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Sazetak v

SAZETAK

Simulacije molekulske dinamike kompleksa ljudske dipeptidil-peptidaze III s inhibitorima

Nora Tir
Institut Ruder Boskovi¢, Bijenicka cesta 54, 10 000 Zagreb, Hrvatska

Dipeptidil-peptidaza III (DPP III) je o cinku ovisna peptidaza koja katalizira hidrolizu druge
peptidne veze s N-kraja svojih supstrata. Enzim je Siroke supstratne specificnosti, nepoznate
osnovne fizioloske uloge, Siroke zastupljenosti medu organizmima te prepoznatih uloga u
procesima od interesa za razvoj lijekova.

U ovom radu provedene su simulacije molekulske dinamike kompleksa ljudske DPP
III s dvama inhibitorima za koje su poznati postotci inhibicije u odnosu na sintetski supstrat
Arg-Arg-2-naftilamid. Za simulacije su koriStene dvije konformacije enzima razlicite
kompaktnosti kako bi se, ra¢unima slobodne energije vezanja, utvrdilo koja je povoljnija za
vezanje liganda i upoznale interakcije liganda s aminokiselinskim ostatcima te cinkovim
ionom u aktivnom mjestu. Dobiveni rezultati mogli bi posluziti u daljnjem razvoju i
testiranju potencijalnih inhibitora ovog enzima.
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Abstract vi

ABSTRACT

Molecular dynamics simulations of complexes of human dipeptidyl peptidase III with
inhibitors

Nora Tir
Rudjer Boskovic Institute, Bijenicka cesta 54, 10 000 Zagreb, Croatia

Dipeptidyl peptidase III (DPP III) is a zinc dependent peptidase which catalyses hydrolysis
of the second N-terminal peptide bond of its substrates. DPP III is an enzyme of broad
substrate specificity and it has been found in many organisms. Although its fundamental
physiological role is unknown, it has been recognised in several processes of interest for the
drug development.

In this thesis, molecular dynamic simulations were done for the complexes of human
DPP III with two inhibitors for which the percentages of inhibition have been measured for
the Arg-Arg-2-naphthylamide synthetic substrate hydrolysis. Two enzyme conformations of
different compactness were used for the simulations. Subsequently, the binding free energies
were calculated in order to find out which one is more favorable for ligand binding and to
obtain an insight into the ligand-protein interactions. The obtained results might be useful in
future development and testing of potential inhibitors of this enzyme.
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1. Uvod 1

§1. Uvod

Peptidaze su enzimi koji hidroliziraju peptidnu vezu unutar ili pri kraju polipeptidnog lanca.
Metalopeptidaze su skupina peptidaza koje za svoju kataliticku aktivnost zahtijevaju
prisutnost dvovalentnog metalnog kationa. On obi¢no omoguduje nukleofilni napad
molekule vode na peptidnu vezu. Najéesce prisutni ioni metala u metalopeptidazama su
Zn*, Co?, Mn?, Ni** i Cu*, a aminokiseline koje ih najceS¢e koordiniraju su histidin,
glutamat, aspartat i cistein.

Dipeptidil-peptidaze pripadaju egzopeptidazama koje hidroliziraju drugu peptidnu
vezu s N-kraja svojih supstrata. Kod sisavaca su pronadena cetiri tipa ovog enzima u
stanicama vecine do danas ispitanih tkiva koji pokazuju razli¢itu supstratnu specificnost te
osjetljivost na inhibitore.!

Dipeptidil-peptidaza III (DPP III; EC 3.4.14.4) je enzim ovisan o cinkovom ionu
molekulske mase 80-85 kDa, ovisno o organizmu, i izoelekti¢ne tocke kod pH oko 4,5.2 Na
temelju podataka dobivenih sekvenciranjem cijelog genoma, ortolozi DPP III pronadeni su u
viSe od 50 organizama ukljucujudi nize eukariote, poput kvasca i vinske musice, i neke
specifine bakterije.® Ve¢inom se nalazi u citoplazmi stanica mnogih tkiva, no djelomicno je
prociSéena i okarakterizirana kao membranski protein iz mozga Stakora.* Najnovija
istrazivanja pokazala su prisutnost DPP III i u jezgri stanica miSje jetre kao odgovor na
oksidativni stres.5

Prema klasifikaciji baze MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) DPP III pripada

obitelji metalopeptidaza M49 i sadrZi dva ocuvana strukturna motiva koja sudjeluju u

vezanju cinkovog iona: HEXXGH i EEXR(K)AE(D).® Prema tercijarnoj strukturi enzim se
moze podijeliti na dvije domene, , gornju” i ,donju”, izmedu kojih je velika Supljina. Zbog
takve 3D strukture veoma je fleksibilan i prihvaca Sirok spektar supstrata, ponajvise
oligopeptide od cetiri do osam aminokiselina.” Cinkov ion smjesten je u gornjoj domeni,® a u
njegovoj koordinaciji sudjeluju histidini iz prvog motiva (H450 i H455) te glutamat, E508, iz
drugog motiva, no rac¢uni su pokazali da u koordinaciji moze sudjelovati i E451.

Tocne fizioloske uloge DPP III nisu potpuno razjasnjene, ali cesto se povezuje s
mehanizmima regulacije boli jer su niske aktivnosti ovog enzima opazene u lednoj mozdini
pojedinaca koji su patili od akutne boli.® Visoka koncentracija tog enzima pronadena je u
povrsinskim slojevima neurona lednog roga ledne mozdine Stakora,'? a to je ujedno podrucje
visokih koncentracija neuropeptida koje DPP III uspjesno hidrolizira. Veliki afinitet ljudske
DPP III prema vaznim neuropeptidima, poput enkefalina i endomorfina, pokazan je
istrazivanjima in vitro'' Sto dodatno upucuje na njezinu potencijalnu ulogu u sustavu
regulacije boli kod sisavaca. Povec¢ana ekspresija ovog enzima uocenaje u malignom tumoru
jajnika Sto se moze iskoristiti kao potencijalni biomarker za karcinom.!> Nadalje, naslucuje se

Nora Tir Diplomski rad


http://merops.sanger.ac.uk/

1. Uvod 2

uloga DPP III i u nastanku katarakte te endogenim obrambenim mehanizmima stanica

protiv oksidativnog stresa.!?

