWT kao p&etnom konformacijom (regija obojena crno na sligda,/b, d i f)
ukazuje da se tijekom AMDIi AMD, simulacija protein uglavnom razvijao u smjeru cWT
forme, a tijekom MD i AMD simulacija isklj&ivo u smjeru cWTp forme. lako je tijekom
AMD simulacije doslo do oWdhsemiWT—cWT prijelaza, AMD simulacijama uglavhom
je uzorkovan konformacijski prostor koji se nalaaneiu oWT i cWT formi. Sléno kao i
kod MD simulacija, AMD simulacijama uzorkovana jeligno uska regija kada su kao
pocetne koriStene kompaktne, cWT i c\W, strukture, tj. uzorkovane su samo strukture
susjedne p&etnoj.

CGMD simulacijama cWyjp forme proteina uzorkovan je puno ¢ve&konformacijski
prostor (regija obojana plavo na slici 73h) negaludaju simulacija zap&etih iz c(WT forme
proteina (regija obojana crveno na slici 73h). puduje nacinjenicu da je cWTp oblik
manje zak®éen od cWT oblika. Vazno je dibi da se konformacijski prostori uzorkovani
tjekom CGMD simulacija raziitih formi proteina (oWT, cWT i cWjp) meaiusobno
preklapaju, Sto ukazuje na mdgst prijelaza izmi&u pojedinih struktura.

Dakle, sve MD simulacije (MD, AMD i CGMD) uguju na véu stabilnost ,zatvorenih®
nego ,otvorenih” formi DPP I, préemu je tijekom simulacija cWT forma manje podlozna
promjeni od cWT,p forme.

Rezultati AMD simulacija slobodnog cWT enzima (jagbbojana crveno na slici 73b) i
njegovog kompleksa s RRNA (regija obojana crvenalica 73c) u skladu su s rezultatima
standardnih (90 ns dugim) MD simulacija komplekgaTeRRNA koje pokazuju da vezanje
liganda ne utjge zn&ajno na dinamiku najkompaktnije, cWT, forme progeifvidi d; i d;
udaljenosti na slici 74a). Zoajniji utjecaj vezanja liganda na dinamiku ,zatwoeé forme
odreiene dugim MD simulacijama (cWb) i ,otvorene” (oWT) forme enzima opazen
tijekom AMD simulacija, u slaganju je s rezultatim® simulacija kompleksa oOWT-RRNA i
cWTump-RRNA (vidi d; i d, udaljenosti na slici 74b i ¢, kao i strukturu kdeksa cWTyp-
RRNA dobivenu nakon 40 ns MD simulacije na slicdY.4Naime, tijekom AMD simulacija
kompleksa cWTip-RRNA uzorkovan je w@ konformacijski prostor nego tijekom simulacija
slobodnog cWiip enzima (vidi regije obojane plavo na slici 73c), blok je tijekom
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simulacija ,otvorene” forme enzima &en pomak u smjeru cWT forme enzima (vidi regije

obojane crno na slici 73b-h).
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Slika 74. Udaljenosti izméu Co atoma D186-S500d() i Q400-S500d,) tijekom MD simulacija: a)
.Zzatvorene” (CWT) strukture, b) ,zatvorene" strukgudobivene dugim MD simulacijama (c\Wd) i
c) ,otvorene” (0WT) strukture u kompleksu s Arg-A2gnaftiiamidom (RRNA) vezanim po uzoru na
tinorfin u mutantu E451A DPP Il (pdb code 3T6B). preklopljene péetna (zeleno) i korima
(tirkizno, nakon 40 ns) struktura kompleksa c\WIRRNA; ligand je prikazan Stafima, a @& atomi
D186, Q400 i S500 kuglicama.
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4.4.4. Objasnjenje rezultata MD, AMD i CGMD simulacija

Rezultati MD simulacija ukazuju na postojanje ré&tih formi DPP Il u otopini, pricemu su
kompaktnije (u potpunosti ili djelomo ,zatvorene®) strukture zastupljenije. lako je
.Zatvaranje“ proteina entropijski potpomognut pracenterakcije izméu aminokiselina iz
~gornje“ i ,donje“ domene zn&@jno stabiliziraju ,zatvorene* (cCWT i cWb) forme proteina.
MM-PBSA dekompozicijska analiza slobodne energgeppjedinim aminokiselinama (slika
75), kao i uvid u strukture ,zatvorenih“ formi, pa#ali su da interakcije izrda parova
aminokiselina Asp111-Arg565, Trp300/Asp372-Lys40beu369-Phe404 stabiliziraju cWT
oblik, dok je cWTyp oblik stabiliziran interakcijama iznde Met178, GIn400, Glu507 i GIn

566 i aminokiselina iz susjedne domene.
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Slika 75. Promjena AE = E(,otvorena®) - E(,zatvorena®)) Gibbsove slobodne energije pojedinih
aminokiselina uslijed ,zavaranja“ enzima, naato MM-GBSA pristupom. ,Zatvorena“ forma je ili
a) cWT ili b) cWTyp. U r&unu su uzeti 10 nanosekundni intervali (strukturerkiovane svakih 100
ps) dobiveni MD simulacijama slobodnog enzima. Aokiseline koje ,preferiraju” (tj. koje imaju
nizu Gibbsovu energiju) ,zatvoreni, cWT ili cWjb, oblik naznaene su na strukturama: a) cWT ili

b) cWTyp forme. U cWTyp strukturi atom cinka prikazan je bijelom kuglicom.

U ,otvorenoj“, oWT, formi DPP lll Lys670 zauzimaintaciju u smjeru pukotine izrda
domena, dok je u ,zatvorenim®, cWT i cWd, strukturama orijentiran prema otapalu sa
straznje, konveksne, strane enzima (slika 76). MBB& ra&unom je pokazano da je
orijentacija Lys670 prema otapalu energetski paowalj (slika 75). Takder, MM-GBSA

racun ukazuje na zrajniju stabilizaciju cinka u ,otvorenoj“, nego u agworenoj* formi
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enzima (zadnji ostatak na slici 75). To je poshadnepovoljnih interakcija iznde cinka i
pozitivno nabijenih aminokiselina iz ,donje* domepeoteina u kompaktnoj, ,zatvorenoj”,

formi enzima.

Slika 76. Polozaj Lys670 i Ala416, prikazanih kuglicama agi¢ima, na poetku (pdb kod: 3FVY,
obojeno crveno) i nakon 207 ns (obojani plavo) Miwdacije oWT forme DPP Ill. Dio proteinskog
lanca koji se nalazi unutar 6 A od Lys670 obojancieeno ili plavo. Vodikove veze izniae

kabonilnog kisika Ala416 i amidne diramino grupe Lys670 prikazane su iscrtkanom crrinijom.

LZatvaranjem“ enzima smanjuje se povrsina dostuggapalu SASA.i to otprilike tri puta
vise u CWT, nego u cWJp strukturi tablica 18). U isto vrijeme, izbacivanjem molekula
vode iz pukotine izm& domena (slika D3), smanjuje se polarizabilnosteigje. Prema
Hammesu?® medij nize dielekttine konstante omoguje lak$u deprotonaciju molekule
vode, Sto je korisno za aktivnost DPP l1ll, béidda je pretpostavljeno da je to prvi korak u

reakciji 2%*1°
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Tablica 18. Razlika u prosjgnoj povrSini dostupnoj otapalu $ASA + standardna devijacija)
izracunatoj na intervalima od 2 nanosekunde preuzetmhdD simulacija. Prvi redak odgovara razlici
<SASA struktura generiranih tijekom oWT-1 simulacij@térvali: 205.-207. ns i 1.-3. ns), a drugi
redak razlici $ASA struktura generiranih tijekom cWT-1 simulacij@térval 9.-10. ns) i oWT-1
simulacije (interval 1.-3. ns). PovrSine su &mate programom NACCESS (gornje vrijednosti) i

PSAIA (donje vrijednosti, u kurzivu).

simulacijsko > | A<SASA(nepolarni dio | A<SASA (polarni dio
sustav vrijeme / ns A<SASA £SD/A proteina) + SD / A proteina) + SD / A
=760 + 357 -388 + 236 -372 + 287
oWwT 205-207 -642 + 387 -398 + 222 -244 + 312
-1952 + 334 -1079 + 201 -873 + 279
cwT o-11 ~1834: 402 ~1141x 195 ~693 + 326

AMD simulacijama dodatno je potiena opravdanost koriStenja modela konformacijskog
odabira za opisivanje vezanja liganda za DPP Iihe Gu u skladu s termodinatkim
mjerenjima koja su pokazala da se RRNA veze u obpkrpce zap-plocu iz ,donje”
domene. Méutim, postavlja se pitanje veze li se molekula saps u vé ,zatvorenu® (CWT)
formu proteina ili u ,poluzatvoreni“ oblik nakotega dolazi do pomaka konformacijske
ravnoteZze u smjeru kompaktnije forme proteina. @dgma to pitanje pruzile su usmjerene
MD simulacije (SMD) u kojima je na atom cinka patena molekula tinorfina. Na petku
SMD simulacije tinorfin se nalazio izvan veznog stgecWT strukture DPP lll, &oije blizu
ulaza u jedan od tunela (odemih programom CAVER, vidi poglavlje 4.3. i slikbl®) koji
molekula vode koristi za ulazak u aktivno mjestoTc®rukture. Tinorfin smjesSten s prednje
strani pukotine izm#&u domena (slike 77 1 65b) uSao je u vezno mjeststedi plavi tunel, a
onaj smjesten sa straznje, konveksne strane, Zalegli (slike 77 i 65b).
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Slika 77.Promjena: a) radijusa giracijBg i b) udaljenosti izméu Co atoma D186-S50a() i Q400-
S500 ¢l,) tijekom SMD simulacije kompleksa DPP lll-tinorfifPaietna (lijevo) i konana (desno)
struktura kompleksa preuzete iz SMD simulacija (inka je na atom cinka privi@na molekula
supstrata postavljena s: c) prednje (cWT-tinorfin-4) straZznje (cWT-tinorfin-2) strane pukotine.

Atom cinka prikazan je sivom kuglicom, a molekutetfina Staptima.
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Vazno je naglasiti da je u oba &ja ulazak tinorfina u vezno mjesto enzima bio néogu
tek nakon proSirenja mjesta ulaska uslijed pomakéemskih domena u suprotnom smjeru
(popraeno povéanjem radijusa giracije proteina za otprilike 1sfika 77a). ProSirenje ulaza
plavog tunela (slika 65b), koji prema rezultatimANRD simulacija danima u poglaviju 4.3.
ligand nageXe koristi za putovanje iznde okoline i aktivhog mjesta, uzrokuje pdemje
udaljenosti izméu Co atoma D186-S500 i Q400-S500 (slika 77b).

