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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Budu¢i da su proteini u svom nativnom obliku odgovorni za ¢itav niz slozenih funkcija koje je
jako tesko ostvariti u ne-bioloskom okruzenju, funkcionalizacija proteina pokazala se kao
izvrstan pristup u rjeSavanju mnogih problema suvremenog drustva. Modifikacijom postojecih
proteina ili modeliranjem novih mogu se rijesiti problemi koje bi inace bilo iznimno tesko
rijesiti klasiénim kemijskim putem. Uz pomo¢ softvera za energetsku optimizaciju, iz
strukturnog proteina FraC, dobivena je nanopora za razgradnju ¢estica mikroplastike, koja ima
veliki potencijal u rjeSavanju globalnog problema zagadenja plastikom. Sli¢nim je pristupom
poboljsana i kataliti¢ka aktivnost jedne serinske esterske hidrolaze, te joj je dodano i dodatno
aktivno mjesto, tako da moze katalizirati 1 kaskadne reakcije. Nedavnom pojavom modela
proteinskog jezika (engl. protein language models), metode koja se temelji na dubokom ucenju,
znanstvenicima je omogucéeno da analiziraju i predvidaju svojstva proteina na temelju njihovih
aminokiselinskih sekvenci. ProteinMPNN (engl. Protein Mechanics by Predicted Neural
Networks) je primjer racunalnog alata osmisljenog za optimizaciju proteinskih sekvenci kako

bi se dobile Zeljene strukture ili funkcije.

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Proteini

Proteini su biopolimeri izgradeni iz 20 proteingoenih aminokiselina, zbog svojih trenutnih i
potencijalnih funkcija u fokusu su biomedicinskih i drugih istrazivanja. Ne samo da imaju
gradivnu ulogu kod veéine zivih bic¢a, nego su i njihove funkcije iznimno slozene. Naprimjer,
proteini koriStenjem solarne energije mogu stvoriti kompleksne molekula, drugi mogu
detektirati male molekula u iznimno malome prisustvu (olfatkorni receptori), detektirati svijetlo
(rodopsin), a neki mogu i transformirati kemijsku energiju u kemijske veze (ATP sintetaza) ili

mehanicki rad (aktin i miozin).!

1.2. Proteinsko inZenjerstvo

Nativni proteini zauzimaju samo mali dio svih moguéih kombinacija aminokiselina. Naprimjer,
za slijed od 200 aminokiselina moguce je 20?% razli¢itih polipeptidnih sljedova, dok je za sada
identificirano oko 10'2 proteina. Sve ostalo ostavlja prostor za proteinski inZenjering.! (slika 1.)
Dvije su glavne strategije koje se koriste u proteinskom inZenjrstvu!, jedna od njih je usmjerena
evolucija koja predstavlja strategiju za poboljSanje ve¢ postoje¢ih proteina uvodenjem
nasumi¢nih mutacija.? Druga je de novo dizajn gdje se generiraju proteini sa sekvencama

nepoznatima u prirodi, ali se i dalje slijede fizikalni principi.!

Native
proteins

Directed
evolution

De novo
protein design

Slika 1. Prikaz svih mogucih kombinacija aminokiselinskih sljedova oznacen je plavom, a
zutom bojom prikazani su nativni proteini. Usmjerena evolucija ograniena je samo za
podrucje oko nativnih proteina, dok je u dizajnu de novo na raspolaganju Citava plava

povrsina. Slika je preuzeta iz P. S. Huang, et. al., Nature 537 (2016) 320-327.

Antonio Moc¢ini¢ Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 2

U ovome radu objasnit ¢e se nacin rada softvera engl. Protein Energy Landscape Exploration
(PELE) koji svoju primjenu nalazi u odredivanju energetski najstabilnijih konformacija pri de
novo dizajnu proteina. Upotreba softvera pokazat ¢e se na dvaju primjera. Prvi od njih je
supstitucija nekoliko aminokiselina na proteinu FraC, koja dovodi do moguénost razgradnje
nPET cestica i time postaje nanoreaktor za razgradnju, po zdravlje iznimno opasnih, Cestica
mikroplastike. Svoju potencijalnu primjenu nalazi u centrima za gospodarenje otpadnih voda.’
Drugi je primjer poboljSanje katalitickih moguénosti serinske esterske hidrolaze ugradnjom

dodatnog katalitiCkog mjesta, $to rezultira i moguéno$cu katalize kaskadne reakcije.

Nedavnim razvojem tehnologije stvoreni su i modeli proteinskog jezika (engl. protein langage
models) koji se oslanjaju na metode dubokog ucenja. Modeli proteinskog jezika uce iz
postoje¢ih kombinacija sekvenci i struktura proteina. Postali su mo¢no sredstvo u generiranju
sekvenci, predvidanju sklapanja proteina, ali i prevodenju Zeljene strukture proteina u
aminokiselinski slijed.” U ovome radu, dodatno, je prikazana neuronska mreza ProteinMPNN

koja se pokazala kao iznimno uspjeSan alat za odredivanje proteinske sekvence iz stukture.!”

Ovaj rad oslikava samo odabrane aspekte proteinskog inzenjeringa, kao dinami¢nog podrucja

punog potencijalnih rjeSenja za mnoge probleme suvremenog drustva.