1.1. Ciljrada

Cilj ovog rada bio je istraZiti nacine vezanja dvaju potencijalnih inhibitora ljudske DPP III u
dvije konformacije enzima, kompaktniju, koja je preuzeta iz proteinske baze podataka (eng.
protein data bank, PDB) pod kodom 3T6B, i manje kompaktnu, dobivenu prethodnim
simulacijama slobodne DPP I1I, pri cemu je kao ishodiste koristena istegnuta struktura (PDB
kod: 3FVY). Inhibitorima su eksperimentalno odredeni postotci inhibicije s obzirom na
smanjeni stupanj hidrolize sintetskog supstrata arginil-arginil-2-naftilamida (RRNA) u
prisutnosti navedenih spojeva.

Pocetne konformacije liganada u proteinu dobivene su metodom molekulskog
uklapanja (eng. docking) i optimizirane. Simulacije molekulske dinamike provedene su pri
300 i 400 K kako bi se bolje pretrazila ploha potencijalne energije i ligandi bolje smjestili u
aktivno mjesto. Analiza rezultata obuhvatila je pracenje fleksibilnosti pojedinih kompleksa,
koordinacije cinkovog iona i racun slobodne energije vezanja liganda dvjema metodama,
MM-PBSA (eng. Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) i MM-GBSA (eng.
Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area).

U konacnici, slobodne energije vezanja inhibitora u aktivno mjesto enzima istih
pocetnih konformacija usporedene su kako bi se odredila relativna stabilnost. Ispitane su i
interakcije aminokiselinskih ostataka u aktivnom mjestu enzima te koordinacija cinkovog
iona u kona¢nim konfiguracijama sustava. Povezivanjem tih rezultata sa strukturama

inhibitora dobiva se osnova za dizajn novih i boljih inhibitora.

Nora Tir Diplomski rad



2. Literaturni pregled 3

§ 2. Literaturni pregled

21. Peptidaze

Enzimi se prema vrsti reakcije koju kataliziraju dijele na 6 osnovnih skupina ili klasa:
oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, ligaze, izomeraze i liaze. Svaka skupina sadrzi i
podskupine ili podklase koje se razlikuju po vrsti veze na kojoj se odvija odgovarajuca
reakcija. Podskupine se mogu dalje podijeliti na pod-podskupine, a enzimu se jos pripisuje i
serijskibroj. Dakle, svakom se enzimu pripisuju Cetiri jedinstvena broja koja ¢ine njegovu EC
oznaku (eng. Enzyme Commision).'*

Peptidaze pripadaju hidrolazama, enzimima koji kataliziraju hidroliticko cijepanje
peptidne veze i nose oznaku EC 3.4. Ako cijepaju peptidnu vezu unutar (poli)peptidnog
lanca, zovu se jos endopeptidaze, a ako cijepaju peptidnu vezu na krajevima (poli)peptidnog
lanca, zovu se egzopeptidaze. Egzopeptidaze mogu biti specificne za N-kraj (poli)peptidnog
lanca i onda se govori o aminopeptidazama, koje cijepaju terminalnu peptidnu vezu,
dipeptidil-peptidazama i tripeptidil-peptidazama koje cijepaju drugu, odnosno trecu
peptidnu vezu s N-kraja. Egzopeptidaze specifi¢ne za C-kraj (poli)peptidnog lanca zovu se
karboksipeptidaze, ako cijepaju terminalnu peptidnu vezu, peptidil-dipeptidaze i peptidil-
tripeptidaze koje cijepaju drugu, odnosno tre¢u peptidnu vezu s C-kraja.

Peptidaze se, takoder, mogu pronaci razvrstane u MEROPS bazi podataka. MEROPS
baza podataka sluzi i kao izvor informacija o proteinima koji inhibiraju peptidaze. Peptidaze
su hijerarhijski razvrstane na temelju statisticki znacajnih slicnosti u slijedu aminokiselina u
obitelji, a homologne obitelji grupirane su u klan. Svaka obitelj i klan imaju svoje oznake.
Obitelj moZe sadrzavati samo jedan enzim ako nisu poznati homolozi, a oznacava se slovom
koje predstavlja kataliticki tip peptidaze, uz jedinstveni broj tog enzima. Kataliticki tipovi su:
aspartatne (A), cisteinske (C), glutamatne (G), serinske (S), treoninske (T), asparaginske (N)
peptidaze, metalopeptidaze (M), peptidaze mijesanog tipa (P) i peptidaze kojima je tip jos
nepoznat (U). Klan sadrzi sve moderne peptidaze koje su se razvile iz jednog evolucijskog
izvora peptidaza i pretstavlja jednu ili viSe obitelji koje su evolucijski povezane Sto se
dokazuje ili prema slicnosti tercijarnih struktura ili po aminokiselinskim sljedovima u
katalitickim mjestima. Svaki se klan oznacava dvama slovima od kojih prvi oznacava
kataliticki tip obitelji. (MEROPS, v 10.0, travanj 2016.)

Supstratna specifi¢nost peptidaza uglavnom je uvjetovana aminokiselinskim slijjedom
i prostornom orijentiranos¢u aminokiselina u aktivnom mjestu enzima. U skladu s tim
razvijen je model i terminologija za opisivanje supstratne specificnosti peptidaza. Na slici 1

prikazan je takav model. Od Pi1 do Pn oznaceni su aminokiselinski ostatci peptidnog
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2. Literaturni pregled 4

supstrata prema N-kraju od peptidne veze koja se cijepa. Od Pi' do Pn' oznaceni su
aminokiselinski ostatci peptidnog supstrata prema C-kraju od peptidne veze koja se cijepa.
Podmjesta u aktivnom mjestu enzima u koja se smjesStaju odgovarajuc¢i aminokiselinski

ostatci supstrata nose oznake S1 do Sn, odnosno od S1' do Sx'.1>

HoN4APn | ... | P21 lPl’ ... |Px"FCOOH

Sn | ... |S1 | S1] ... | S’

ENZIM

Slika 1. Shematski prikaz vezanja peptidnog susptrata u aktivno mjesto peptidaze. Crvenom strelicom oznacéeno je
mjesto cijepanja peptidne veze (izmedu aminokiselinskih ostataka P; i P;’). P;-P, oznaava aminokiselinske ostatke
peptidnog susptrata od mjesta hidrolize prema N-kraju, a P,-P,' oznac¢ava aminokiselinske ostatke peptidnog susptrata od
mijesta hidrolize prema C-kraju supstrata koji se smjeStaju u odgovarajuéa podmjesta na enzimu oznacna sa S;-S;, i S;-Sy".