Vazno je uditi i veliku slicnost proteinskih struktura dobivenih SMD simulatig
kompleksa DPP lll-tinorfin (prikazana na slici 7desno s €;>=20,0 £ 0,9 A i €,>=24,6 +
0,8 A tijekom zadnjih 5 ns SMD simulacije) i semiVgTruktura koje pripadaju klasteru C4.
Temeljem toga moZe se pretpostaviti da se ligapgemnajatnije veze u ,poluzatvoreni* oblik

DPP 11l korist&i pritom plavi tunel za ulazak u vezno mjesto ereim

Dakle, iako je eksperiment pokazao da je ljudska® DR podlozna konformacijskoj
promjeni (rentgenskom strukturnom analizom ddree su strukture ,otvorene“, oWT, i
.zatvorene®, cWT, ljudske DPP llI), éanalne simulacije pokazale su da ta promjena nije
jednoznéna, tj. da postoje dvije ragite kompaktne strukture DPP Ill, cWT i cWd, kao i
cijeli niz meiuoblika, tzv. ,poluzatvorenih® struktura. Svim tistrukturama zajedtka je
ocuvanost tercijarne strukture pojedinih domena kwilh konformacijske promjene enzima.
MD simulacije pokazale su da do ,zatvaranja“ pnaéeidolazi punoce&e nego do
,otvaranja“. Tijekom MD i AMD simulacija s najmamji potencijalom poticaja (AMP
simulacije) oWT strukture, doSlo je ili do potpunggatvaranja® proteina u cWjp oblik, ili
do djeloménog ,zatvaranja“ u oblik koji odgovara khgstanju izméu oWT i cWTyp (u
sliaju AMD; simulacije i cWT) strukture. ,Zatvaranje” enzima oblik odreien
eksperimentom (cWT) dogodilo se samo tijekom AMDhgiacija s véim potencijalom
poticaja (AMDy i AMD, simulacije), Sto uptuje na zakljdak da je za taj prijelaz potrebno
savladati viSu energijsku barijeru. Vazno je naglaga tijekom simulacija nije uno
potpuno ,otvaranje” niti jedne od &ezatvorenih” struktura (CWT i cWib), tj. prijelaz u
oWT oblik. Povremeno je doSlo do njihovog ,otvaeni ,poluzatvoreni* (semiWT) oblik,
medutim samo tijekom AMD simulacija. Takva stabilndsimpaktnih strukture slaze se s
termodinamikim podacima’*'? Zatvaranje* DPP Ill je entropijski potpomognutoges pri

¢emu je glavni doprinos oslotanje uréenih molekula vode iz pukotine izde domena u
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okolno otapalo (engbulk). Hidrofobni okolis u kristalu u kombinaciji s gus kristalnim
pakiranjem i samim time jakim interakcijama izine proteinskih jedinica, favorizira
»otvorenu“ konformaciju slobodne DPP Il odienu kristalografski.

Za razliku od AMD simulacija s ¥@m potencijalom poticaja (AMBPi AMD , simualcije),
AMD simulacije s manjim potencijalom poticaja (AMBimulacije) ukazuju na znajan
utjecaj vezanog liganda na fleksibilnost DPP Ilijekom AMDs; simulacija slobodnog
enzima preferirano je ,zatvaranje” oWT struktureWTyp oblik (5to se slaze i s rezultatima
MD simulacija), dok su simulacije kompleksa ukazsdepreferirano ,zatvaranje oWT forme
u cWT oblik u prisustvu vezanog liganda. AMD sinuija slobodnog enzima i kompleksa s
RRNA upltuju na ,poluzatvorene” strukture kao najzastup|grkako je tijekom simulacije
kompleksa DPP 1lI-RRNA uzorkovanadaeregija semiWT oblika (uzorkovan je mnogcive
broj razlgitih semiWT oblika) nego tijekom simulacije slobadn enzima, moze se
pretpostaviti da se ligand veze za semiWT oblikireaz a potom potpomaze ,zatvaranje” u
aktivni, c(WT, oblik, Sto su potvrdile i SMD simulge

Provedeni rauni pokazali su da su u otopini prisutni raiioblici DPP llI, ali da su oni
kompaktniji (u potpunosti ili djelomino ,zatvoreni*) zastupljeniji, prcemu je semiWT
vjerojatno najreaktivniji za vezanje supstrata.eB@/no vezanje liganda za semiWT oblik
pomie ravnotezu prema globularnijem obliku enzima. Baai da je vezanje supstrata
entropijski potaknut proces §to je u skladu s kif@n mjerenjima za vezanije tinorfina.

Rezultati SMD simulacija takier ukazuju na vaznost semiWT oblika. ,Zatvorenifilob
iako energetski najpovoljniji za katalizu, je prekgsaktan da bi omogio ulazak i vezanje
supstrata u vezno mjesto. Treb&iddo djelomEnog ,otvaranja“ enzima kako bi se ligand
mogao vezati u aktivno mjesto.

Stoga, na temelju rezultata MD simulacija moZe postaviti da se vezanje supstrata

deSava po principu mehanizma konformacijske sgkeEtd inducira konformacijski pomak.

4.5. Koordinacija cinkova iona u aktivnom mjestu enzima

Preliminarni uvid u koordinaciju atoma cinka u distao cinku ovisnim enzimima napravljen
je koristenjem BioMe servera (http://metals.zesoitfr/metals/). Analiza struktura
pohranjenih u proteinskoj bazi podataka (PDB) pakaze da je koordinacijski broj cink u
vedini proteina (61,4%) 4, potom slijede koordinadijbkojevi 5 i 6 u 24%, odnosno 12,4%
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slicajeva. Ako se tzv. ,cinkovi prsti“ (engzinc finge) isklju¢e iz analize, tetraedarski

koordinirani cink je i dalje najzastupljeniji (52%agli udio pentaedarski i oktaedarski

koordiniranog cinka raste na 29,7%, odnosno na%5,7

QM/MM racuni na koordinaciji iona cinka u aktivnom mjestudgke DPP 1ll omogiili

su detaljnije razumijevanje koordinacije cinka aliatim konformacijama proteina. Do tada,

jedino su strukture ljudske i kvwsss/e DPP lll, pohranjene u PDB bazi podataka (kodovi

3FVY i 3CSK) pruZzale informacije u koordinaciju Znu aktivnom mjestu navedenog

enzima. QM/MM optimizacijom 18 djelokmo otopljenih struktura DPP IIl (enzim + 52

molekule vode) ispitan je utjecaj okoliSa (proteinatapala) na koordinaciju iona cinka u

aktivnom mjestu enzima. Geometrijski detalji prveokdinacijske sfere Zf, protonacijska

stanja liganada i njihove relativhe energije danusablici 19, i na slikama 78 i 79.

Tablica 19. Relativne energije (nize od 83,68 kJ mpljelomino otopliene DPP Il (enzim + 52

molekule vode) dobivene dvoslojnom ONIOM optimizawei s MO6 ili B3LYP funkcionalom i dva
razlicita osnovna skupa (6-31+g(d,p) za atome H, N, G LANL2DZ-ECP za ZA"). MM dio opisan
je AMBER poliem sila (parm96). Uspafene su energije razitih koordinacija, izrdunate

primjenom elektrostatskog uklapanja, za istu komfaeiju proteina. KB je koordinacijski broj cinka, a

brojevi u uglatim zagradama kazuju koordinirajGlu451, molekula(e) vode ili OHon, atom cinka.

pocetne strukture MO6 B3LYP
AEONlOl\ AEONlOM
sustav  KB[E451:HD:OHT] | KB[E451:H,0:OH] |3 ol KB[E451:H,0:0H] kJ mol
6[1:2:0] 6[1:2:0] 0,00 6[1:2:0] 9,96
5[0:2:0] 6[1:2:0] 29,71 5[0:2:0] 15,52
CWT 5[1:1:0] 5[1:1:0] 19,25 5[1:1:0] 0,00
4[0:1:0] 4]0:0:1] 51,42 4]0:0:1] 37,03
4[0:0:1] 4[0:0:1] 36,99 4[0:0:1] 23,30
6[1:2:0] 6[1:2:0] 0,00
5[0:2:0] 6[1:2:0] 0,00
5[0:1:1] 5[0:2:0] 72,43
CWTwo 5[1:1:0] 5[1:1:0] 58,41
4]0:1:0] 6[1:2:0] 0,00
4]0:0:1] 5[1:1:0] 49,58
6[1:2:0] 6[1:2:0] 15,82
owT 4[0:0:1] 6[1:2:0] 0,00
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OoWT, 6[1:2:0]

CWT, 4[0:0:1]

CWT, 4[0:0:1]
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CWTwp, 5[1:1:0]

cWTwp, 6[120] cWTwp, 5[110]

Slika 78. Koordinacijska sfera cinka dobivena QM/MM optimégam (uz M06 funkcional) sustava
DPP Il + 52 molekule vode. oWT, cWT i cWd odgovaraju raztitim konformacijama enzima,
redom ,otvorenoj*, ,zatvorenoj* i ,zatvorenoj MD* PP IIl. Prikazane su strukture AE°N'°M

energijom nizom od 83,68 kJ mblUdaljenosti su dane u A.
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cWT, 6[1:2:0]

CWT, 4[0:0:1]

CWT, 4[0:0:1]

Slika 79. Koordinacijska sfera cinka dobivena QM/MM optingam (uz B3LYP funkcional)

sustava DPP IIl + 52 molekule vode. oWT, cWT i cy¥Todgovaraju razitim konformacijama

enzima, redom ,otvorenoj‘, ,zatvorenoj* i ,zatvorgnMD“ DPP Ill. Prikazane su strukture s

AE°N“Menergijom nizom od 83,68 kJ mblUdaljenosti su dane u A.

QM/MM rezultati upéuju na zndajnu fleksibilnost prve koordinacijske sfere cinkeao
takvi su konzistentni s ¢eobjavljenim rezultatima o koordinaciji atoma cirfkakao i s
rezultatima pretrazivanja proteinske baze podataReema ONIOM r&unu (s MO06

funkcionalom), u sve tri ragiite forme proteina, energetski je najpovoljnija addarska
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koordinacija cinka, ostvarena s 4 aminokiselines@8D, Glu451, His455 i Glu508) i dvije
molekule vode.