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad



§ 2. Energetska optimizacija struktura 3

§ 2. ENERGETSKA OPTIMIZACIJA STRUKTURA

Uvodenje odredenih promjena u proteinskoj strukturi moze dovesti i do novih svojstava koja
nativni protein inace ne posjeduje. Na primjeru proteina FraC je pokazano kako uz svega
nekoliko izmijenjenih aminokiselina, protein FraC postaje kataliticka nanopora za razgradnju
Cestica mikroplastike.> Osim toga, moguce je poboljsati svojstva ve¢ postojecih enzima, §to se
dogodilo ugradnjom dodatnog katalitickog mjesta u enzim serinske esterske hidrolaze. Osim
poboljsanih katalitickih svojstva, omogucena je i kataliza kaskadne reakcije.’ U oba primjera
koristen je softver PELE (engl. Protein Energy Landscape Exploration) koji rafuna
potencijalnu energiju razlicitih struktura i konformacija u svrhu pronalaska one energetski
najstabilnije. Odnosno, prilikom racionalnog dizajna proteina PELE ima vaznu ulogu u probiru

onih struktura i konfomacija koje zadovoljavaju energetski kriterij.°

2.1. PELE - Protein Energy Landscape Exploration
Sama metoda mapiranja sastoji se od triju koraka:

(1) lokalnih perturbacija,

(2) predvidanja bo¢nih ogranaka i

(3) minimizacijskih algoritama.®

2.1.1. Lokalne perturbacije

Procedura zapocinje stvaranjem lokalnih perturbacija liganda. Perturbacije su u ovome sluc¢aju
sitni pomaci u polozaju liganda. Unato¢ tome $to se mnogi ligandi promatraju kao kruta tijela
koja imaju tri rotacijska i tri translacijska stupnja slobode, neki ligandi, poput palmitata, imaju
dodatne stupnjeve slobode koje su rezultat promjene torzijskih kutova veza u kojima je moguca
rotacija. Sve veze u kojima je prisutna torzija potrebno je tako i deklarirati prije izvodenja
racuna. Duljine veza i kutovi medu njima smatraju se konstantnima. Ukoliko postoji stericka
smetnja izmedu liganda i proteina ili izmedu liganda samoga (ako se radi o fleksibilnom
ligandu), perturbacija se odbacuje. Izmedu 400 perturbacija odabire se ona s najboljim
rezultatom. Perturbacije se boduju po OPLS-AA polju sila koje u obzir uzima samo interakcije
liganda i proteina. To jest, interakcije otapala su zanemarene.® U novijim istrazivanjima, dodane

su i perturbacije proteina koje koriste reducirani harmonicki model.”

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad



§ 2. Energetska optimizacija struktura 4

2.1.2. Predvidanje bocnih ogranaka

U sljede¢em koraku alogritam optimizira bo¢ne ogranke aminokiselina u blizini perturbiranih
atoma. Isprobavaju se moguci rotameri bo¢nih ogranaka aminokiselina, odnosno promjena
torzijskih kutova veza u boénom ogranku sa rezolucijom od 10°.° Ukoliko se rotameri ispituju
na takav nacin, njihov je broj iznimno velik, naprimjer za 2086 rotamera za lizin. Veliki broj
rotamera pokuSava se smanjiti tako da se ispituju samo energetski najstabilniji rotameri.®
Ukoliko imamo i perturbaciju proteina, u ovom koraku odabiru se oni ogranci koji su imali
najvecu promjenu u energiji. Tako je moguce pronaci one bo¢ne ogranke u kojima se dobilo

najvece povecanje energije i odrediti poziciju koja bolje odgovara u smislu smanjenja energije.’

2.1.3. Minimizacijski algoritmi

Posljednji korak je energetska minimizacija svih dijelova strukture koji su sudjelovali u
prethodna dva koraka. Ovaj korak osigurava prilagodbu proteinske okosnice na napravljene
perturbacije. Detaljnije, koristi se pretpostavka da ¢e bo¢ni ogranci aminokiselina koji se nalaze
u lancu odgovoriti na promjene koje su se dogodile u polozaju liganda ili promjene u

interakcijama u samom proteinu pa ¢e i okosnica proteina slijediti taj odgovor.®

Ova tri koraka kumulativno se vrednuju po kriteriju Metropolis. Rezultat mozZe biti prihvacanje,
odnosno definiranje novoga minimuma ili odbijanje. Konformacijske promjene zatim se Sire
izvan lokalnog podrucja. Korisnik sam odabire radijus unutar kojeg ¢e se dogadati strukturne

promjene, bilo lokalne ili, kasnije, izvan lokalnog podru¢ja.®

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad
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2.2. Nanoreaktori za razgradnju Cestica mikroplastike

2.2.1. Mikroplastika

Akumulacija plastike u okoliSu predstavlja sve veci globalni problem. Jedan od razloga je
njezina stabilnost, budu¢i da je plastika polimer sintetickog podrijetla. Mehanicka degradacija
plastike u okoliSu dovodi do nastajanja Cestica koje se nazivaju mikroplastika (5 mm — 1 um),
sub-mikroplastika (100 nm — 1 pm) i nanoplastika (1 nm — 100 nm). Istrazivanja su pokazala
da PET cestice (polietilentereftalat) ¢ine vise od 5% identificiranih plasti¢nih Gestica’, koje se
mogu pronaéi u zraku nekih gradova, pitkoj vodi i ledu s planina, ¢ak i Antarktike. Sljedeci
odlomci pokazuju kako su znanstvenici funkcionalizirali protein oblika pore fragaceatoxin C
(FraC) ugradnjom dva PET hidroliti¢ka mjesta alatima za ra¢unalno strukturno modeliranje, a

potom i eksperimentalno potvrdili moguénost razgradnje nanoPET (nPET) Cestica.

2.2.2. Stvaranje nanopora za kataliticku razgradnju mirkoplastike

Protein fragaceatoxin C (FraC) je oktamer koji ima izgled pore u obliku slova V. Duljina mu je
7 nm, veli¢ina cis-otvora je 6,7 nm, a trans-otvora 1,9 nm. FraC sam po sebi nije enzim i nema
kataliticku sposobnost, stoga su dva aktivha mjesta nadodana racunalnim strukturnim
modeliranjem, odnosno proteinska pora je funkcionalizirana kako bi postala enzim i dobila

kataliticku moguénost hidrolize estera.