2.1.1. Dipeptidil-peptidaza 111

Dipeptidil-peptidaze su enizimi koji hidroliziraju drugu peptidnu vezu s nesupstituiranog
N-kraja svojih (poli)peptidnih supstrata. Pronadena su i okarakterizirana Ccetiri tipa
dipeptidil-peptidaza (DPP I-IV) kod sisavaca. Tipovi dipeptidil-peptidaza medusobno se
razlikuju prema smjestaju u stanici, supstratnoj specificnosti i osjetljivosti na inhibitore.!
Dipeptidil-peptidaza III (DPP III, EC 3.4.14.4) pronadena je u prednjem reznju govede
hipofize i prvotno je nazvana dipeptidil-arilamidaza III zato Sto hidrolizira sintetski supstrat
arginil-arginil-2-naftilamid (RRNA), kao i tetrapeptide pri pH 8-9. Optimalna temperatura za
hidroliznu aktivnost DPP Il je 37 °C, a pri fizioloSkom pH zadrzava se 45 % aktivnosti prema
RRNA.' U bazi podataka MEROPS svrstana je u obitelj metalopeptidaza M49 i njezin je
jedini ¢lan. DPP III sadrzi cinkov ion koji je zasluzan za kataliticku aktivnost i jedinstveni
heksapeptid, HEXXXH, odgovoran za vezanje metalnog iona te kataliticku aktivnost enzima.

DPP III je pronadena u stanicama mnogih prokariota i eukariota, a izolirana je i
prociséena iz ljudske placente,'” lece,'8 eritrocita,” stanica mozga,'” jetre Stakora,?’ misic¢a
svinje,?! sluzave plijesni (Dyctiostelium discoideum)?? i kvasca (Saccharomyces cerevisiae).??
PreteZno je pronadena u citoplazmi kao monomerni protein relativne molekulske mase oko
80 kDai izoelektri¢ne tocke oko pH 4,5. Inhibicija aktivnosti DPP III keliraju¢im agensima i
sulfhidrilnim reagensima'” potvrduje da joj je kataliticka aktivnost ovisna o metalnom ionu.

Takoder, enzim inhibiraju i aromatski dipeptidi poput YY i YF.1”

Nora Tir Diplomski rad



2. Literaturni pregled 5

DPP III pokazuje specificnost prema oligopeptidima veli¢ine cetiri do osam
aminokiselina, RRNA te nekim neuropeptidima, posebno onima koji imaju hidrofobni
aminokiselinski ostatak na P1' polozaju. Istrazivanja in vitro pokazala su visok afinitet DPP III
prema angiotenzinima, peptidnim hormonima koji pripadaju sustavu renin-angiotenzin i
reguliraju krvni tlak, te enkefalinima, peptidima koji se oslobadaju u stanicama sisavaca kao
odgovor na bol.# Sintetski pentapeptidi sekvence sli¢ne hemorfinima, opioidnim peptidima
dobivenima iz hemoglobina, pokazali su se uspjeSnim nekom petitivnim inhibitorima DPP III
izolirane iz povrsSinskih slojeva neurona lednog roga ledne mozdine Stakora. To dodatno
ukazuje na vaznost ovoga enzima u mehanizmu regulacije boli u lednoj mozdini.!° Poznato je
da se endogeni opioidni peptidi, enkefalini i endomorfini, mogu obradivati proteolitickim
cijepanjem i tako uzrokovati osjecaj boli. Osim hidrolize endogenih opioidnih peptida, DPP
III pokazuje aktivnost prema egzorfinima, opioidnim peptidima nastalima iz vanjskih izvora,
primjerice, proteina iz hrane. Takoder, DPP III moze, za razliku od mnogih drugih
peptidaza, hidrolizirati peptidnu vezu iza prolina? sto je u skladu s njezinom strukturnom
fleksibilnos¢u. S druge strane, fizioloska uloga i regulacija DPP III in vivo nisu jo$
razjasnjene?* premda je predlozeno sudjelovanje ovoga enzima u posljednjim koracima
unutarstani¢nog katabolizma proteina i regulativna uloga u mnogim razli¢itim biokemijskim
procesima koji ukljuc¢uju bioaktivne oligopeptide.?>?¢ Takoder, izmjerena je i povecana
specificna aktivnost DPP III u malignim tkivima jajnika Sto se povezuje s povecanom
ekspresijom ovog enzima tijekom prijelaza benignog u maligni tumor, a to povecanje ovisi o
histoloskom stupnju primarnog karcinoma jajnika. Prema tome, povecana specificna
aktivnost DPP III moze biti biokemijski indikator maligniteta endometrija i jajnika kod
ljudi.’? Otkrivanje vezanja DPP III na KEAP1 ubikvitin-ligazu preko motiva ETGE koje
sprjeCava vezanje supstrata Nrf2, transkripcijskog faktora zasluznog za aktivaciju
transkripcije citoprotektivnih gena, i njegovu ubikvitinaciju upucuje na ulogu DPP III u
regulaciji oksidativnog stresa.?” U koncnici, sva dosadasnja saznanja upucuju na potencijalnu
vaznost DPP III kao mete za mnoge lijekove.