U ,otvorenoj®, najvjerojatnije kemijski neaktivnoformi enzima, strukture u kojima je
koordinacijski broj cinka 5 imaju za otprilike 11780 kJ/mol véu energiju od onih u kojima
je koordinacijski broj cinka 6. U prvom slaju, osim His450, His455, Glu508 i molekule
vode, peti lignad koji koordinira cink je Glu451, wa drugom dodatna molekula vode.
Medutim, i prema B3LYP i M06 raunu, povéanjem globularnosti proteina, razlika u
energiji struktura u kojima je koordinacijski brojnka 5 i 6 postaje sve manja. U &ju
,Zatvorene MD* forme proteina ta razlika iznosi 38 kJ/mol kada Glu451 koordinira cink, i
72,43 kJ/mol kada dodatna molekula vode koordimratalni ion. Jo§ manja razlika u
energiji, 19,25 kJ/mol, izndei pentaedarski i oktaedarski koordiniranog cinkeadeha je u
strukturi ,zatvorene” DPP Il s M06 funkcionalortablical9).

lako trodimenzionalne strukture ,otvorene” formadgke i kva&eve DPP Il sugeriraju
da je cink tetraedarski koordiniran s His450, HBA461u508 i molekulom vode (slika 80, u
ljudskom ortologu postoji dodatna molekula vode 2)83 A od cinka), ONIOM r&uni
predvidaju moguénost postojanja tetraedarski koordiniranog cinkasal aktivnom mjestu
,Zzatvorene” forme DPP lll. Struktura u kojoj je kirtetraedarski koordiniran ima za 37
kJ/mol ve&u energiju od onih u kojima je metalni ion oktaettarkoordiniran u istoj formi
proteina. U toj strukturi¢etvrti ligand cinka je hidroksidni ion nastao depr@acijom

molekule vode od strane Glu451.

Slika 80. Aktivno mjesto tri razliite, difrakcijom X-zraka odrmdene, strukture DPP lll: mutant C130S
kva&eve DPP lll (PDB kod 3CSK, ugljikovi atomi i atorinka obojeni su zeleno), divlji tip ljudske
DPP 1l (PDB kod 3FVY, ugljikovi atomi i atom cinkabojeni su tirkizno), mutant E451A ljudske
DPP 11l (PDB kod 3T6B, ugljikovi atomi i atom cinkabojeni su rufiasto).
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Optimizacijom s B3LYP funkcionalom opazena je jeav fleksibilnost koordinacijske
sfere cinka u cWT strukturama. Pentaedarski, 30)],.1koordiniran cink, predstavlja
energetski najpovoljniju geometriju, dok 6[1:2:04[0:0:1] strukture imaju za 9,96, odnosno
23,30 kJ/mol véu energiju. Nadalje, prema B3LYP rezultatima, m@gye i 5[0:2:0]
struktura, budéi da ona ima za samo 15,52 kJ/matwenergiju od energetski najpovoljnije.

Koordinacija 6[1:2:0] ima oktaedarsku geometrijyotvorenoj“ i ,,zatvorenoj MD* DPP
[ll, dok u cWT (dobiveno koriStenjem oba, M06 i B8R, funkcionala) ima djelomino
naruSenu oktaedarsku geometriju. Nepravilnu trigonsipiramidalnu geometriju pokazuju
strukture s 5[1:1:0] i 5[0:2:0] koordinacijom cinka sve tri forme proteina, dok 4[0:0:1]
strukture imaju tetraedarsku (B3LYP funkcionaljeldmicno deformiranu tetraedarsku (M0O6
funkcional) geometriju.

QM i QM/MM racuni hidrolize peptidne veze u termolizu pokazaldsutijekom reakcije
cink ima ili koordinacijski broj 5 ili mu se koordinacijski broj mijenja s 5 na 4etipm
same reakcijé® Takater rasuni su pokazali da glutaminska kiselina aktiviralekalu vode
koja koordinira metal za nukleofilni napad na kanitra ugljik peptidne veze koja sudjeluje u
reakciji hidrolize. Ako se pretpostavi da je kai&ki mehanizam DPP Ill slan onom kod
termolizina, tada bi i u DPP lll trebao postojadipaki raspored liganada oko srediSnjeg
metalnog iona. ONIOM rauni su pokazali da samo u ,zatvorenim“ strukturabfaP Il
(CWT i cWTyp) postoji vodikova veza iznde molekule vode (neutralne ili deprotonirane)
koordinirane na atom cinka i Glu451. IzraZzena fillelksost koordinacijske sfere cinka, kao i
postojanje HO-Glu451 vodikove veze, upuju na zakljdak da se reakcija najvjerojatnije
odvija u ,zatvorenoj“ formi DPP Ill. U toj struktuproteina, prema M06 ¢anima, 6[1:2:0],
5[1:1:0] i 4[0:0:1] koordinacijske geometrije cinkaaju redom relativhe energije 0,0, 19,25 i
37 kJ/mol. B3LYP r&auni ukazuju na joS manju razliku u energijama dtrek 5[1:1:0],
6[1:2:0], 5[0:2:0] i 4[0:0:1], redom 0,0, 9,96, 53,i 23,30 kJ/mol. Na temelju pretpostavljene
slicnosti katalittkog mehanizma DPP Il i termolizina, rezultata QMMMacuna razléitin
naina koordinacije cinka i izeunatih energija vezanja supstrata za égeliforme proteina
(vidi poglavlje 4.1.2), pretpostavljeno je da DPP IIl biti aktivna kada se nalazi u
najkompaktnijoj, tj. u ,,zatvorenoj“ (CWT) formi.

Antonija Tomi ¢ Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 172

4.6. Mehanizam reakcije hidrolize na modelnom sustavu

Struktura kompleksa enzim-supstrat (ES) optimiarpnna B97D/[6-31G + LanL2DZ] razini
teorije (6-31G osnovni skup za atome H, N, C, Ganl.2DZ ECP skup za kation Zf. U
optimiziranom kompleksu ES sredisSnji metalni ionokdiniran je s pet liganada: supstrat
(koordiniran s @ atomom), molekula vode (koordinirana g @omom), His450, His455 i
Glu508 (ablica 20 i slika 81). To je u skladu s QM/MM rezultatimmazlicitih natina
koordinacije cinka koji su pokazali da je u ,zawooj* (kemijski aktivnoj) strukturi enzima
dobivenoj rentgenskom difrakcijskom analizom, ee&ki najpovoljnija geometrija ona u
kojoj je koordinacijski broj cinka 5. U kompleksiSHidaljenost @Zn je za 0,2 A kréa od
udaljenosti @Zn (tablica 20). Takder, molekula vode snazno je polarizirana djelovanje
negativno nabijenog Glu451 koji je jaka baza, téoke cinka (vodikova, @-Hy1-Oy, i
koordinativha, Q-Zn, veza, slike 81 i D4). Stoga je za pretpostalét ce K, vrijednost
vezane molekule vode u aktivnom mjestu enzimaniita nego u vodi (¥, vrijednosti u vodi
iznosi 15,7). U veznom mjestu enzima molekula sapststabilizirana je vodikovim vezama
koje tvori s evolucijski duvanim aminokiselinama His568 i Tyr318, kao i kaoedivhom

vezom koju tvori s kationom cinka (slika D4).
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Tablica 20. Udaljenosti () izmeiu odretenih atoma tijekom hidrolize peptidne veze u modein
sustavu (imena atoma ozm#a su na slici 26). Optimizirane strukture staaraih ta¢aka (ES, TS1,
INT, TS2 i P) dobivene su na B97D/[6-31G + LanL2D&zini teorije.

ES TS1 INT TS2 P
d(OsZn)/A 222 2,04 2,11 2,05 2,02
d(O.-Zn) /A 2,06 2,22 2,18 2,94 4,25
d(CsNgy /A 1,35 1,45 1,63 3,13 3,50
d(O,-C)/A 3,18 1,58 1,43 1,27 1,27
dOsC)/A 1,29 1,38 1,36 1,33 1,32
d(Ow-Hw) /A 0,99 1,00 1,08 2,02 1,69
d(Ow-Hw) /A 1,07 2,00 2,42 3,41 3,22
d(HwOe) /A 2,93 252 1,42 1,01 3,25
d(Hw-Oe) /A 1,44 1,01 1,60 2,15 1,51
d(NsHw) /A 4,87 2,06 1,09 1,02 1,06
d(NsHw2) /A 453 298 2,75 2,29 1,12
d(H450-zn) /A 2,17 2,11 2,11 2,07 2,11
d(H455-zn) /A 2,13 2,09 2,10 2,08 2,10
d(E508-zn) /A 2,14 2,07 2,06 2,03 2,05

“udaljenost izméu cinka i dudikovog (B), odnosno kisikovog (karboksilni kisici), atomaadnda

(aminokiseline) koji ga koordinira.

Prvi korak u reakcijskom mehanizmu (odieeom primjenom 6-31G osnovnog skupa za
atome H, N, C i O) je deprotonacija molekule vodestrane Glu451, a nastéjunidroksidni
ion vrSi nukleofilni napad na karbonilni ugljik igeptidne veze koja sudjeluje u reakciji
hidrolize (G, slike 81 i D4). His568 stabilizira negativan nabw karbonilnom Kkisiku
peptidne veze, Sto olakSava nukleofilni napad akinom (deprotoniranom) molekulom vode
(slika D4). Negativni naboj prvog prijelaznog s&an{TS1, slika 81) stabiliziran je
elektrostatskim interakcijama sa Znno zn&ajnoj stabilizaciji doprinosi i elektrostatska
interakcija s His568 (slika D4). Dakle, /@ prvom prijelaznom stanju (TS1) naruSena je
planarnost peptidne veze, a glutaminska kiselirlajé5rotonirana. Slijedi prijenos protona
Hwi1 na amidni dusSik (B iz peptidne veze koja sudjeluje u reakciji hidre) pricemu nastaje
oksianionski méuprodukt (INT, slika 81). Vazno je ud da je prijenos protona
popraen kontinuiranim smanjenjem energije, bas kao &tookazano i za reakciju hidrolize
u modelnom sustavu termolizina (slika 82§° Takater, u meéuproduktu nije do$lo do
potpune disocijacije peptidne veze (vezaNgse produljila s 1,35 A u kompleksu ES, na 1,63
A u INT, tablica20), a proton k3 i hidroksidna skupina (@Hw2) molekule vode vezani su

kovalentnom vezom za aktivirani supstrat. Oksiaskbmeiuprodukt takder je stabiliziran
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vodikovom vezom izmiu karbonilnog kisika supstrata i His568 (slika D#)dentatnom
koordinacijom na atom cinka, ali i vodikovim vezarkaje Glu451 tvori s aktiviranim
supstratom (slike 81 i D4). Radi se o gnib jakoj vodikovoj vezi izméu H,, i karboksilnog
kisika Glu451 budéi da je njihova udaljenost u meproduktu svega 1,42 Aaplica20).