Unutarnja povrSina divljeg tipa proteina FraC (FraCwr) pretraZena je softverom PELE u svrhu
pronalaZenja optimalnog mjesta za vezanje supstrata koje ¢e biti pretvoreno u aktivno mjesto
buduéeg enzima. Za ispitivanje su upotrjebljena tri estera: gliceril tripropionat, fenil acetat i
vinil acetat. Oni su odabrani jer ih vecina esteraza uspjesno hidrolizira. Rezultati simulacija

programa PELE su energijski profili unutarnje povrsine proteina FraCwr (slika 2).

a o b c ,
Glyceryl tripropionate Phenyl acetate Vinyl acetate

Interaction energy
(kcal mol™)

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Distance to N-terminal (A)
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§ 2. Energetska optimizacija struktura 6

Slika 2. Energetski profili pore dobiveni softverom PELE za tri razli€ita supstrata: (a) gliceril
tripropionat, (b) fenil acetat i (c) vinil acetat. Obojena su mjesta ako je energija interakcija
supstrata i proteina manja od (a) 15 kcal/mol (b) 12,5 kcal/mol i (c) 10 kcal/mol. Slika je
preuzeta iz iz A. Robles-Martin, et. al., Nat. Catal. 6 (2023) 1174-1185.

Za sva tri supstrata potencijalna mjesta za dizajn aktivnog mjesta pronadena su na slicnim
udaljenostima (slika 3). Poru je moguée podijeliti u tri domene. Pri trans-otvoru nalazi se
globularna domena, dok se pri cis-otvoru nazali transmembranska regija saCinjena od N-krajeva
alfa zavojnica. Izmedu te dvije domene smjeStena je regija koja povezuje monomere i
karakterizirana je prisustvom ocuvanih aminokiselina koje su uklju¢ene u konformacijske
promjene u svrhu stvaranja nanopore. Ona nije odabrana za mutacije zbog gubitka moguénosti
sklapanja monomera u poru. Regije u pori pri otvorima pokazale su se pogodnima za ugradnju

aktivnih mjesta.

Slika 3. Prikaz proteina FraC i njegova zrcalna preslika, zajedno s lokacijama aktivnih mjesta:
FraCni 1 FraCpo. Slika je preuzeta iz iz A. Robles-Martin, et. al., Nat. Catal. 6 (2023) 1174—
1185.

Antonio Moc¢ini¢ Zavr$ni rad



§ 2. Energetska optimizacija struktura 7

Odabrana su dva mjesta koja svojim oblikom i veli¢inom pogoduju zadrzavanju i tuneliranju
supstrata. Prvo od dva dizajnirana (FraCmi) kataliticka mjesta generirano je zamjenama
Lys20His i Thr21Ser, a drugo (FraCun2) zamjenom Asp38Ser pri cemu je zamjena Glul73GIn
uvedena radi stvaranja oksianionske Supljine (slika 4). Simulacijama je pokazano kako ova
aktivna mjesta potencijalno mogu katalizirati reakciju razgradnje esterskih supstrata,
ukljucujuéi TE (mono(2-hidroksietil)tereftalna kiselina) i/ili ETE (bis(2-hidroksietil)tereftalat).
Nadalje, potrebno je ustanoviti mogu li PET cestice uopcée dospjeti do aktivnih mjesta u pori.
U tu svrhu napravljene su simulacije fleksibilnosti PET lanca duljine 200 monomera. Pokazalo
se da su PET lanci dinamicni i da se njihov oblik i konformacija mijenjaju. U molekulskom

dokiranju pronadeno je vise konformacija koje odgovaraju veli€ini i obliku pore.

a / ( b

Glu24
Glu24 \)J ! ,

23
His20

" 374
>j Ser21
His20 2 3A
\
e
\f/Asp17
? Asp17

Slika 4. (a) Aktivno mjesto FraCm1 gdje je kataliticka trijada formirana od Ser21, His20 i

(72

er21

‘\v

Glu24/Aspl7. (b) Aktivno mjesto FraCm> gdje je kataliticka trijada formirana od Ser38,
His175 1 Glu40 i GIn173 koji ovdje ima ulogu u oksianionskoj Supljini. Slika je preuzeta iz A.
Robles-Martin, et. al., Nat. Catal. 6 (2023) 1174-1185.

Zatim su proteini FraCwr, FraCmi 1 FraCm2 nadeksprimirani u bakteriji Escherichia coli i
prociséeni. Oligomerizacija dobivenih proteina u oktamere odvijala se umetanjem proteina na
prazne nanodiskove koji su modeli membrane kako bi se preslikalo prirodno stanje akvaporina.

I tako su dobiveni oktameri: npFraCm1 1 npFraCmo.

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad



§ 2. Energetska optimizacija struktura 8

2.2.3. Kataliticke mogucnosti nanopora

U eksperimentalnim uvjetima oba ugradena proteina su aktivna i uspjesno hidroliziraju TE,
ETE i sva tri estera koja su bila koriStena u raCunalnim simulacijama. Takoder je uocena i
korelacija izmedu izracunate PELE-normalizirane relativne kataliticke aktivnosti i
eksperimentalne aktivnosti (slika 5). Ukoliko je supstrat p-nitrofenol propionat, npFraCmi 1

npFraCmz pokazuju maksimalnu kataliti¢ku aktivnost pri pH 9 i temperaturi izmedu 35°C 1

45°C.

Correlation ____ Correlation
(R*=0.72) (R* = 0.566)
e FraC,, e FraC,,

80 -

60 -

40

20 -

Exp. activity FraC_, (units mg™)

T
0 5 10 15

Normalized relative activity (%)

Slika 5. Korelacija izmedu racunske PELE normalizirane aktivnosti i eksperimentalne
kataliticke aktivnosti za hidrolizu estera gliceril tripropionata (GRP), vinil-acetata (VIN),
fenil-acetata (PAE), TE i ETE. Eksperiment se odvijao pri ¢ = 40°C i pH 8,0. Slika je preuzeta
iz A. Robles-Martin, et. al., Nat. Catal. 6 (2023) 1174-1185.