Prva odredena kristalna struktura DPP III bila je ona kvascevog (Saccharomyces
cerevisine) ortologa (PDB kod: 3CSK) i ukazala je na novi nacin smatanja proteina, razlicit od
ostalih peptidaza ovisnih o ionu cinka koji se kod DPP III nalazi u gornjoj domeni i
kooridiniran je bo¢nim ograncima dvaju histidina i jednog glutamata te molekulom vode.®
Ljudskoj DPP III rijeSena je kristalna struktura godinu dana kasnije (PDB kod: 3FVY, slika 2
a) i, premda je po redoslijedu aminokiselinskih ostataka slicnost s kvas¢evom tek oko 36%,
tercijarne strukture su gotovo identi¢ne. Tri godine kasnije odredena je kristalna strukture
mutanta E451A ljudske DPP III u kompleksu s tinorfinom (PDB koédovi: 3T6B, slika2 b, i
3T6]J). U kompleksu, DPP III je znatno kompaktnija, tj. njezine domene su blize jedna drugoj
nego u slobodnom proteinu. Znacdajna razlika u kompaktnosti navedenih struktura upucuje
na izrazitu unutarnju pokretljivost DPP III i sugerira nacin vezanja supstrata u aktivno
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mjesto. Nedavno je odredeno jos nekoliko kristalnih struktura kompleksa ljudske DPP III s

prirodnim ligandima.2®

Slika 2. a) Kristalna struktura ljudske DPP 11l (PDB kéd: 3FVY) s cinkovim ionom i aminokiselinskim ostatcima koji ga
koordiniraju. b) Kristalna struktura E451A mutanta ljudske DPP 111 (PDB kod: 3T6B) kojoj nedostaje ion cinka u aktivnom
mjestu, ali polozaji aminokiselinskih ostataka koji ga koordiniraju odgovara njihovim poloZajima u 3FVY strukturi. Zuto je
obojena gornja domena, a plavo donja. Aminokiselinski ostatci koji koordiniraju ion cinka, H450, H455 i E508, prikazani su
§tapicima. Slike su priredene u programu PyM ol

Smatra se da vezanje supstrata uzrokuje konformacijsku promjenu enzima koja se moze
opisati kao ,zatvaranje” pri cemu se kut izmedu dviju domena smanji za oko 60° a
sekundarna struktura domena ostaje nepromijenjena (slika 3). Navedena konformacijska
promjena rezultat je povecanja entropije. Naime, pokazano je da je vezanje tinorfina
endoterman proces. Dakle, entropijski ¢lan ima veci doprinos u ukupnoj promjeni Gibbsove
energije uzrokujuci ukupnu egzergonost procesa. Izracunato je da vezanjem supstrata dolazi
do izbacivanja nekoliko desetaka strukturiranih molekula vode iz udubine medu domenama
enzima. Opazena konformacijska promjena pojasnjava Siroku supstratnu specifi¢cnost DPP

II1.30
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Slika 3. ""Zatvaranje" domena ljudske DPP IlI prilikom vezanja tinorfina.*

2.1.2. Ligandi DPP II1

Specificnost ljudske DPP III, kao ni ostalih DPP III, prema peptidnim supstratima nije
precizno odredena, no uoceno je da su joj najbolji supstrati oligopeptidi s Cetiri do osam
aminokiselina (hidroliticko djelovanje na tripeptide je slabo), pri ¢emu preferira one s
hidrofobnim aminokiselinskim ostatkom na polozaju P1'.” Od poznatih sintetskih supstrata
najbolji je RRNA pri ¢emu je pH oko 8,6 optimalan za njegovu hidrolizu pri 37 °C, a pri
fizioloSkom pH DPP III zadrZava 45 % hidroliticke aktivnosti prema ovom supstratu.
Inhibitori koriSteni u ovom radu, gvanidiniokarbonil-pirol-arilni konjugati, poznati
su interkalatori za dvolancanu DNA i RNA te se koriste kao fluorescentne sonde za
spektroskopska mjerenja. Sadrze gvanidiniokarbonil-pirolni kation povezan na aromatski
supstituent preko fleksibilne poveznice (eng. linker).3! Ligand 1 kao aromatski supstituent
ima pirenski sustav, a ligand 2 fenantridinski. Zbog svoje fleksibilnosti, izduZenosti,
spektroskopske aktivnosti te istovremene interkalacije arilne jedinice i elektrostatskih
interakcija gvanidinijeve skupine s okosnicom nukleinskih kiselina ispitan je njihov utjecaj

na aktivnost DPP III ¢iji su supstrati slicnih svojstava.

2.2. Racunalna kemija

Racunalna kemija ili molekulsko modeliranje grana je kemije koja se zasniva na teorijskoj
kemiji i fizici, a koristi se za racunanje i predvidanje svojstava molekula, od njihove strukture
i elektronskih svojstava do konformacijskih promjena i mehanizama kemijskih reakcija.
Metode molekulskog modeliranja mogu se podjjeliti prema sloZenosti teorije koju koriste na
metode kvantne mehanike, semiempirijske, empirijske i metode koje kombiniraju kvantnu i
molekulsku mehaniku. Metode koje koriste visoku razinu teorije i pomocu kojih se dobivaju

elektronska svojstva molekula pripadaju metodama kvantne mehanike i primjenjive su samo
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za male molekule. Empirijske i semiempirijske metode manje su tocne, ukljucuju i
eksperimentalne parametre, zanemaruju elektronska svojstva molekula i primjenjive su za

velike molekule i (bio)makromolekule.
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2.2.1. Metode polja sila

Empirijske metode racunalne kemije su metode koje zanemaruju elektronsku strukturu
atoma i oni se promatraju kao kuglice odredene mase. Molekule se ovim metodama
promatraju kao sustavi kuglica povezanih oprugama, anjihova se stukturna svojstva ispituju
pomocu zakona klasicne mehanike. Ukupna potencijalna energija molekule, odnosno
sustava, izraZena je kao funkcija polozaja atoma i sadrZi parametre koji opisuju veze, kuteve
i nevezne interakcije medu atomima. Parametri koji ulaze u izraze za potencijalnu energiju
sustava dobiveni su eksperimentalno, primjerice spektroskopskim metodama, i/ili kvantno-
mehanickim racunima na manjim molekulama pa se empirijske metode temelje na
pretpostavci prenosivosti nekih svojstava atoma i veza, kao skupova konstanti, od manjih
molekula na vece. Buduc¢i da se funkcija ukupne potencijalne energije sustava s pripadnim
parametrima naziva polje sila, tzv. metode polja sila pripadaju empirijskim metodama
molekulskog modeliranja.