Nukleofilni napad hidroksidnog iona na karbonilgyljik predstavlja korak koji odiauje
brzinu kemijske reakcije s energijskom barijerom @2 kJ/mol (slika 82 itablica 21).
Udaljenost N-H,; od 2,06 A je velika za prijelazno stanje (TS1)ekajkljutuje prijenos
protona. Méutim, prijenos protona |4 na amidni duSik potpomognut je rotacijomchog
lanca Glu451 (Sto opravdava koristenje duzegnbg lanca u modelu za opis glutamatnih
iona). Vibracijskom analizom odtena je mala vrijednost imaginarne frekvencije o®i20
cm* za prvo prijelazno stanje, §to Wpije naginjenicu da se w@nom radi o gibanjima teskih
atoma i plitkoj plohi potencijalne energije za prps protona u polju hidroksilnog (i
karboksilnog (Glu451) kisika.
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Slika 81. Mehanizam reakcije hidrolize na modelnom sust@wdske DPP Il (zbog jednostavnosti
nisu prikazani Y318 i H568). Stacionarn€ke optimizirane su na B97D/[6-31G + LanL2DZ] razini
teorije uz vibracijsku analizu. ES odgovara komplelenzim-supstrat, TS1 i TS2 prvom, odnosno
drugom, prijelaznom stanju, INT reproduktu i P produktu. Vodikove veze prikazanedsbljim
iscrtkanim linijama, veze koje nastaju ili pucagaritkanim linjjama, a koordinativne i kovalentneee

debljim, odnosno tanjim punim linijjama.

Duljina C+Ns veze u méuproduktu od 1,63 A uguje na njen prevladavajuionski
karakter, a konmo pucanje peptidne veze nastupa uz energetskjerbadad 34,6 kJ/mol

(tablica21). U isto vrijeme dolazi do prijenosa drugogtpra (H,2) s Qy na karboksilni kisik
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Glu451. Konéni produkt (koji je za —21,5 kJ/mol stabilniji odaktantatablica21) nastaje
prijenosom protona (k?) s karboksilnog kisika Glu451 na izl&zeamino skupinu. Acetatni
dio produkta monodentatno koordinira cink § &omom, dok @ tvori vodikovu vezu s
nastalim protoniranim metilaminom. Na kraju reafcihidrolize cink je tetraedarski
koordiniran. Protonirani metilamin je u veznom nwestabiliziran vodikovom vezom s
Glu451 i van der Waalsovim interakcijama s His48@zno je uditi da su i drugo prijelazno
stanje i produkt stabilizirani vodikovom vezom ssb8 (slika D4), Sto je u skladu s s
eksperimentalnim rezultatima koji pokazuju ga@o smanjenje enzimske aktivnosti uslijed
mutacije navedenog histidina (vrijedndst; se smanji za 1296 putH).Eksperimentalni
rezultati takder su ukazali na vaznost Tyr318 u enzimskoj aksWndviedutim, mutacija
navednog Tyr u Phe rezultirala je manjim smanjengdmivnosti (vrijednosk:;: Se smanji za
100 puta)’, nego mutacija His568. Moge pojasnjenje je neposredno sudjelovanje histidina
u stabilizaciji prijelaznog stanja, dok je ulogeotiina pozicionirati supstrat u veznom mjestu

enzima.

=¢=—model 1 model 2
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reakcijska koordinata

Slika 82 Energijski profil reakcije hidrolize peptidne eezraunat na dvije razine teorije: B97D/[6-
31G + LanL2DZ] + ZPVEBsg7pje31c + Laniznz; (Model 1; crna krivulja i rombovi) i B97D/[6-
311++G(d,p) + LanL2DZ]//B97D/[6-31G + LanL2DZ] #PVEsg7p/6-316 + Lanizpz (MOdel 2; siva

krivulja i kvadratti). Svi raduni ukljwivali su implicitni opis otapala, koristenjem model
polarizabilnog kontinuuma (CPCM) uz dielektri konstantue=4. Prikazane su relativne energije
(AE).
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Tablica 21. Promjena energije za reakciju hidrolize dobivenalvige razine teorije: B97D/[6-31G +
LanLZDZ] +ZPV&97D/[5_31G+ LanLgDz](mOdel 1) i Bg7D/[6-311++G(d,p) + LanL2DZ]//BQ7IBﬁBlG +
LanL2DZ] + ZPVEsg7p/6-316 + Lani2nz; (Model 2). Svi réuni ukljucivali su implicitni opis otapala,

koriStenjem modela polarizabilnog kontinuuma (CPGMYielektrénu konstantu=4.

AE / kJ mol?
sustav model 1 model 2
ES 0,0 0,0
TS1 91,8 85,7
INT 45,2 47,4
TS2 79,7 37,3
P -21,5 -28,3

Neslaganje reakcijskih profila (naglpvije za TS2 strukturu, slika 82) dobivenih
optimizacijom uz 6-31G osnovni skupsingle-pointrafunom uz 6-311++G(d,p) osnhovni
skup, ukazuje da je udanu navedenog reakcijskog mehanizma Popleovom osnogkupu
potrebno pridodati dodatne, polarizacijske i difeizosnovne funkcije.

Stoga, kako bi Sto tmije opisali mehanizam reakcije hidrolize pepticdeze u modelnom
sustavu DPP lll, stacionarneck® odreiene su i nakon Sto je atomima C, N i O dodan po
jedan set polarizacijskih funkcija, tzv. 6-31G(dnovni skup (za cink je i dalje koriSten
LanL2DZ ECP osnovni skup). Vazno jedito o¢uvanost strukture kompleksa ES dobivene
koriStenjem oba osnovna skupa (slike D4 i D6).d\Men, za razliku od reakcije dobivene
koriStenjem manjeg osnovnog skupa (slika 81), dktpnje polarizacijskih funkcija rezultira
reakcijom koja se odvija u Sest koraka (slike 83, 86, 87 i 88, te slika D6). e broj
prijelaznih stanja i m#produkata posljedica su energijskih barijera ksje povezane s
reorijentacijom, odnosno rotacijom aminokiselinarvgmstveno Glu451) ili prijenosom
protona, koraka koji su koriStenjem manjeg osnovsekgpa bili dio drugih elementarnih
pretvorbi.

Prvi reakcijski korak odien B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] razinom teorije taley
ukljucuje deprotonaciju molekule vode od strane Glu451patom nukleofilni napad
nastajéeg hidroksidnog iona na karbonilni ugljik iz pept&veze na kojoj se odvija reakcija
hidrolize (slika 83). His568 polarizira karbonikisik peptidne veze, Sto olakSava nukleofilni
napad aktiviranom molekulom vode (slika D6). U prvprijelaznom stanju (TS1, slika 83)
supstrat koordinira cink i ostvaruje vodikovu vezis568 (slika D6). | u ovom slaju prvi
korak, s energijskom barijerom od 60,8 kJ/mol, mak koji odr@uje brzinu kemijske
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reakcije (slika 84 itablica 22). Nastajanjem kovalentne vezg-Os sustav se relaksira u
strukturu prvog méuprodukta (udaljenostCs se smanji s 1,70 Au TS1, na 1,51 A u INT1,
tablica23). Nastali oksianionski tetraedarski daprodukt (INT1) stabiliziran je vodikovom
vezom s His568, bidentathom koordinacijom na citekyodikovom vezom s protoniranim
Glu451 (slike 83 i D6). Budii da u INT1 postoji vodikova veza Hy1-Oe, (slika 83),
udaljenost Q-Zn je ve&a, a Q-Zn krata, od istih udaljenosti u rdaproduktu odréenom s
manjim osnovnim skupom gdje postoji vodikova vezgH-Oe, (slika 81). Takder, u
INT1 udaljenost izméu Cs-Ns atoma povéala se s peetnih 1,34 A (u kompleksu ES, a po

duljini izmedu jednostruke i dvostruke veze) na 1,46 A, sto sdgmjednostrukoj C-N vezi.
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Slika 83. Prvi korak u mehanizmu reakcije hidrolize pepéidieze u modelnom sustavu ljudske DPP
Il (zbog jednostavnosti nisu prikazani Tyr318 isH68). Stacionarne dke optimizirane su na
B97D/[6-31G(d) +LanL2DZ] razini teorije uz vibracijsku analizu. B& kompleks enzim-supstrat,
TS1 prvo prijelazno stanja, a INT1 prvi duprodukt. Vodikove veze prikazane su debljim isamnikn
linijama, veze koje nastaju ili pucaju iscrtkanimijama, a koordinativne i kovalentne veze debljim,

odnosno tanjim punim linijjama.
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Slika 84. Energijski profil reakcije hidrolize peptidne vezeacunat na dvije razine teorije: B97D/[6-
31G(d) + LanL2DZ] +ZPVEsg7p/s-316(d) + Lanionz; (Model 1; crna krivulja i kvadrat) i B97D/[6-
311++G(d,p) + LanL2DZ]//B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] 2PV Esg7p/6-316(d) + LanLepz j(MOdel 2; siva
krivulja i kvadratti).Svi racuni ukljucivali su implicitni opis otapala, koriStenjem model
polarizabilnog kontinuuma (CPCM) uz dielektru konstantue=4. Prikazane su relativne energije
(AE).

Tablica 22. Promjena energije za reakciju hidrolize dobiveaalwije razine teorije: B97D/[6-31G(d)
+ LanLZDZ] +ZPVEBQ7D/[6_3]_(3(d) +LanL2DZ] (mOdel 1) i 897D/[6'311++G(d,p) + LanL2DZ]//B97IBﬁ[
31G(d) + LanL2DZ] +ZPVEsg7p/s-316(d) + LanL2nz j(Model 2). Svi réuni ukljucivali su implicitni opis

otapala, koriStenjem modela polarizabilnog kontmayCPCM) uz dielekt¢hu konstantu=4.