Do sad je pokazano kako nanopore s ugradenim aktivnim mjestima (npFraCmi 1 npFraCnm2)
mogu hidrolizirati TE 1 ETE estere, te se sada postavilo pitanje mogu li hidolizirati i nPET
Cestice. Za provodenje eksperimenta odabrano je proizvesti nPET cestice in vitro kako bi se
dobio uvid u fizikalno-kemijska svojstva, te razumio proces razgradnje te produkti razgradnje.
Odabrana su Cetiri razli¢ita PET proizvoda iz kojih su dobivene Cetiri vrste nPET Cestica (nPET,
dobivene su iz PET boca za svakodnevnu upotrebu, nPET. iz PET peleta koji sluze kao sirovina
za proizvodnju ambalaze, nPETgr, iz kristalicnog PET filma nPETGrp.iz amorfnog PET filma.)
Dobivene su nPET razlikuju se po promjeru i njihove su veli¢ine izmedu 53,0 i 108,1 nm.
npFraCm ili npFraCm2 dodani su u koncentraciji od 76 nmol/L u otopinu pH 7 koja je sadrzavala

2,23 £ 0,06 mg/mL nPET cestica, a produkti razgradnje razdvojeni su HPLC-om. Eksperiment

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad



§ 2. Energetska optimizacija struktura 9

je trajao 48 sati 1 odvijao se na temperaturi od 40°C jer je se ona prethodno pokazala kao
optimalnom za hidrolitiCku aktivnost supstrata p-nitrofenil propionata. Nakon provedbe
eksperimenta u trajanju od 48 sati npFraCm1 1 npFraCm2 zadrzali su redom 54,7 +2,1%132,7 +
6,3% pocetne aktivnosti. Identitet dobivenih produkata razgradnje potvrden je masenom
spektrometrijom.

Glavni produkt razgradnje nPET cestica sa npFraCm1 je ETE, a detektirani su i ETETE, TE i
TETETE. Kod npFraCm> uocila se veéa raznolikost oligomera TET, TETE, TETET i TETETE,
uz naravno tereftalnu kiselinu T, TE i ETE. Generalno tereftalna kiselina, uz etilen glikol,
finalni je produkt razgradnje polimera. Pod istim eksperimentalnim uvjetima enzimi /sPETaza,
LCCwr i LCCwccg proizveli su T, TE, ETE, zatim oligomere TET, TETE i/ili TETETE, pri
¢emu su T i TE su bili glavni produkti razgradnje (slika 6). npFraCmi pokazuje prednost nad
npFraCm, IsPETazom, LCCwr 1 LCCwcce zbog toga Sto T nije produkt njegove razgradnje.

)
[ox
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7,000 0 TE 3,000 - ©
= 8 ~ ETE = 8 N
6,000 - 10 o = X
= 10 - Others S 2500 ~ o
~— T = - i’y O
- < ,
£ 5000 I o . Total 2 %
S l Q S 2,000 A by >4
© ™ — 5 i
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NPET., nPETs,  nPET,  nPET, NPET, nPET,,  nPET,  nPET,

Slika 6. Koncentracije produkata degradacije enzimima (a) FraCn1 1 (b) FraCp2. Kvantitativni
rezultati dobiveni su za produkte od T do ETETE. Odredeno metodama semipreparativnog
HPLC-a, a zatim masenom spektometrijom. Slika je preuzeta iz iz A. Robles-Martin, et. al.,

Nat. Catal. 6 (2023) 1174—1185.

Kako bi se dobio bolju uvid razgradnju nPET Ccestica, provedeni su eksperimenti u kojima se
prati tijek reakcija. npFraCmi 1 npFraCm2 usporedeni su sa LCCwr, iako je IsPETaza
najucinkovitiji enzim divljeg tipa za razgradnju PET, u eksperimentalnim uvjetima stabilniji je
LCCwr. Kao supstrat odabrane su nPET} Cestice, jer su najsli¢nije onima u prirodi. Pokus se

provodio pri 40°C. U pocetku reakcije s npFraCmz vidljiva je puno veca brzina hidrolize, nego

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad
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kod npFraCm1. Dok je npFraCm?2 znacajno aktivna samo 5-6 sati, aktivnost npFraCm1 seze i

do 24 sata kada se ocituje maksimalna aktivnost. Za usporedbu, aktivnost LCCwr nastavlja se

iza 24 sata (slika 7).

]
o

T TE MW ETE Others Total
3500 7 npFraC,,
3,000 1
2,500 1
2,000
1,500 -
1,000
500

3,000 7 npFraC,,, !
2,500 \

350 7 LCCyyy
300

250
200
150
100

50

[Degradation products] (uM)
[Degradation products] (M)
@

o
o
[Degradation products] (uM)

(0] T T T (N R R B |

(O T T T —T T

0 10 20 30 40 50
Reaction time (h) Reaction time (h) Reaction time (h)

— ™
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Slika 7. Pracenje kinetike reakcije razgradnje nPET), Cestica enzimima (a) npFraCmi (b)
npFraCp2 1 (¢) LCCwr. Pri pocetnoj koncentraciji nPET;, od 1,1 mg/mL, enzima 1,5 g/mL, ¢t =
40°C, pH 7,0. Slika je preuzeta iz A. Robles-Martin, et. al., Nat. Catal. 6 (2023) 1174-1185.

Jo§ je preostalo ispitati kako veli¢ina Cestica utjeCe na uspjeSnost kataliticke reakcije.
Pripremljene su nPETb Cestice razlicitih veli¢ina izmedu 69,1 nm i 153,8 nm. Dobiveno je kako

se manje Cestice bolje razgraduju u FraCp1, a FraCy preferira dimenzije izmedu 85,4 1 108 nm.