Polje sila sastoji se od , veznog”, koji opisuje interakcije izmedu atoma povezanih
kovalentnom vezom, i ,neveznog” clana koji opisuje elektrostatske i van der Waalsove
interakcije medu atomima. Ako se elektrostatske interakcije opisuju Coulombovim
potencijalom, odnosno kao interakcije izmedu tockastih naboja, polje sila je aditivno. Ako
polje sila ukljucuje eksplicitni ¢lan koji uzima u obzir polarizaciju raspodjele naboja zbog
utjecaja okoline, ono je neaditivno ili polarizabilno. Op¢i oblik aditivnog polja sila moze se

zapisati izrazom:

Uukupna = Uveza + Ukut + Utorzija + UvdW interakcije + Uelektrostatskeinterakcije ’

2 2 1
Uukupna = Z k veza(r— req) + Z ks (6 — Heq) + Z ZEVn[l + cos(nw _V)]

veze kutevi torzije n
N N il 12 o 6 04
) (0 I
5 Tij rij T[ST'ij

Clanovi koji se odnose na energiju istezanja veze (Usez) i energiju promjene kuta atoma
povezanih kovalentnom vezom (Uku) imaju oblik harmonijskog potencijala gdje su r i 0
udaljenost, odnosno valentni kut, a req i Oeq njihove ravnotezne vrijednosti. Konstanta
odgovarajuce sile oznacava se s k. Promjena torzijskog kuta (Utorija) opisana je periodicnom
funkcijom gdje Vnupucuje na visinu barijere za rotaciju za kut w, n je multiplicitet, odnosno
minimalan broj nultocaka funkcije prilikom rotacije veze za 360°, a y je fazni faktor koji
odreduje poloZaj minimuma energije.3> Za opis planarnih aromatskih sustava i konjugiranih
sustava koristi se funkcija energije ,neprave torzije” koja ima oblik potencialne funkcije
harmonickog oscilatora. Clan koji opisuje van der Waalsove interakcije (Uvaw interakeije) sadrzi

Lennard-Jonesov potencijal, pri ¢emu je oij sudarni promjer atomaiij, ¢ij dubina potencijalne
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jame, a rij udaljenost izmedu jezgara atoma i i j. Elektrostatski doprinos (Uelektrostatske interakcije )
neveznom c¢lanu polja sila dan je Coulombovim potencijalom gdje je 4 naboj atoma, a ¢
efektivna dielektricna konstanta medija. Polja sila navedenog oblika pripadaju prvoj
generaciji i to su AMBER, CHARMM, OPLS i GROMOS. Neka polja sila mogu sadrzavati i
tzv. mjeSoviti ¢lan koji ukljucuje spregnuta gibanja izmedu, primjerice, istezanja veza i
savijanja kovalentnih kutova te istezanja veza i promjene torzijskih kutova. Polja sila druge
generacije uklju¢uju pored empirijski odredenih parametara i one odredene kvantno-
mehanickim racunima.

Metode polja sila dijele se na metode molekulske mehanike (MM) i molekulske
dinamike (MD). MM metode koriste se za odredivanje geometrije molekule koja odgovara
minimumu na plohi potencijalne energije, a MD metode za proucavanje ponasanja sustava u

nekom vremenskom periodu.

2.2.2. AMBER polje sila

Pojam AMBER (eng. Assisted Model Building with Energy Refinement) obuhvaca skup polja sila
koja opisuju strukturna svojstva biomakromolekula (nukleinskih kiselina, proteina,
ugljikohidrata i lipida) i paket programa za simulacije molekulske dinamike. Simulacije se
najcesce provode u vodenim otopinama (iako su u novije vrijeme ceste i simulacije sustava s
membranama) i koriste se za ispitivanje medudjelovanja molekula i utvrdivanje njihovih
konformacijskih promjena. Nove verzije polja sila omogucuju proucavanje polimera, ali
postoje ogranicenja kod malih organskih molekula zbog dostupnih parametara i modela na
kojem se polja sila temelje.

Kako bi se obuhvatile i male organske molekule u AMBER polja sila, razvijeno je tzv.
opc¢e AMBER polje sila (eng. General Amber force field, GAFF) koje sadrzi 33 osnovna tipa
atoma i 22 posebna tipa atoma Sto omogucava karakterizaciju organskih molekula i s
heteroatomima poput N, O, S, P, F, Cl, Br i I. GAFF je u potpunosti kompatibilno s AMBER
poljima sila. Zajedno, ova polja sila mogu se primjeniti za proucavanje sloZenih sustava koji
sadrZze makromolekule i male organske molekule $to je veoma korisno u ispitivanju nacina

vezanja liganda u receptor, dizajniranju lijekova te racunanju slobodnih energija vezanja.3*

2.23. Simulacije molekulske dinamike

Za male molekule u plinovitoj fazi moguce je predvidjeti toéna termodinamicka svojstva
nakon minimizacije potencijalne energije sustava, ali za predvidanje svojstava tekudina,
otopinai ¢vrstih tvari, procesa adsorpcije molekula te ponasanje makromolekula u razlicitim
uvjetima gdje je prisutno mnogo bliskih minimuma na plohi potencijalne energije ne moze se

pretraZiti cijela ploha kako bi se predvidjela Zeljena svojstva sustava. Racunalne metode
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simulacije omogucavaju predvidanje termodinamickih svojstava i sustava za koje nema
eksperimentalnih podataka, pruzaju strukturne informacije o konformacijskim promjenama
molekula te njihovoj raspodjeli u sustavu. Simulacije molekulske dinamike (MD) koriste se
kako bi se ispitala dinamika priblizno realnih sustava. Vremenskim uprosjecivanjem veli¢ina
sakupljenih tijekom dovoljno dugih simulacija mogu se odrediti termodinamicka, odnosno
makroskopska svojstva simuliranog sustava koja se mogu eksperimentalno izmjeriti. Monte
Carlo (MC) simulacije nalaze novu konfiguraciju sustava nasumi¢nim pomicanjem
pojedinog atoma ili molekule koristec¢i poseban skup kriterija za odluku o prihvacanju ili
odbacivanju nove konfiguracije. Pored potencijalne energije u MD simulacijama vaznu ulogu
ima kineticka energija o kojoj ovisi brzina i vjerodostojnost pretraZivanja plohe potencijalne
energije. U MC simulaciji ukupna energija odredena je izravno iz funkcije potencijalne
energije.