AE / kJ mol?
sustav model 1 model 2
ES 0,0 0,0
TS1 60,8 76,5
INT1 59,9 77,1
TS2 66,5 83,7
INT2 46,8 61,0
TS3 40,9 55,4
INT3 35,9 51,1
TS4 30,0 47,1
INT4 8,3 23,5
TS5 25,2 41,1
INT5 2,9 14,3
TS6 10,0 23,1
P -4,6 13,1
p’ -33,6 -30,2
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Tablica 23. Udaljenosti ¢) izmeiu odreienih atoma tijekom hidrolize peptidne veze u modeirsustavu (na slici 26 oztena su imena atoma).
Optimizirane strukture stacionarniftko (ES, TS1-6, INT1-5, P i P') dobivene su korigem B97D funkcionala i 6-31G(d) osnovnog skupa z&HC
i O atome i LanL2DZ ECP za atomZn

ES TS1 INT1 TS2 INT2 TS3 INT3 TS4 INT4 TS5 INT5 TS6 P P’

d(Oszn)/A 2,29 203 1,99 202 2,03 204 208 209 211 20909 214 2,14 2,02
d(Oy-Zn)/A 2,08 2,23 243 229 229 229 223 22 238 24243 232 2,33 4,22
d(CeNg / A 134 141 146 147 152 154 167 1,74 282 3,0827 3,99 3,52 3,48
d0,-C)/A 324 1,70 151 150 1,45 1,43 1,39 1,37 1,27 12626 1,26 1,27 1,25
dosCy)/A 126 1,33 1,36 1,36 1,35 1,35 1,33 1,32 1,29 1,30,30 1,29 1,29 1,30
d(Oy-Hw) /A 098 099 1,00 099 1,00 1,01 1,07 1,18 1,63 2,08,42 3,08 2,18 1,74
d(Oy-Hw) /A 1,07 159 1,67 207 257 251 241 242 27 34845 4,39 398 3,30
dHwO) /A 2,86 2,81 283 253 1,72 166 1,43 1,25 1,02 1,0006 1,37 2,57 3,14
dHw-Oe) /A 1,45 1,03 1,01 1,00 1,09 1,18 167 1,76 223 211812 2,15 1,08 1,49
d(NeHw) /A 512 2,71 2,72 2,14 1,53 1,37 1,07 1,06 1,02 1,0202 1,03 1,54 1,13
d(NsHy) /A 468 3,11 3,02 293 258 257 266 2,77 361 23658 1,19 1,03 1,05
d(H450-zn) /A 2,22 2,17 2,15 2,15 2,16 2,15 2,14 214 2,12 212712 212 2,12 2,5
d(H455-zn)/A 2,16 2,11 2,11 2,12 212 212 2412 212 213 21312 2,13 2,14 2,13
d(E508-zn)/A 2,11 2,08 2,06 206 204 204 203 204 204 20305 2,05 205 2,05
" udaljenost izméu cinka i dusikovog (B)), odnosno kisikovog (karboksilni kisici), atomgdinda (aminokiseline) koji ga koordinira.
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Do prijenosa K; protona na amidni duSik (Niz peptidne veze koja sudjeluje u reakciji
hidrolize deSava se u slje@dedva reakcijska koraka (slika 85). Prvi (s enskgim barijerom
od 6,62 kJ/moltablica2?2) ukljwuje rotaciju karboksilne skupine Glu451 i hidroksid iona
(Ow-Huw2) na n&in da nastaju vodikove vezesMN1-Og2 i Oy-Huz-Oe: (slike 85 i D6). Uslijed
toga udaljenost NH,; se smanji s 2,72 A u INT1, na 1,53 A u INT2hlica22) sto olak3ava
prijenos protona na amidni dusSik JNu sliedéem reakcijskom koraku pogranom
smanjenjem energije (INT3, slika 84). U isto vrigmolazi do istezanja peptidne veze, tj. u
INT3 udaljenost GNs iznosi 1,67 A {ablica 23). Osim vodikovom vezom s His568 i
bidentatnom koordinacijom na Zn(slike 85 i D6), INT3 je dodatno stabiliziran jakoO,-
Hwo-Oe> (udaljenost K»-Oe, iznosi 1,43 A, tablica 23) i nedto slabijom MNHwi-Oe1
(udaljenost K1-Oe; iznosi 1,67 Atablica23), vodikovom vezom. Jaka vodikova vezg O
Huwz-Oe2 rezultira blagom polarizacijom veze,®ly, (udaljenost se pova s 1,00 A u INT2
strukturi na 1,07 A u INT3 strukturtablica23). Uaava se i blago skéaanje jednostruke
CsOw (s 1,45 A u INT2 na 1,39 A u INT3ablica23) i G-Os (s 1,35 AuINT2 na 1,33 Au
INT3, tablica 23) veze. Vazno je i slicnost struktura miuprodukta INT odréenog
koriStenjem manjeg osnovnog skupa (slika 81) i INIDBivenog uz w@ osnovni skup (slika
85).
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Slika 85. Drugi i treti korak u mehanizmu reakcije hidrolize peptidne evez modelnom sustavu
ljudske DPP Il (zbog jednostavnosti nisu prikazapi318 i His568). Stacionarnedke optimizirane
su na B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] razini teorije uibracijsku analizu. TS2 i TS3 su drugo idee
prijelazno stanja, a INT2 i INT3 drugi i tiemeduprodukt. Vodikove veze prikazane su debljim
iscrtkanim linijjama, veze koje nastaju ili pucagaritkanim linijama, a koordinativne i kovalentneee

debljim, odnosno tanjim punim linijama.

Slijede&ii (¢etvrti) korak ukljiuje prijenos protona f3 s Q, na karboksilini kisik Glu451,
uz istovremeno pucanje peptidne veze (udaljenashaiG i Ns u INT4 iznosi 2,82 A, slika
86 i tablica 23). Ovaj korak je takier poprgen smanjenjem energije (slika 84). Nastali
metilamin stabiliziran je van der Waalsovim intarigkma s His450 i slabom vodikovom
vezom s Glu451 (udaljenost atoma®k; iznosi 2,23 Atablica23), a acetatni dio produkta
vodikovim vezama s Glu451 i His568, te bidenetatikmordinacijom na Zfi (slike 86 i D6).
Dodatno skréivanje veza @-Csi O<Csna 1,27 A, odnosno 1,29 A, ukazuje da je C-O weza

INT4 po duljini izmelu jednostruke i dvostruke veze.
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Slika 86. Cetvrti korak u mehanizmu reakcije hidrolize pepéidreze u modelnom sustavu ljudske
DPP Il (zbog jednostavnosti nisu prikazani Tyrd18is568). Stacionarne ttke optimizirane su na
B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] razini teorije uz vibrgsku analizu. TS4 jéetvrto prijelazno stanja, a
INT4 cetvrti metuprodukt. Vodikove veze prikazane su debljim isgnikn linijama, veze koje nastaju
ili pucaju iscrtkanim linjama, a koordinativne iJaentne veze debljim, odnosno tanjim punim

linijama.

Peti reakcijski korak (s energijskom barijerom 08,91 kJ/mol, tablica 22) ukljwuje
rotaciju karboksilne skupine Glu451 prema metilamimastajanje jake vodikove veze-N
Hw2-Oe> (udaljenost NHy, od 3,61 A u INT4, smanji na 1,58 A u INTHblica 23), te
pucanje vodikove veze izrde Glu451 i acetatnog dijela produkta (slika 87kolge tijekom
cijele reakcije koordinacijski broj cinka 5, udalfest Q-Zn u INT1 i INT5 strukturi iznosi
2,43 A tablica 23), $to govori o smanjenom doprinosy &oma koordinaciji cinka u tim
dvjema strukturama. Vazno je dio da je razlika u energiji kompleksa ES i INTSega 2,9
kJ/mol tablica22).
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Slika 87. Peti korak u mehanizmu reakcije hidrolize peptistaee u modelnom sustavu ljudske DPP
Il (zbog jednostavnosti nisu prikazani Tyr318 isH68). Stacionarne dke optimizirane su na
B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] razini teorije uz vibrggku analizu.TS5 je peto prijelazno stanja, a
INT5 peti metuprodukt. Vodikove veze prikazane su debljim isanikn linijama, veze koje nastaju ili

pucaju iscrtkanim linjama, a koordinativne i kovalee veze debljim, odnosno tanjim punim linijjama.

lako je B97D/6-31G(d) kunom identificirano i prijelazno stanje koje opesyprijenos
protona H, s Glu451 na Natom (s energijskom barijerom od 7,06 kJ/mahlica 22), u
konainom produktu (P) dolazi do prijenosa atomg Hazad na Glu451 (slike 88 i D6).
Nastali produkt (P) je za —4,60 kJ/mol stabilnii kompleksa EStdéblica22). Za razliku od
protoniranog amina dobivenogétaom s manjim osnovnim skupomgua S prosirenim
osnovnim skupom kao ko&@a produkt ima neprotonirani amin. Uziméjw obzir energije
struktura INT4, INTS i P t@blica 22) i energijske barijere koje ih razdvajaju, moe
pretpostaviti da bilo koja od te tri strukture modeedstavljati konéni produkt kemijske
reakcije hidrolize peptidne veze. Reoptimizacijouoz (6-31G(d) osnovni skup) produkta
dobivenog raunom s manjim osnovnim skupom, geometrija protorgaamina (produkt P’
slike 88 i D6) je duvana AE=-33,6 kJ/mol u odnosu na kompleks E&hlica22). Razlog
tome su dvije jake vodikove veze koje on tvori ®tatmim dijelom produkta i Glu451
(udaljenosti Q-Hw1 i Hw2-Oe1 iznose 1,7, odnosno 1,5 fablica23).
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Slika 88. Sesti korak u mehanizmu reakcije hidrolize pepigaze u modelnom sustavu ljudske DPP
lIl (zbog jednostavnosti nisu prikazani Tyr318 isH68). Stacionarne dke optimizirane su na
B97D/[6-31G(d) + LanL2DZ] razini teorije uz vibrggku analizu. TS6 je Sesto prijelazno stanja, a P
produkt. P' produkt dobiven je reoptimizacijom pkth dobivenog @unom s manjim osnovnim
skupom. Vodikove veze prikazane su debljim iscrikahinijama, veze koje nastaju ili pucaju

iscrtkanim linjama, a koordinativne i kovalentne@ealebljim, odnosno tanjim punim linijama.

Budui da su na ovoj razini teorije energije TS3 i TSdenod energija INT2, odnosno
INT3, navedene strukture ne mogu se smatrati pafem stanjima. Oblik krivulje dan na
slici 84 upuduje da se sustav nakon prijelaza TS2, manje-vi$girkarano, bez energijske
barijere, relaksira, tj. prelazi u INT4. Tijekomvealenog prijelaza proton,i s karboksilne
skupine Glu451 prelazi na atom duSika peptidne yN2euz istovremeno pucanjesCls veze

I reorganizaciju strukture.
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§5. ZAKLJU CAK

Primjenom rdunalnih pristupa razlitih stupnjeva slozenosti ostvaren je detaljan,
submolekulski, uvid u strukturu, dinamiku i aktigtdjudske DPP lll, kao i u proces vezanja
liganada za navedeni enzim. Rezultati ovih istradja trebali bi olakSati sintezu boljih i
specifenijin inhibitora ljudske DPP 11l u svrhu ciljanersgije, Sto je eksperimentaldesto
vrlo skupo i vremenski izuzetno zahtjevno.