Navedeno istrazivanje® pokazuje kako se dizajnirane katalititke nanopore mogu jednostavno
proizvesti 1 koristiti u prociS¢avanju voda. Dizajnirane kataliticke nanopore su stabilne i

predstavljaju alat za razgradnju PET cestica sub-mikro i nano veli¢ina, pri temperaturama oko
40°C.

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad
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2.3. Unaprjedenje i prosirenje katalitickih mogucénosti

Potreba za pove¢anom ucinkovitosti enzima i pro§irenje njihovih katalitickih moguénosti u sve
je vecem porastu. Ugradnja dodatnog broja aktivnih mjesta u jedini¢ni enzim, u svrhu
sinergistickog djelovanja aktivnih mjesta kako bi se povecala ucinkovitost katalize ili kako bi
se proSirio kemijski aspekt katalize, namece se kao logi¢an pristup. Enzim koji ima ugradeno
dodatno aktivno mjesto nazvan je engl. plurizyme. Znanstvenici® su na primjeru serinskih
esterskih hidrolaza (PDB kod: 5JD4) pokazali kako ugradnja dodatnog aktivnog mjesta ne samo
da poboljSava kataliticki u¢inak navedenog enzima, ve¢ i uvodi dodatna svojstva koja nije
moguce postic¢i u vise komponentnom okolisu gdje se dva aktivna mjesta nalaze u dva odvojena

enzima.

Tekst u nastavku pokazuje kako su znanstevnici®, uvodenjem preinaka u divljem tipu serinskih

esterskih hidrolaza, poboljsali, zatim 1 promijenili njegova kataliti¢ka svojstva.

2.3.1. Uvodenje dodatnog aktivnog mjesta u svrhu poboljsanja katalitickih mogucnosti

U svrhu pretrage enzima za potencijalna mjesta novih kataliti¢kih trijada upotrjebljen je softver
engl. Protein Energy Landscape Exploration (PELE)’. Nativna kataliticka trijada (u divljem
tipu enzima koji je nazvan EHIA) sainjena je od Serl61, Asp256 i His286. Racunima
izvedenim u softveru PELE, pronadena je odgovarajuca pozicija za novo katalitiCko mjesto u
enzimu. Generiran je novi enzim (EH1B) koji sadrzi sljedeée izmjene: Glu25Asp, Leu214His,
pri cemu je Ser211 zadrzan kako bi se stvorilo novo aktivno mjesto, dok izmjena Ser161Ala
sluzi u svrhu inaktivacije nativnog katalitickog mjesta. Tako je dobivena nova kataliticka trijada
sastavljena od Ser211, Asp25 i His214. Kona¢no, generiran je i enzim EH1AB iskljucivo s
dvije mutacije sekvence divljeg tipa (EH1A): Glu25Asp, Leu214His. EH1AB sadrzi aktivno
mjesto koje je inace prisutno u divljem tipu EHIA (Serl61, Asp256 i His286) i ono aktivno
mjesto koje je prisutno u umjetno generiranom enzimu EHI1B (Ser211, Asp25 i His214).
Dobiveni enzim EH1AB nije pokazao kataliti¢ku prednost nad divljim tipom, iako je imao dvije

aktivne kataliticke trijade.

Zbog nedostatne prednosti enzima EH1AB koji sadrzi dva kataliti¢ka mjesta, nad divljim tipom

EHI1A koji sadrzi jedno kataliticko mjesto, pokrenut je novi set mapiranja povrsSine uz pomo¢
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prethodno spomenutog softvera PELE na enzimu EA1B. Otkriveno je kako Arg23 ometa ulogu
Asp25 u nadodanoj katalitiCkoj trijadi, tako S$to tvori elektrostatske interakcije,
onemogucavaju¢i sudjelovanje aspartata u katalitickoj trijadi (Slika 8a). Ova smetnja moze se
zaobi¢i uvodenjem izmjene Arg23Gly (Slika 8b), koja je potom ucinjena na sva tri enzima:
EHI1A, EH1B i EH1AB, te je stvoren novi slijed enzima: EH1A1, EH1B1, EH1ABI1. Pokazalo
se da uvodenjem ove izmjene, novom plurizimu EH1AB1 vrijednosti kcat 1 kca/ Km znacajno su
povecane u katalitiCkoj reakciji hidrolize estera, dok je temperaturni raspon u kojem enzim
zadrzava vise od 80% svoje aktivnosti proSiren za 20°C. Takoder, pokazalo se da EHIABI1

hidrolizira svaki od 78 isprobanih supstrata.

e <

Slika 8. Struktura generirane kataliticke trijade: (a) EH1B i (b) EH1B1. Generiranje je
izvrSeno simulacijama molekulske dinamike. Mutacija Arg23Gly uzrokuje smanjenje distance
His214 — Asp25, sto bi trebalo poboljsati kataliticku sposobnost ovog aktivnog mjesta. Sve su
udaljenosti izrazene u A. Slika je preuzeta iz S. Alonso, et. al., Nat. Catal. 3 (2020) 319-328.

Kako bi se provjerilo jesu li oba kataliticka mjesta enzima EH1ABI1 aktivna provedena je
strukturna analiza. Priredeni su kokristali enzima s pripadaju¢im inhibitorom (4-nitrofenil
heksilfosfonat). 4-nitrofenil heksilfosfonat pripada skupini suicidalnih inhibitora. To su spojevi
koji se vezu za aktivno mjesto enzima i umjesto pretvaranja u produkt, bivaju ¢vrsto vezani za
aktivno mjesto i tako onemogucuju daljnje Kkataliticko djelovanje.* Pregledom kristalne
strukture dobivene difrakcijom X-zraka na kristalu pokazalo se kako se inhibitor veze za Ser161
iza Ser211, odnosno uzrokuje kovalentnu modifikaciju koja inhibira enzim u potpunosti. Time

je dokazana kataliticka aktivnost oba aktivna mjesta.