Razvoj sustava tijekom MD simulacije definiran je jednadzbama gibanja, najcesce
Newtonovim. Prema Newtonovim jednadzbama gibanja sila koja djeluje na pojedini atom,

Fi, jednaka je umnosku njegove mase, mi, i druge derivacije njegovog polozaja u vremenu:

odnosno negativnoj derivaciji potencijalne energije s obzirom na interne koordinate, gi:

B oU(qy, 4z, -, Qn)

F. =
' aq;

Bududi da se sila koja djeluje na pojedini atom kontinuirano mijenja s promjenom poloZaja,
jednadzba gibanja dobivena kombinacijom prethodnih dviju jednadZbi mora se integrirati da
bi se dobila vremenska ovisnost promjene poloZaja i brzina atoma, a njihova gibanja u
nekom sustavu su spregnuta. Jednadzbe takvog gibanja ne mogu se rijesiti analiticki vec¢ se
rjeSavaju numericki, rastavljanjem racuna naniz veoma kratkih vremenskih intervala, obicno
od 1 fs Sto je za red veli¢ine krace od perioda vibracije C-H veze koje predstavlja najbrze
gibanje u klasichom molekulskom sustavu te ograni¢ava vrijeme simulacije. Tako je za
simulaciju od 10 ns potrebno 107 ra¢unskih koraka sto je za velike sustave veoma dugotrajno.
Vremenski interval moze se dva do tri puta povecati koriStenjem tzv. SHAKE algoritma3®
kojim se ,, zamrzavaju” odredeni stupnjevi slobode gibanja atoma, najcesce vibracije veze
atoma vodika s nekim tezim atomom.

Pocetna konfiguracija sustava obicno je neka poznata struktura dobivena
rentgenskom strukturnom analizom, a pocetne se brzine dodjeljuju nasumic¢no svakom
atomu ili molekuli prate¢i Maxwell-Boltzmannovu raspodjelu pri definiranoj temperaturi.
Tijekom simulacija u redovitim razmacima na temelju kineticke energije racuna se trenutna
temperatura sustava kako bi se doSlo do ukupne energije sustava te odgovarajuce sile na
pojedini atom. Nakon svakog koraka ra¢unaju se sile na atome i u kombinaciji s trenutnim
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polozajima i brzinama odreduju se novi polozaji i brzine. Tijekom svakog koraka, intervala
od 1 do2 fs, koristi se pretpostavka da je sila koja djeluje na atom konstantna. Atomi se zatim
pomicu u nove poloZaje, racuna se novi skup sila i postupak se ponavlja. Na taj se nacin
tjekom MD simulacija dobivaju trajektorije koje opisuju promjenu strukture i energije
sustava s vremenom.

Kako bi se uvjeti promatranog sustava Sto viSe podudarali s realnima i rezultati
eventualno mogli usporediti s eksperimentalnima, simulacije se provode u otapalu (voda za
biomakromolekule) koje se moZe opisati implicitno, tzv. model kontinuuma, ili eksplicitno
simulacijama pojedina¢nih molekula vode, ili kombinacijom oba pristupa. Jedan od
eksplicitnih modela vode, koristen i u ovom radu, jest TIP3P model kod kojega molekula
vode ima tri sredista elektrostatskih interakcija, parcijalni negativni naboj pripisan je atomu
kisika i neutraliziran je dvama parcijalnim pozitivhim nabojimana atomima vodika, van der
Waalsove interakcije imaju srediste samo na atomu kisika, a kovalentne veze se ne ra¢unaju
(molekula je kruta).?¢ Sustav koji se promatra zajedno s molekulama otapala, i eventualno
ionima dodanima za neutralizaciju sustava poput Na* i Cl, smjesta se u tzv. kutiju (eng. box)
koja je najcesce krnji oktaedar. Takoder, nuzno je koristiti periodi¢ne rubne uvjete (eng.
periodic boundary conditions) kako bi se izbjegli neZeljeni rubni efekti kada molekule u sustavu
dolaze do rubova kutije. Na taj se nacin kutija sa sustavom preslikava u sve tri dimenzije
prostora premda se simulacije odnose samo na srediSnju kutiju, a sve ostale su virtualne.
Kada tijekom simulacije neka molekula prijede izvan granica kutije, zamjenit ¢e je njezina
slika iz susjedne virtualne kutije. U sredisnjoj kutiji su, dakle, o¢uvani broj cestica, masa,
temperatura i tlak.

Osim otapala, potrebno je sustav odrzavati u uvjetima slicnim eksperimentalnim,
odnosno pri stalnom volumenu i temperaturi (dobiva se kanonski ansambl struktura) ili
stalnom tlaku i temperaturi (dobiva se izobarno-izotermni ansambl struktura). Za te se svrhe
koriste odredeni termostati, poput Berendsenovog,?” Langevinovog?® i Nosé-Hooverovog,*° te

barostati, poput Brendsenovog.

2.24. Slobodna energija vezanja

Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann (ili Generalized Born) Surface Area (MM-PB(GB)SA)
racuni metode su koje se temelje na rezultatima MD (ili MC) simulacija i koriste se za
racunanje promjene slobodne energije izmedu dva stanja, primjerice vezanog i slobodnog
stanja receptora i liganda. Razlike se dobivaju zbrajanjem doprinosa slobodne energije
sustava u vakuumu i slobodne energije otapanja (solvatacije) sustava pri ¢emu se koristi

implicitna reprezentacija otapala.

ArGovezanja,sol = ArGovezanja,vakuum + (AsolGokompleks - AsolGOligand - AsolGOreceptor)
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Slobodna energija solvatacije ima polarni i nepolarni doprinos. Polarni (elektrostatski)
doprinos slobodnoj energiji otapanja moze se dobiti numerickim rjeSavanjem linearne
Poisson-Boltzmannove (PB) jednadzbe ili poopéene Bornove jednadzbe (eng. Generalized
Born, GB), a nepolarni doprinos ra¢unanjem povrSine dostupne otapalu (eng. solvent
accessible surface area, SASA).*° Entropijski doprinos ukupnoj slobodnoj energiji, temeljen na
analizi normalnih modova, i/ili na analizi mogucih rotamera pojedinih ostataka u sustavu i

samih molekula koje su u interakciji, moze se dodati kao poboljSanje ra¢una.
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§ 3. Racunalne metode

3.1. Pripremasustava

U ovom radu koristile su se dvije razli¢ite pocetne konformacije ljudske DPP III za MD
simulacije vezanja liganada. Kompaktna trodimenzionalna struktura DPP III preuzeta je iz
proteinske baze podataka (PDB kod: 3T6B), a manje kompaktna struktura dobivena je
prethodno?! kao rezultat 72 ns simulacije strukture 3FVY i u radu je oznacena kao cWTwp.