Struktura i fleksibilnost ljudske DPP 11l detaljso prodeni primjenom razéitih metoda
molekulske dinamike (MD) na sustave enzim i enzupstrat. Duge MD simulacije
slobodnog enzima pokazale su da se radi o izrakcsibilnom proteinu podloznom
konformacijskoj promjeni koja se moZe opisati kaatyaranje* protein&:? Taj rezultat u
skladu je s prethodnim saznanjima: 1) trodimenZmmmastruktura DPP Il oddena
rentgenskom difrakcijskom analizom pokazala je elaagli 0 monomernom proteinu koji se
sastoji od dvije domene izihe kojih se nalazi velika pukotina, 2) bioinforntki analiza
pokazala je da setovane regije unutar DPP Il obitelji nalaze u obgedomenama. Nadalje,
u ovom doktorskom radu ustanovljeno je da tijekamatyaranja® proteina ljudske DPP Il
dolazi do povéanja entalpije sustavéemu najviSe doprinosi povanje elektrostatske
energije sustavatgblica 5). lako bi to moglo sugerirati dée u otopini biti preferirana
Lotvorena“ konformacija proteina, pozitivan entijsgi efekt zbog osloltanja strukturiranih
molekula vode s povrSine proteina i iz pukotine @dsmdomena (slika 32) u otapalo uslijed
njegove globularizacije kompenzira pozitivan erijakp prirast. Na temelju tih rezultata
predlozili smo tzv. model ravnotezne raspodjelefaomera (engpre-existing equilibrium
koji pretpostavlja postojanje ansambla r&#h konformera enzima koje su khesobno u
dinamikoj ravnotezi. Vezanjem liganda za jednu, njemwpoepljniju, konformaciju dolazi
do pomicanja raspodjele prema toj, ,reaktivnoj“nf@mmaciji proteina.

Opravdanost predloZzenog modela za vezanja ligandezno mjesto enzima dodatno je
ispitana nizom standardnih i ubrzanih MD simulanigasustava enzim i enzim-supstrat, kao i
MD simulacijama krupnog zrna. ,Zatvaranje* enziméu. ,poluzatvorenu® ili ,zatvorenu*®
formu opazeno je u ¥@i tih simulacija, bilo da se radilo o simulacijamenzima ili

kompleksa sa supstratom. Usmjerene MD simulacipzale su na vaznost ,poluzatvorene”
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forme proteina u procesu vezanja molekule ligand&emno mjesto enzima, kao i na
najvjerojatniji put ulaska liganda u vezno mjesto.

MD simulacijama ispitan je i utjecaj pojedinihckastin mutacija (MD simulacijama
mutanata W300L, D372A i K405A) na konformacijskuommjenu enzima. Kao Sto je i
pretpostavljeno na temelju dugih MD simulacija ghgltipa enzima, mutacija aspartata 372 u
alanin rezultirala je smanjenjem stupnja ,zatvaaarproteina tijekom 70 ns duge MD
simulacije mutanta oD372A. Razlog je nemégosti nastanka vodikove veze Asp372-
Asn406/Lys405* Tijekom MD simulacije mutanata triptofana 300 zitia 405 (100%
ocuvanih aminokiselina unutar obitelji M49) nije dgma smanjena pokretljivost domena ve
samo neznatno smanjenje fleksibilnosti aminokis&lim regija kojim pripadaju mutirane
aminokiseline, kao i regija u njihovoj okolici. Metim za pouzdanije zaklflke o utjecaju
navedenih mutacija trebalo bi provesti duze simjdac

QM/MM racunima ispitan je utjecaj razltih konformacija proteina na koordinaciju
centralnog metalnog () iona'™ Rezultati tih istraZivanja pomogli su u odieanju
kemijski aktivne forme enzima, kao i¢twom definiranju koordinacijske sfere kationa cinka,
metala potrebnog za aktivnost metalopeptidaza iielgkiM49. QM/MM rezultati upduju na
zn&ajnu fleksibilnost prve koordinacijske sfere cink&ao takvi konzistentni su s &e
objavljenim rezultatima o koordinaciji atoma cinkakao i s rezultatima pretraZivanja
proteinske baze podataka. Prema ONIOM, M@&imana, u sve tri razalite forme proteina,
energetski je najpovoljnija oktaedarska koordiracipka (metal monodentatno koordiniran s
His450, Glu451, His455, GIlu508 i dvije molekule edd pri ¢emu se pou&anjem
globularnosti proteina (tj. ,zatvaranjem®), razlikameiu energija struktura u kojima je
koordinacijski broj cinka 5 i 6 smanjujéablica19, B3LYP i M0O6 r&uni). Prema ONIOM
racunima postojanja tetraedarski koordiniranog cink&oofdinacija prisutna u
eksperimentalno oddenim strukturama DPP I1ll) moge je samo u aktivnhom mjestu
.zatvorene® forme DPP Ill. U toj strukturi pored 3450, His455 i Glu508 cink koordinira i
hidroksidni ion nastao deprotonacijom molekule vooeé strane Glu451. Na temelju
pretpostavke da je katatiki mehanizam DPP Il slan onom u termolizinu i ONIOM tana
koji su pokazali da je postojanje pentaedarskitiiiraedarski koordiniranog Zhi vodikove
veze izmédu glutaminske kiseline iz aktivnog mjesta enzinmaolekule vode koja koordinira
metal energetski najizvedljivije u ,zatvorenoj*, GWormi DPP lll, moze se zakliti da je

ta forma enzimski najaktivnija. Aktivha forma enazmdodatno je potdena MD
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simulacijama kompleksa DPP 1l sa sintkim supstratom Arg-Arg-2-naftilamidom
(RRNA). Simulacije su ukazale na znato psge stabilnosti DPP 11I-RRNA kompleksa s
poveanjem globularnosti proteifi& pri ¢emu je najstabilnija strukturdaplica 10) u kojoj
arginini supstrata formiraj@-vrpcu koja se na antiparalelancimaveze zg3-plo¢u iz ,donje"
domene proteina sastavljenu od fetrpci. Mapa elektrostatskih potencijala na powursin
~otvorene” forme enzima ukazuje je na snaznu ebsk#itsku stabilizaciju pozitivno nabijenih
gvanidino skupina i N-kraja supstrata s negativabijenim aminokiselinama, ¥mom, iz
»donje* domene proteina (Glu316, Glu327, Glu32%pR96, slike 57 i 60, tablicall).

MD simulacije s peptidnim supstratima (Leu-enkefalendomorfin 1 i 2) pridonijele su
boljem razumijevanju supstratne spegibsti ljudske DPP lll. U&eno je da su peptidni
supstrati stabilizirani istim aminokiselinama u mem mjestu ljudske DPP lltgblical5) kao
I RRNA. Medutim, za razliku od elektrostatski stabiliziranelekmle RRNA, Leu-enkefalin i
endomorfini su v&éinom stabilizirani van der Waalsovim, GHt stackinginterakcijama. Pri
tome, veéina vodikovih veza prisutnin u kompleksima DPP dllpeptidnim supstratima
posljedica je vezanja molekule supstrata na ardiplan nain zap-plocu iz ,donje* domene
proteina. Prema tome supstratna sp&uwifst ljudske DPP Il definirana je s dva faktora: a
sposobno& supstrata da se veze u obliBwrpce i b) pozitivno nabijenim N-krajem
molekule supstratd® Budui razlicite aminokiseline imaju ragfite ,sklonosti“ (eng.
propensity tvorenju sekundarne struktufevrpce, dobar supstrat DPP 1l bi na prva tri
poloZaja od N-kraja (P1, P2 i P1') trebao imatiravkiseline koje pokazuju ¢a ,sklonost*
formiranju p-ploce, kao §to su Val, lle, Leu, Cys, Phe, Tyr, Trpr TMet.**® Pri tome grda
S2, S1'i S2' podmjesta enzima posebno preferomatiske aminokiseline, kao Sto su Tyr,
Phe i Trp, na P2, P1'i P2' polozaju molekule sapsizbog moginosti da s njima tvore van
der Waalsove, CH:-i stackinginterakcije.

Ispitan je i utjecaj pojedinih tastih mutacije (His568 u Asit,Asn406 u GIni** Asn406
u Ser}'! na vezanje liganda (supstrata, Arg-Arg-2-naftildani i inhibitora, Tyr-Phe-
hidroksamata) u vezno mjesto enzima. lako su koadja cinka i polozaj RRNA u
kompleksu oH568N-RRN#p sliéni onima u kompleksu s divljim tipom enzima, raalije u
stabilizaciji drugog arginina i naftilamidne skupirmolekule supstrata. Kao posljedica
mutacije nedostaju CH-interakcije izmdu naftilamidne skupine RRNA i His568, dok su
shazne interakcije drugog arginina sa Ser504 u ka&mp s mutiranim zamijenjene

vodikovom vezom s Asn568. Mutacija His568 u AsnuiBrala je zn&gajnom promjenom u
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nainu vezanja inhibitora u vezno mjesto mutanta oHb®8H \p, tj. tijekom MD simulacije
inhibitor je napustio koordinacijsku sferu cinkage vezao blize ,donjoj* domeni proteina.
Razlog tome je Sto Asn568 odvi&karboksilnu skupinu Glu508 dalje od inhibitora,dolazi
do pucanja vodikove veze izihe Glu508 i hidroksilne skupine molekule inhibitorai
rezultati slazu se s kinékim mjerenjima koja su pokazala da zamjena evalcipuvanog
His568 ne utjée na vrijednost Michaelisove konstante waju vezanja molekule supstrata,
dok je u sldaju inhibitora primijéeno slabije vezanje za mutirani enzim, nego z3gidipl (9
puta niZa vrijednosK; za divlji nego mutirani tip enzima).