Antonio Mocini¢ Zavr$ni rad
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2.3.2. Kataliza kaskadne reakcije

S ciljem dizajniranja enzima s bioloSkim i nebioloSkim aktivnim mjestom znanstvenici su
proveli daljnje istrazivanje. Za pocetak, uzet je enzim EH1ABI i1 odabrana je strategija
suicidalnog inhibitora. Ovaj pristup temelji se na odabiru analoga supstrata kojeg ¢e enzim
kovalentno vezati u reakciji koja sli¢i redovnoj katalitickoj reakciji tog enzima. U ovom slucaju,
dobro je poznato da se fosfonatni esteri stehiometrijski vezu za serin kataliticke trijade. Kao
inhibitor odabran je 3'-hidroksi-2,2'-bipiridin-3-il metil heksilfosfonat, koji se dodatno moze
obogatiti ionom prijelaznog metala koji ima tendenciju stvaranja kelata. Cilj je posti¢i
specificnu ugradnju inhibitora u jedno od dva aktivna mjesta. Pokazalo se kako uvodenje
prethodno navedenog suicidalnog inhibitora moze posluziti kao baza za uvodenje
koordiniranog Cu?* iona u enzim. Unato¢ tome, nije postignuta Zeljena selektivnost pri odabiru
aktivnog mjesta, te je CuSI (kompleks bakra i suicidalnog inhibitora) vezan za oba aktivna
mjesta. Kako bi se priblizilo rjeSenju tog problema, ispitana je selektivnost dvaju aktivnih
mjesta pri razliitim koncentracijama inhibitora. To je ucinjeno ispitivanjem enzimske
aktivnosti sva tri enzima iz serije (EH1A1, EH1B1 i EH1ABI) pri razli¢itim koncentracijama

inhibitora.

U koncentracijama inhibitora ispod 35 pmol/L, nije zabiljeZzen gubitak aktivnosti enzima
EH1B1. Dok je kod EH1Al i EHIABI1 prisutan gubitak enzimske aktivnosti pri
koncentracijama inhibitora manjima od 35 pmol/L. Nadalje, pri koncentracijama inhibitora
iznad 35 umol/L prisutan je znacajniji gubitak enzimske aktivnosti kod EH1 AB1 radi sumarnog

efekta dvaju aktivnih mjesta: Ser161 i Ser211 (slika 9).
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Slika 9. Prikaz gubitka enzimske aktivnosti EH1A1, EH1B1 i EH1ABI pri razli¢itm
koncentracijama inhibitora (hidroksi-2,2'-bipiridin-3-il metil heksilfosfonat). [enzim] = 85
umol/L, t = 25°C, u 50 mmol/L K2HPO4 puferu pH = 6,5. Slika je preuzeta iz S. Alonso, et.
al., Nat. Catal. 3 (2020) 319-328.

Zahvaljuju¢i razli¢itom afinitetu aktivnog mjesta prema inhibitoru pri koncentracijama
inhibitora ispod 35uM, omoguceno je vezanje organo-metalnog kompleksa na Serl61, ali ne 1
na Ser211. Aktivnost novoga enzima EH1AB1C-B pokazana je na dva primjera: (a) hidroliza

estera pracena oksidacijom i (b) Fidel-Castrovo alkiliranje (slika 10).

(a) Polazni supstrat je ester, koji hidrolizira u generiranom aktivnom mjestu (Ser211) do
alkohola. Slijede¢i korak obavlja nativno aktivno mjesto (Ser161) koje je kovalentno povezano
sa CuSI 1 ima ulogu kemijskog katalizatora koji alkoholnu skupinu oksidira do keto skupine.
Preciznije, prvo aktivno mjesto prevodi 1-naftolacetat u 1-naftol, a u slijede¢em koraku dogada
se oksidacija do 1,4-naftokinona. Iskoristenje reakcije od 100% nakon 2 sata.

U reakciji (b) polazni supstrat je takoder ester, koji u generiranom aktivnom mjestu (Serl161)
hidrolizira do masne kiseline. Nadalje, uz dodatak benzena, odvija se Fidel-Castrovo alkiliranje
u kemijskom katalitickom mjestu i kona¢ni produkt reakcije je 3-fenilbutanska kiselina.
Konkretno, u enzimsku reakciju ulazi vinil krotonat, koji se hidrolizira do krotonske kiseline, a
zatim, uz dodatak benzena, dogada se alkiliranje i dobivanje 3-fenilbutanske kiseline.

Iskoristenje reakcije od 83% nakon tri dana.?
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Slika 10. Prikaz dvaju primjera reakcija koje se odvijaju u enzimu EH1IAB1CB. (a) Zelenom
bojom prikazana je reakcija u generiranom aktivnom mjestu, dok je crvenom prikazana
reakcija u nativnom aktivnom mjestu koje je nadogradeno sa CuSI. Reakcija se odvijala pri
pH =8, t =25°C, [supstrat] = 10 mmol/L. (b) Prikaz reakcije hidrolize poprac¢ene Fidel-
Castrovim alkiliranjem. Reakcija je izvedena pri ¢ = 4°C, u trajanju od 3 dana. Slika je

preuzeta iz S. Alonso, et. al., Nat. Catal. 3 (2020) 319-328.
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§ 3. MODELI PROTEINSKOG JEZIKA

Vec¢ je prije spomenuto da se proteini sastoje, vec¢inom, od 20 proteinogenih aminokiselina.
Primarna struktura proteina odreduje tercijarnu strukturu, a samim time i funkciju proteina.
Razumijevanje odnosa izmedu strukture i funkcije u fokusu je mnogih istrazivanja. Alati koji
spadaju u skupinu modela proteinskog jezika koriste metode dubokog ucenja kako bi
znanstvenicima pomogli u razumijevanju slozenih odnosa izmedu sekvence, strukture i funkcije

proteina.’