U strukturama DPP III koristenima u ovom radu nedostajala su prva tri
aminokiselinska ostatka koji pripadaju petlji udaljenoj od Supljine enzima i ne utjecu na
vezanje supstrata, a nedostaju i u kristalnim strukturama u proteinskoj bazi podataka.

Struktura oznacena kao 3T6B odgovara kompleksu E451 A mutanta ljudske DPP III s
tinorfinom bez cinkovog iona u aktivnom mjestu. Za potrebe modeliranja molekula tinorfina
uklonjena je iz aktivnog mjesta enzima, A451 je mutiran u E451, a ion cinka dodan tako da
mu je polozaj u aktivhom mjestu odreden sravnjivanjem strukture 3T6B sa strukturom 3FVY
iz proteinske baze podataka. Kriterij sravnjivanja bio je polozaj H450, H455 i E508. Dobivena
struktura predstavlja kompaktnu konformaciju enzima u radu oznacenu kao cWT.

Za obje strukture protonacijska stanja aminokiselinskih ostataka odredena su pomocu
servera WHATIF (pri pH=7, http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html), a za histidine

protonacijsko stanje odredeno je prema mogucnosti stvaranja vodikovih veza s

aminokiselinskim ostatcima u susjedstvu.

3D strukture liganda C27H2sNsOs*, u radu oznacenim s 1, i C2sH2sNeOs*, u radu
oznaCenim s 2, (nose pozitivan naboj jer su protonirani na jednom dusikovom atomu
gvanidinijeve skupine) (slika 4) konstruirane su u programu GaussView 5.0,2 a
parametrizacija je provedena pomocu programa antechamber iz programskog paketa

AMBER14# koristenjam polja sila GAFF i AM1-BCC naboja. Parametri za ion cinka
prethodno su razvijeni tako da je naboj iznosio +2,0 ¢, van der Waalsov radijus 1,22 A, a

energija minimuma van der Waalsove interakcije 0,250 kcal mol.4445
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Slika 4. Inhibitori koriSteni za MD simulacije kompleksa s DPP Ill.

Kompleksi su priredeni programom AUTODOCK4.24¢ ili ru¢no, rotiranjem liganda
nakon uklapanja (eng. docking) za 180° kako bi se aromatski sustav doveo u poloZaj slican
poloZaju RRNA u aktivnom mjestu DPP II1.#” Za uklapanje se koristio algoritam Lamarckov
geneticki algoritam, a srediste ,kutije” unutar koje je definirano aktivho mjesto proteina
odredeno je koordinatama iona cinka. Najzastupljeniji na¢in vezanja liganda odabran je kao
ishodiste za daljnju konformacijsku pretragu pomoc¢u MD simulacija. Aktivno mjesto ljudske
DPP III i koordinacija iona cinka u eksperimentalno (difrakcijom X-zraka) odredenoj
strukturi (PDB kod: 3FVY) i u kompleksima ¢ije su simulacije predmet ovog rada prikazani
su na slici 5 a-h. c(WTmp-1(AD1), cWTwmp-1(AD2), c(WTmp-2(AD) i c(WT-2(AD) dobiveni su
molekulskim uklapanjem pomocu programa AUTODOCK4.2, a cWT-1, cWTwmp-2 i c(WT-2

dobiveni su ruénom promjenom polozaja liganda iz onih dobivenih uklapanjem.
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c)

Slika 5. Konformacije kompleksa DPP III s ligandima nakon minimizacije i uravnotezivanja. a) 3FVY preuzeta iz
proteinske baze podataka, b) cWT-1, ¢) cWT yp-1(AD1), d) cWTp-1(AD2), €) cWT yp-2(AD), f) cWT yp-2, g) CWT-2(AD)
ih) cWT-2.

3.2. MD simulacije

U radu su se koristili programi iz programskog paketa AMBER12-15. U programu tleap
kompleksi su prvo smjesteni u kutiju oblika krnjeg oktaedra rubova udaljenih od bilo kojeg
atoma proteina barem 11 A. Kutija je ispunjena TIP3P molekulama vode (oko 20 000
molekula), a kompleksi neutralizirani Na* ionima smjeStenima u blizini negativno nabijenih

aminokiselinskih ostataka na povrSini proteina. Takav sustav simuliran je uz periodicne
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rubne uvjete. Elektrostatske interakcije ra¢unale su se particle-mesh Ewaldovom metodom .48
Polje sila koristeno za simulacije bilo je ff125B.4°-51

Tri kruga minimizacije provedena su prije MD simulacija pomocu programa sander.
Prvi krug sastojao se od 1500 koraka minimizacije od kojih se za prvih 470 koraka koristila
metoda najstrmijeg spusta (eng. steepest descent), a za ostale metoda konjugiranog gradijenta.
Pomicale su se samo molekule vode, a polozaji atoma kompleksa ogranic¢eni su
harmonijskim potencijalom konstante sile 133,89 k] mol-! A-2. U drugom, koji se sastojao od
2500 koraka i trecem krugu, koji se sastojao od 1500 koraka, zadrZan je broj koraka
minimizacije metodom najstrmijeg spusta i konjugiranog gradijenta, a konstanta sile za
ograni¢avanje poloZaja atoma okosnice proteina iznosila je 50,21 kJ mol-! A2 u drugom,
odnosno 4,18 k] mol™ A2y treéem krugu.

Nakon optimizacije geometrije kompleksa, sustav je uravnotezen zagrijavanjem od 0
do 300 K tijekom 30 ps, uz korak simulacije od 1 fs, koriStenjem Langevinovog termostata s
frekvencijom sudara od 1 ps' (NVT ansambl). Drugi korak uravnoteZivanja sustava, takoder
tijekom 30 ps, uz korak od 1 fs, proveden je u uvjetima konstantnog tlaka od 1 atm s
izotropnim skaliranjem polozaja koristenjem Brendsenovog barostata kako bi se prilagodila
gustoca sustava. Zeljena temperatura (300 K) odrZavana je koriStenjem Langevinovog
termostata (NPT ansambl).