Mutacija 100% ouvanog Asn406 (u serin i glutamin) i Trp300 (u edza posljedicu
ima poveéanje pokretljivosti (fleksibilnosti) aminokiselingk regija kojima pripadaju
mutirane aminokiseline. U kompleksima oN406Q-RRNA oW300L-RRNAp dolazi do
blagog pomak#$-ploce iz ,donje* domene (aminokiseline 388-408), sngastodmah ispod
aktivnog mjesta, prema ,gornjoj“ domeni proteinaceno je da mutacija Trp300 zfzgnije
utjece na naruSavanje tercijarne strukt@ploce (slika 53) sastavljene od [Bvrpci iz
»-donje” domene proteina zbog gubitka Gidkationst i van der Waalsovih interakcija izie
indolnog prstena Trp300 i evolucijski 100%uganog Lys405. Tijekom MD simulacija
kompleksa oN406Q-RRN#» i oW300L-RRNAp, kataliticki vazan His568 stabiliziran je
vodikovom vezom s Glu512 (slika 51). U tom poloz&jis568 ne ostvaruje interakcije sa
supstratom, te je time smanjen njegov doprinosmogaeakciji. Svi ti rezultati u skladu su s
eksperimentalnim mjerenjima koji ufwju na zndajno smanjenje katalitke efikasnosti
mutanata N406Q i W300L.

Mehanizam reakcije hidrolize peptidne veze u akiarmjestu ljudske DPP Il odien je
na modelnom sustavu sastavljenom od supstrata,olis@linskih ostataka koji neposredno
sudjeluju u procesu katalize i ostataka koji kowirdju ion cinka. Prvi korak reakcije, u kome
dolazi do deprotonacije molekule vode koja koomdinatom cinka od strane Glu451, te
nukleofilnog napada nastégg hidroksidnog iona na karbonilni ugljik iz drugeptidne veze
s N-kraja supstrata, je korak koji odwge brzinu reakcije s energijom aktivacije od 60,8
kJ/mol. Nastali oksianionski ndaprodukt stabiliziran je elektrostatskim interakoaija s ZA"

i s vodikovom vezom s His568, a u stabilizaciji glgje i Tyr318 koji tijekom cijele reakcije,
osim s Glu508 vodikovu vezu tvori i s prvom NH skupn supstrata. Pucanjem peptidne
veze nastaje ili protonirani ili neutralni amin azetatni dio produkta. Tijekom reakcije

hidrolize koordinacijski broj cinka je 5, ptiemu u koordinaciji sudjeluju His450, His455,
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Glu508, supstrat i voda. Samo udslju nastajanja protoniranog amina koordinacijskaj br
cinka se smanji na 4 zbog rotacije acetatnog dpetaukta i formiranja vodikove veze s

nastalim protoniranim aminom (kompenzacija nastgazjtivnog naboja).
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8§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

A

atm
CWT
cWTwp

DFT

EE

EN1

EN2

L-EN

ME

MD

MM
MM-GBSA

MM-PBSA

NpT
NVE
NVT
ONIOM

oWT
PBC
PCM
PDB
PME

QM

angstrém je fizikalna jedinica za duljinu; 1 AL8™¢m

standardna atmosfera je fizikalna jedinictlag 1 atm = 101325 Pa
,Zzatvorena“ forma ljudske DPP lIl, PDB kod 3T6B

,zatvorena“ forma ljudske DPP Ill dobivena nakamgth (72, 101 ili 207
ns) MD simulacija ,,otvorene” forme ljudske DPP Ili

kvantno mehaki funkcional (engdensity functional theojy
elektrostatsko uklapanje (emdectrostatic embedding

endomorfin-1

endomorfin-2

Leu-enkefalin

mehaniko uklapanje (engnechanical embedding

molekulska dinamika (engnolecular dynamigs

molekulska mehanika (engiolecular mechanigs

metoda za kan slobodne energije (engnolecular mechanics Generalized
Born solvent accessible area

metoda za tain slobodne energije (engiolecular mechanics Poisson-
Boltzmann solvent accessible area

izotermno-izobarni ansambl

mikrokanonski ansambl

kanonski ansambl

kvantno mehagka-molekulsko mehatka metoda (engour own N-
layered integrated molecular orbital and molecutaechanick

,otvorena“ forma ljudske DPP lll, PDB kod 3FVY

periodini rubni uvjeti (engperiodic boundary conditions

metoda za simuliranje otapala (epglarizable continuum model
proteinska baza podataka (epigptein data bank

metoda za tainanje elektrostatskih interakcija (empgurticle mesh Ewald

kvantna mehanika (enguantum mechanigs
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QM/MM kvantna mehanika—molekulska mehanika (enguantum mechanics-

molecular mechanigs

Ry radijus giracije (engadius of gyration

RMSD korjen iz srednjeg kvadrata odstupanja (egngt mean square deviatipn
RMSF korijen iz srednjeg kvadrata fluktuacije (emgot mean square fluctuatipn
RRNA Arg-Arg-2-naftilamid

SASA povrSina dostupna otapalu (esglvent accessible surface ajea

ZPVE energija nulte t¢ke (engzero point vibrational energy
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8§ 7. DODATAK

Tablica D1. Interakcije izméu DPP llI, divljeg tipa (WT) i mutanta (H568N), ighnda (supstrat,
Arg-Arg-2-naftilamid, i inhibitor, Tyr-Phe-hidroksaat). P1, P2 i P1' su aminokiselinski ostaci koji

interagiraju s odgovarajim podmjestima na enzimu (S1, S2 i S1’).

P2 Pl P1'
"H3N- -Arg- -Arg- -2-naftilamid

S2 S1 S1'
WT Asp372 30%H Asp372 H Glu4s1 H Leu41l3 v.d.W./CHe
Glu451 H Phe404 v.d.W Ser504 5% H/elec./v.d.W. 4BBe v.d.W./CH=r
Asn406 20%H/elec./v.d.W. Glu508 65% H Val447 WACH-=t
GIn566 17%H/elec./v.d.W. GIn446 v.d.W./GH-
Ala567 v.d.W. His450 v.d.W./CHh-

Glu451 v.d.W./CHe
His568 v.d.W./CHe
Arg572  v.d.W./NHe

H568N Asp372 30%H Asp372 H Glugsl 65%H/elec. Leud41l3 v.d.W./Ch-
Glu451 H Phe404 v.d.W. Glu508 28%H Phe443 v.d.W:fCH
Asn406  7%H/elec./v.d.W. GIn566 3%H/v.d.W./elec.Val447 v.d.W./CHr

Asn391 32%H Ala567 v.d.W. GIn446 v.d.W./GH-

Asn568 H His450 v.d.W./CHh-

Glu451 v.d.W./CHe
Arg572  v.d.W./NHe

P2 P1 P1'
“H3N- -Tyr- -Phe- -hidroksamat
S2 S1 St
WT  Asp372 H Pro371 Chtfelec./v.d.W. Glu451 H Glu508 60%H
Glu451 H Asp372 v.d.W. His455 v.d.W.
Asn406 elec. Ser504 v.d.W
His455 v.d.W. Glu507 v.d.W./Chd-
Glu451 v.d.W. Glu508 v.d.W.
H568N Asp372 50%H Pro371 Chlelec./v.d.W. Asn3d1 v.d.W Glu451  76%H/elec.
GIn451 H Asp372 v.d.W. Phedb4 v.d.W Asn406  22%H/elec.
Asn391 50%H Asn406 v.d.W
Asn406 13%H/elec./v.d.W. Glu451 H
His455 v.d.W.

#Vodikova veza s amidnom skupinom. Neke vodikoveeverisutne su tijekom cijele MD simulacije,
a neke samo odteni period (nazn#no u postotcima simulacijskog vremena).

® Interakcije koje nastaju povremeno zbog rotacjglélanina.
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Tablica D2. Relativne energije djelomo otopljene DPP Ill (enzim + 52 molekule vode) idebe
dvoslojnom ONIOM optimizacijom s MO06 ili B3LYP fuwcionalom (s mehaskim, ME, ili
elektrostatskim uklapanjem, EE) i dva r&z osnovna skupa (6-31+g(d,p) za atome H, N, Cii O
LANL2DZ-ECP za ZA*). MM dio opisan je AMBER poljem sila (parm96). Wsgdene su energije
dobive za istu konformaciju proteina. KB je koomijski broj cinka, a brojevi u uglatim zagradama
kazuju koordiniraju li Glu451, molekula(e) vode @H- ion, atom cinka (0O zdada ga ne koordinira,
a brojevi> 1 ozn&avaju broj kisikovih atoma koji koordiniraju cinkRauni u kojima su MM
molekule vode bile fiksirane tijekom minimizacij&ako bi postigli konvergenciju u ,otvorenoj*

strukturi DPP Il gdje postoji veliki broj molekukeode u neposrednoj blizini cinka koje se izmjemjuj

u koordinaciji metal), naziani su kosim brojevima.

pocetne strukture MO06 s ME MO06 s EE B3LYP s EE
ONIOM
sustay KBIE451: | KB[E45L: AE—l KB[E451: E°M°Y | kB[E451: E°NOM
H,O:0H] | H,0:0H]  kJmol HO:OH1 g mort | HZOOHT 3ot
6[1:2:0] 6[1:2:0] 0,00 6[1:2:0] 0,00 6[1:2:0] 9,96
5[0:2:0] 5[0:2:0] 64,06 6[1:2:0] 29,71 5[0:2:0] 52
CWT 5[1:1:0] 5[1:1:0] 39,46 5[1:1:0] 19,25 5[1:1:0] 0,0
5[0:1:1] 6[ 0:3:0] 150,46 6[ 0:3:0] 131,34| 5[0:2:0] 99,83
4[0:1:0] 4] 0:0:1] 36,90 4] 0:0:1] 51,42 | 4[0:0:1] 37,03
4[0:0:1] 4] 0:0:1] 21,21 4] 0:0:1] 36,99 4[0:0:1] 23,30
6[1:2:0] 6[1:2:0] 0,00 6[1:2:0] 0,00
5[0:2:0] 6[1:2:0] 6,95 6[1:2:0] 0,00
CWT 5[0:1:1] 5[0:1:1] 71,96 5[0:2:0] 72,43
MD - 5[1:1:0] 5[1:1:0] 62,43 5[1:1:0] 58,41
4[0:1:0] 6[1:2:0] 0,00
4]0:0:1] 5[0:1:1] 71,09 5[1:1:0] 49,58
6[1:2:0] 6[1:2:0] 0,00 6[1:2:0] 15,82
5[0:2:0] 6[ 0:3:0] 118,24 | 6[0:3:0] 153,51
OWT 5[1:1:0] 5[1:1:0] 113,09 | 5[1:1:0] 117,65
5[0:1:1] 5[0:2:0] 129,75 | 5[0:2:0] 179,12
4[0:1:0] 6[ 0:3:0] 80,83 6[ 0:3:0] 102,17
4]0:0:1] 6[1:2:0] 31,97 6[1:2:0] 0,00

" struktura u kojoj se vodikov atom molekule vodgakicordinira cink i ima vodikovu vezu s Glu451

nalazi podjedanako udaljen od kisikovog atoma itede vode i karboksilnog kisika Glu451.
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Tablica D3. Minimalne i maksimalne vrijednosti parametéaRg:d; (udaljenost izméu Co atoma D186 i S500)d, (udaljenost izméu Ca atoma Q400
I S500) izrgunate tijekom MD i AMD simulacija.