3.1. ProteinMPNN
U prethodnim primjerima proteini su funkcionalizirani koriStenjem tehnika koje se temelje na
energetskoj optimizaciji, odnosno radene su male lokalne promjene u vrsti aminokiselina i

njezinim konformacijama, zatim je odredivano koja je od njih energetski najpovoljnija.

Nedavno je otkriveno da je prilikom odredivanja sekvence iz proteinske strukture moguce
upotrijebiti modele dubokog ucenja. Za razliku od prethodno opisanih tehnika pronalaska
energetskih minimuma kod brojnih rotamera, modeli dubokog ucenja ne pretrazuju rotamere,

¢ime su izbjegnute kalkulacije koje mogu znac¢ajno trositi ratunalne resurse. !

3.1.1. Opis modela

U ovom primjeru znanstvenici su koristili vrstu neuronske mreze koja se naziva engl. Message-
passing neural network (MPNN). Model sadrzi tri sloja enkodera, tri sloja dekodera i skriveni
sloj dimenzije 128. Mreza predvida slijed aminokiselina na autoregresivan nacin, od N-
terminalnog prema C-terminalnom kraju. Pri tome se koristi udaljenosti izmedu Coa-Ca,

relativne orijentacije i rotacije okvira Ca-Ca-Ca, kao 1 torzijski kutovi okosnice.

Model je prvo unaprijeden pretvaranjem strukture u aminokiselinski slijed koriste¢i se
poznatim, divljim tipovima jednolan¢anih proteina. Odabrano je 19700 proteina iz Protein Data

Bank (PDB) na kojima je model treniran, validiran i testiran.
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Razli¢itim dodacima pocetnom modelu doslo je do bolje moguénosti obnavljanja sekvence. !’
Termin obnova sekvence u ovome kontekstu oznaCava pretvorbu proteinske strukture u
aminokiselinski slijed. Sto je uspje$nost u obnovi sekvence veca, to je model bolje odredio

aminokiselinski slijed iz strukture, u odnosu na referentni aminokiselinski slijed.!!

Prvo je uklju¢ivanjem udaljenosti izmedu N, Ca, C, O 1 zamisljenih Cp, ¢iji su polozaji odredeni
u ovisnosti o N, Ca i1 C, uspjeSnost obnavljanja sekvence porasla je s 41,2% (u pocetnom
modelu) na 49,0%. Zatim nadogradnjom bridova, kao i ¢vorova u enkoderu okosnice uspjesnost
obnavljana sekvence povecana je na 43,1%. Kombiniranjem promjena iz prethodna dva

eksperimenta dovelo je do moguénosti obnavljanja sekvence od 50,5%.

Model je do sada dekodirao aminokiseline redom, s lijeva na desno, odnosno od N-terminalnog
kraja prema C-terminalnom kraju. U ovome koraku nadogradnje uvedeno je dekodiranje
neovisno o redoslijedu, $to je takoder, u kombinaciji s prethodnim unaprijedenima, pridonijelo
poboljSanju u obnavljanju sekvence. Dekodiranje neovisno o redoslijedu olakSava slucajeve
kada je sekvenca u sredini poznata, a potrebno je odrediti ostatak. U samo dekodiranja poznatih

regija se preskace, ali ih se ukljucuje u dekodiranje ostatka sekvence.!”

3.1.2. Proteini koji sadrze kvarternu strukturu

Ukoliko se pokuSava odrediti primarna struktura proteina koji posjeduju vise lanaca, potrebno
je do¢i do istoga rjeSenja, neovisno o tome koji se lanac prvo odreduje. Zato je u model dodana
i binarna funkcija koja odreduje jesu li dva bo¢na ogranka, koji ostvaruju interakcije, iz istoga
ili drugih lanca. Takoder, ukoliko se radi o homodimeru, aminokiseline na istim pozicijama
moraju biti jednake. To svojstvo umetnuto je u model tako da se odreduju dvije razdiobe, za
isto mjesto na oba lanca, zatim se iz te dvije razdiobe odreduje normalna razdioba iz koje se

konac¢no odreduje i aminokiselina.

Za treniranje, validiranje i testiranje modela koji obraduje proteine s viSe podjedinica uzeto je
viSe od 23000 proteinskih struktura iz Protein Data Bank (PDB) ¢ije su strukture odredene
difrakcijom rendgenskog zracenja na kristalu ili kriogenom elektronskom mikroskopijom, a
rezolucija je ve¢a od 3,5 A. Proteini su sadrzavali manje od 10000 aminokiselina u svom

sastavu i podijeljeni u set za treniranje, potvrdivanje i testiranje.'°
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3.1.3. Usporedba modela in silico

Zausporedbu modela odabrana su 402 monomera, koji su prevedeni u aminokiselinske sljedove

pomocu alata Rosetta (koristi pristup pomocu energetske optimizacije) i ProteinMPNN-a.

ProteinMPNN pokazao se efektivnijim, u prosjeku 52,4% nasuprot 32,9% (slika 11).
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Slika 11. Usporedba alata Rosetta i ProteinMPNN u odredivanju aminokiselinskog slijeda iz

strukture monomera u ovisnosti o prosjecnoj udaljenosti Cg za 8 najblizih susjeda,

odnosno razli¢itoj zakrivenosti. Slika je preuzeta iz J. Dauparas, et. al., Science 378

(2022) 49-56.