195

metoda  oznakasimul  tns  RymdA  Ryma/A  dimidA  dipelA dymidA dymidA oznaka simul ths  RymdA  RymalA  dimidA  dipalA /A dymidA
MD OWT-1 207 253 27,5 132 382 5,6 310
OWT-2 100 2% 275 173 398 87 302
oWT-3 100 25,8 27,8 19,6 401 10,3 29,8
OWT_gromacs 50 29 282 190 446 155 301
cWT-1 100 245 251 81 15,0 186 26,2
CWT-2 100 256 252 87 135 157 222
cWT-3 100 245 253 8,9 150 152 22,0
cWT-4 100 24,5 252 94 135 153 206
AMD oWT-1 100 24,6 27,2 7,8 340 16,7 329 oWT-RRNA-1 50 26,1 27,7 245 40,7 138 328
OWT-2 50 249 274 105 359 145 309 OWT-RRNA-2 100 28 278 11,2 429 169 335
oWT-3 100 250 27,2 151 36,6 16,3 304 oWT-RRNA-3 100 250 27,9 131 438 17,6 338
oWT-4 100 25,2 274 137 400 11,6 341 OoWT-RRNA-4 100 251 278 122 445 131 344
oWT-5 100 24,7 27,2 10,7 36,7 14,2 317 oWT-RRNA-5 100 249 275 121 437 17,5 335
CWT-1 50 244 250 64 140 149 256 CWT-RRNA-1 50 24 250 87 149 167 246
cWT-2 100 24,4 251 6,4 14,6 17,8 25,6 cWT-RRNA-2 100 250 25,8 9,7 155 16,1 221
cWT-3 100 256 254 84 149 155 258 cWT-RRNA-3 100 26 251 83 153 160 238
cWT-4 100 24,4 251 8,9 14,5 149 224 cWT-RRNA-4 100 244 251 7,8 144 159 22,6
cWT-5 100 256 252 86 160 150 278 cWT-RRNA-5 100 246 251 85 140 167 236
cWTyp-1 50 250 257 136 21,8 59 131 cWTyp-RRNA-1 50 250 26,0 14,2 24,3 109 231
cWTyp-2 100 250 258 138 223 57 139 cWTyp-RRNA-2 100 25 266 100 306 104 280
cWTyp-3 100 250 256 139 22,6 51 11,0 cWTyp-RRNA-3 100 24,8 26,1 11,4 238 102 24,8
cWTyp-4 100 250 259 142 232 59 121 cWTup-RRNA-4 100 24,8 260 82 239 102 272
CWTyp-5 100 24,8 259 121 25,6 5,6 24,0 cWTyup-RRNA-5 100 249 26,4 9,0 294 11,7 26,2
AMD, oOWT-1 100 24 272 103 338 149 297 OoWT-RRNA-1 100 28 274 139 400 87 289
oWT-2 100 254 274 153 39,2 155 332 oWT-RRNA-2 100 254 27,7 17,2 41,4 158 34,7
OWT-3 150 245 272 69 333 148 298 OWT-RRNA-3 100 250 277 130 427 161 323
oWT-4 150 24,6 27,2 8,3 358 145 320 oWT-RRNA-4 100 251 27,7 111 442 7,5 351
OWT-5 100 2% 272 160 362 170 335 OoWT-RRNA-5 100 2% 281 145 468 154 347
AMD 4 OWT-1 300 252 27,3 136 334 8,7 303 OoWT-RRNA-1 297 251 27,9 122 455 131 36,8
OWT-2 285 2% 276 171 423 106 362 OWT-RRNA-2 297 24 279 11,0 416 124 307
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Tablica D4. Minimalne i maksimalne vrijednosti parametalRg: d; (udaljenost izméu D186 i S500 zrna iz okosnicedli (udaljenost izméu Q400 i

S500 zrna iz okosnice) iznanate tijekom 60 CGMD simulacija.

oznaka
simul.

OWT-1
OWT-2
OWT-3
oWT-4
oOWT-5
OWT-6
OWT-7
OWT-8
oWT-9
oWT-10
oWT-11
OWT-12
OWT-13
OoWT-14
oWT-15
OoWT-16
OWT-17
OWT-18
OWT-19
OWT-20
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,mirl ,max
RgA R?A

255
26,2
261
259
258
263
265
248
264
264
26,6
262
252
26,2
258
267
261
260
26,7
26,6

27,3
286
281
278
27,7
285
288
274
284
288
288
284
275
277
27,3
285
289
278
286
283

dl,min

222
248
284
238
241
280
27,3
157
36,0
336
355
301
14,6
320
193
332
293
235
339
349

dl,max

IA
401
465
551
507
425
525
519
401
60,7
541
587
523
401
497
401
507
557
438
56,7
522

d2,min

1A
838
156
229
198
201
244
253
165
263
226
263
202
156
190
16,4
263
26,0
198
227
246

d2,max

IA
26,3
332
480
430
341
465
41,5
336
525
381
457
409
341
332
309
438
46,6
361
428
428

oznaka
simul.

cWT-1
CWT-2
cWT-3
cWT-4
cWT-5
CcWT-6
cWT-7
CcWT-8
cWT-9
cWT-10
cWT-11
CWT-12
CWT-13
CcWT-14
cWT-15
cWT-16
cWT-17
CWT-18
CcWT-19
CWT-20

,mirl
RgA

245
245
247
245
246
246
246
246
247
246
245
245
24,6
245
246
246
245
247
245
247

Rg,max
1A

253
253
254
252
252
255
253
254
255
251
252
253
251
254
254
252
254
258
252
255

dl,min

94
96
108
104
9,7
79
101
84
118
84
101
81
11,8
118
109
80
9,2
118
7,4
108

dl,max

IA
157
154
17,6
154
154
159
152
135
230
145
161
159
195
226
185
169
17,5
225
123
181

d2,min

177
155
191
155
175
152
16,8
156
149
149
14,7
154
155
193
196
186
149
175
152
152

d2,max

IA
241
212
251
212
229
242
223
212
21,2
212
212
226
222
232
261
246
212
226
212
212

196

oznaka
simul.

CWTyp-1
CWTyp-2
cWTyp-3
cWTyp-4
cWTyp-5
cWTyp-6
CWTyp-7
cWTyp-8
cWTyp-9
cWTyp-10
cWTyp-11
CWTyp-12
CWTyp-13
cWTyp-14
cWTyp-15
cWTyp-16
cWTyp-17
cWTyp-18
CWTyp-19
cWTyp-20
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,mirl ,ma)[ d ,mirl
i S S

252
252
253
253
252
252
255
251
251
251
255
253
252
249
252
252
251
253
254
254

260
259
26,2
261
261
262
27,3
261
26,3
263
271
274
265
260
261
260
26,3
266
264
270

136
168
17,0
149
159
178
17,0
184
156
105
199
159
154
179
147
150
16,7
137
191
148

dl,ma)[
A

220
273
26,7
264
251
268
343
307
247
238
385
323
293
281
249
254
259
288
298
277

d2,min/
A

4,9
47
55
53
6,1
51
51
50
4,6
80
4,8
50
50
48
4,8
82
6,3
71
4,6
48

d2,ma>[
A

14,8
119
138
138
181
136
16,0

94
106
157
139
139
22,2
91
128
170
14,5
138
101
146
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—— OoWT-1
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—— OWT-RRNA-1
—— OWT-RRNA-2
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Slika D1. Radijus giracije Ry) izratunat za atome (ili zrna) iz okosnice proteina (arkiseline 463-
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9)
Slika D2. Parametri,; (udaljenost izméu D186 i S500 @ atoma ili zrna iz okosnice)d, (udaljenost

izmedu Q400 i S500 @ atoma ili zrna iz okosnice) izfanati tijekom: a) 7 MD simulacija, b) i ¢) 15
AMD; simulacija slobodnog enzima, odnosno u kompleksRRNA, d) i e) 5 AMDO simulacija
slobodnog enzima, odnosno u kompleksu s RRNA, AMD ; simulacije slobodnog enzima i u

kompleksu s RRNA, i g) 60 CGMD simulacija slobodmrgima.
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Slika D3. Broj molekula vode u sferi radijusa 10 (lijevop® (desno) A od cinka tijekom AMD

simualcije DPP IIl: a) bez vezanog i b) s vezanigandom (RRNA). Na slikama su nazeai

simulirani sustavi i redni brojevi simulacije.
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Slika D4. Optimizirane strukture kompleksa enzim-supstra8)(Eprvog (TS1) i drugog (TS2)
prijelaznog stanja, ndeiprodukta (INT) i produkata (P i P’ ) dobivene n@7B®/[6-31G+LANL2DZ-
ECP] razini teorije. Tijekom optimizacije ES, INP,i P' struktura poloZaji ugljikovih atoma metilnih
skupina Y318, H450, E451, H455, E508 | H568 bilzamrznuti. Elektrostatske interakcije prikazane
su Zutim crtkanim linjama (udaljenosti iztheatoma prikazane su u jedinici A), a koordinatreze

sivim Stapéima.
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Slika D5. Mehanizam reakcije hidrolize na modelnom sustawiske DPP Il odréen na B97D/[6-

31G(d)+LANL2DZ-ECP] razini teorije uz vibracijskunalizu (zbog jednostavnosti nisu prikazani
Y318 i H568). Optimizirane strukture: kompleksaiemaupstrat (ES), prijelaznih stanja (TS1 - TS6),
meduprodukata (INT1 - INT5) i produkata (P i P'). Vkodve veze prikazane su debljim iscrtkanim
linijama, veze koje nastaju ili pucaju iscrtkanimijama, a koordinativne i kovalentne veze debljim,

odnosnho tanjim punim linijjama.
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INTS

Slika D6. Optimizirane strukture kompleksa enzim-supstra®)(Bprijelaznih stanja (TS1 - TS6),
meduprodukata (INT1 - INT5) i produkata (P i P') dofyie na B97D/[6-31G(d)+LANL2DZ-ECP]
razini teorije. Tijekom optimizacije kompleksa emzsupstrat, mé&uprodukata i produkata polozZaji
ugljikovin atoma metilnih skupina Y318, H450, E45H455, E508 i H568 bili su zamrznuti.
Elektrostatske interakcije prikazane su Zutim artikalinijama (udaljenosti izmi atoma prikazane
su u jedinici A), a koordinative veze sivim Sigpia.
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