Sljedec¢a evaluacija ProteinMPNN-a izvrSena je na setu od 690 monomera, 732 homodimera

(ispod 2000 AK) i 98 heteromera. Model se pokazao uspjesnim za sve tri vrste proteina (slika

12).
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Slika 12. Uspje$nost odredivanja sekvence za monomere, homodimere i heteromere u alatu

ProteinMPNN. Slika je preuzeta iz J. Dauparas, et. al., Science 378 (2022) 49-56.
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AlphaFold i RoseTTAFold su alati koji imaju moguénost predvidanja 3D strukture proteina iz
njegove sekvence. Mogu predvidjeti strukturu dosta dobro ako je prisutno poravnanje
viSestrukih sekvenci, koje generalno sadrzi dodatne evolucijske podatke, koji pomazu alatima
u tocnom predvidanju strukture. Manje su precizni kada na raspolaganju imaju samo jednu
sekvencu koju je potrebno sklopiti u 3D strukturu. ProteinMPNN ovdje pronalazi ulogu u

generiranju sekvenci koje ¢e AlphaFold puno bolje i to¢nije sklopiti nego nativne sekvence.!”

3.1.4. Eksperimentalna potvrda

Unato¢ uspjeSnom obnavljanju sekvence in silico, pravi test alata ProteinMPNN je u
eksperimentalnom okruZenju, gdje se ispituje sklapanje sekvence i njezina funkcija. Kako bi se
evaluirao ProteinMPNN odabran je set monomera, ¢iji dizajn nije uspio pomocu programa
AlphaFold ili Rosetta. Protokol ide tako da su u eksperimentima strukture ostale iste, ali su
generirane nove sekvence pomocu ProteinMPNN-a. Proteini su zatim eksprimirani u bakteriji

Escherichia coli, a potom im je odredena struktura i biokemijski su karakterizirani.

U prvome eksperimentu znanstvenici'® su, nasumi¢no u programu AlphaFold, generirali ciljni
set monomoera i oligomera koji su se znacajno razlikovali od nativnih proteina. Ti proteini su
eksprimirani u E. coli i odredena im je topivost, koja je iznosila svega 9 mg/L. U sljede¢em
koraku, sekvence ciljnih struktura ponovo su generirane pomocu ProteinMPNN-a. Od 96
pokusaja, 73 je bilo topivo u vodi, sa znac¢ajno ve¢im medijanom topivosti koji je iznosio 247
mg/L. Dodatno, 50 njih je imalo zadani oblik monomera ili oligomera §to je utvrdeno gel-
filtracijom. Mnogi od njih bili su termicki stabilni, preciznije sekundarna struktura im je bila
ocuvana sve do 95°C. Za jednog monomera dobivenog uz pomo¢ ProteinMPNN-a odredena je
kristalna struktura difrakcijom rendgenskog zracenja na jedini¢nim kristalu (slika 13). Struktura
dobivenog proteina sloZenija je od veéine de novo dobivenih proteina. Sadrzi pet B-ploca i Cetiri
a-zavojnice. Ovi eksperimentalni rezultati dokaz su da ProteinMPNN uspjeSno pretvara
strukture u sekvence. Takoder, odredena je i struktura deset ciklickih homooligomera, gdje se
pokazalo veliko podudaranje Zeljenih i eksperimentalno dobivenih struktura, a strukture su
eksperimentalno odredene ili difrakcijom rendgenskog zracenja na kristalnom uzorku ili

elektronskom mikroskopijom.
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Target backbone AlphaFold prediction Crystal structure

2.35A

Slika 13. Plavom bojom prikazana je ciljna struktura zeljenog proteina (PDB ID: 8CYK),
crvenom bojom prikazano je kako je AlphaFold predvidio sklapanje aminokiselinskog slijeda
dobivenog pomocu ProteinMPNN, a zelenom kristalna struktura dobivena difrakcijom
rengenskog zracenja na kristalu eksperimentalno dobivenog proteina. Slika je preuzeta iz J.

Dauparas, et. al., Science 378 (2022) 49-56.

UspjeSnost ProteinMPNN-a eksperimentalno je potvrdena na jo$ sloZenijim primjerima
proteina koji sadrze ponavljajuce dijelove sekvence, a koji su prethodno neuspjesno dizajnirani

u programu Rosetta (slika 14).

A Tied within chain
Tied across & within chains

Q" r“i“V —

- “'i" ‘,4‘ A —
B SO N

Slika 14. Prikaz sloZenijih struktura generiranih s ProteinMPNN-om. (A) Zuto je oznaten
model, a plavo AlphaFold-ovo sklapanje sekvence dobivene u ProteinMPNN-u. Crveno su

oznaceni ponavljajuci dijelovi sekvence. (B) Crveno su oznaceni ponavljajuéi dijelovi
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sekvence, u lancima i izmedu samih lanaca. (C) Pogled na strukturu (B) odozgo. Slika je

preuzeta iz J. Dauparas, et. al., Science 378 (2022) 49-56.

Kao zadnji i najkompleksniji eksperimentalni test, opet je odabran slucaj u kojem dizajn nije
uspjeSno napravljen uz pomo¢ programa Rosetta. Cilj je napraviti nosa¢ za poliprolinsku
zavojnicu, koja ima visoki afinitet za spajanje s SH3 domenom. SH3 domena obi¢no se veze za
motive bogate prolinom. Takav motiv sadrzi aminokiselinski slijed Pro-Pro-Pro-Arg-Pro-Pro-

Lys.

Nosa¢ za navedeni motiv dizajniran je u programu Rosetta, no neuspjesno, jer se dizajnirana
sekvenca ne sklapa u Zeljenu strukturu. Sada se otvara prostor za ProteinMPNN koji uspjesno
stvara sekvencu, s istim motivom koji je bogat prolinom, koja je takoder eksprimirana u E. coli.
Ona se uspjesno smotala i eksperimantalno je potvrdena interakcija s domenom SH3 (slika 15).
Ovo je jo§ jedan u nizu eksperimetalnih dokaza ucinkovistosti ProteinMPNN-a, kada

tradicionalne metode, kao §to je Rosetta, zakazu.'°

Slika 15. Povezivanje Grb2 SH3 podjedinice (plavo) sa motivom bogatim prolinom (zeleno) i

nosacem (zuto). Slika je preuzeta iz J. Dauparas, et. al., Science 378 (2022) 49-56.
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