Produktivnha MD simulacija provedena je za svaki kompleks pri dvije temperature.
Nakon uravnotezivanja je provedeno 20 ns simulacije pri 300 K, uz koristenje SHAKE
algoritma, za ogranicavanje veza s atomom vodika, tako da je vremenski korak simulacija
povedan na 2 fs. Temperatura je odrzavana Langevinovim termostatom, a tlak Brendsenovim
barostatom uz izotropno skaliranje polozaja atoma (NPT ansambl). Zatim je uslijedilo
zagrijavanje sustava od 300 do 400 K u trajanju od 100 ps uz uvjete konstantnog volumena i
temperature (NVT ansabml) pri ¢emu nije koristen SHAKE algoritam, a korak u
simulacijama iznosio je 1 fs. Uslijedila je simulacija pri 400 K, analogna pocetnoj pri 300 K
(NPT ansambl uz SHAKE algoritam), u trajanju od 20 ns. Sustav se potom hladio 100 ps do
300 K analogno zagrijavanju (NVT ansambl bez SHAKE algoritma). Posljednji krug
simulacije proveden je pri 300 K u trajanju od 20 ns na isti nacin kao i prvi krug. PoloZaji
atoma i dimenzije kutije zapisivani su svake 2 ps prilikom simulacija NPT ansambla.

3.3. Racuni slobodne energije vezanja

Za racunanje slobodnih energija vezanja liganda u aktivno mjesto proteina koristila se
python skripta MMPBSA.py iz programskog paketa AMBER12. Buduci da su MD simulacije
provedene samo na kompleksima enzima s ligandima, anei za svaku komponentu posebno,
racun je proveden nakon razdvajanja koordinata prikupljenih simulacijama kompleksa u
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otapalu na komponente: koordinate enzima (receptora), koordinate liganda i koordinate
kompleksa, pri cemu su koordinate molekula vode i iona zanemarene.

Racun slobodnih energija proveden je MM-PBSA i MM-GBSA racunima na
koordinatama ekstrahiranim (izvadenim) iz trajektorije generirane tijekom posljednjih 5 ns
simulacija s razmakom od 200 ps. Zbog rac¢unalne zahtjevnosti izbjegnut je racun
entropijskog doprinosa slobodnoj energiji. Za MM-PBSA racune ionska jakost otopine s
kompleksom iznosila je 0,1 mM, dielektricna konstanta enzima i kompleksa iznosila je 2, a
otapala 80. Nepolarni doprinos slobodnoj energiji otapanja racunao se prema izrazu:
Aso Hpp = YSASA+ B, gdje je y, povrSinska napetost, iznosila 0,0378 k] mol™! A2 a odsjecak
(eng. offset), B, -0,5692 k] moll. U MM-GBSA racunima, za polarni doprinos slobodnoj
energiji otapanja koristio se model koji su razvili Hawkins, Cramer i Truhlar.>! Ionska jakost
iznosila je 0,1 M, dielektricna konstanta enzima i kompleksa 1, a otapala 80. Nepolarni

doprinos slobodnoj energiji otapanja racunao se na isti na¢in kao i kod MM-PBSA pristupa.

3.4. Analize promjena geometrije

3.4.1. RMSD (eng. root mean square deviation)

Korijen iz srednjeg kvadrata odstupanja (RMSD) racuna se prema izrazu:

RMSD — \/Z?I(TAJ — 1p,)?

N
gdje je N broj atoma, rai polozaj i-tog atoma u strukturi A, a rsi polozaj istog atoma u
strukturi B. RMSD je pokazatelj odstupanja strukture od referentne, najces¢e pocetne,

tijekom MD simulacije. Za svaki kompleks u programu cpptraj programskog paketa
AMBER14 provedene su RMSD analize okosnice pojedinih domena proteina od kojih je
gornja definirana aminokiselinskim ostatcima N336-F370, Y417-K458 i T493-R669, a donja
Q4-V335,5374-Y416 i L670-W726. Fleksibilna petlja, L459-E492, izostavljena je iz ra¢una za
RMSD vrijednosti gornje domene.

3.4.2. RMSF (eng. root mean square fluctuations)

Korijen srednjeg kvadrata fluktuacija (RMSF) ra¢una se prema izrazu:

?j_l(ri(tj) — rref)?
RMSF = T

RMSF je mjera odstupanja polozaja i-tog atoma, aminokiselinskog ostatka ili dijela proteina

od referentnog polozaja, ri*f, u vremenu T, a racuna vremenski prosjek za pojedini atom,

aminokiselinski ostatak ili dio proteina te ne daje vremenski ovisne vrijednosti. Prilikom
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obrade rezultata MD simulacije, RMSF se racuna po pojedinom aminokiselinskom ostatku.
RMSF analiza proteina provedena je za zadnjih 10 ns simulacija kada se ocekuje da kompleks
ne mijenja mnogo svoju konformaciju. Najveée RMSF vrijednosti pripadaju onim

aminokiselinskim ostatcima ciji se poloZaji najviSe mijenjaju tijekom simulacije.

3.4.3. Radijus giracije

Radijus giracije, Rg, racuna se prema formuli:

. jzév(Ri—RCM)z

N
gdje je Ri polozaj i-tog atoma od centra mase molekule, Rcm, a N je ukupan broj atoma.
Radijus giracije mjera je globularnosti proteina: $to je on manji, protein je globularniji,

odnosno kompaktniji. U ovom radu radijus giracije racunao se za atome okosnice proteina.

3.44. Promjene udaljenosti izmedu atoma

Kako bi se detaljnije pratila promjena konformacije enzima, pracene su promjene udaljenosti
izmedu Ca atoma aminokiselinskih ostataka D186 (u donjoj domeni) i S500 (u gornjoj
domeni) te Q400 (u donjoj domeni) i S500, tijjekom MD simulacija. Ovi aminokiselinski
ostatci odabrani su najbolje opisuju medusobni odnos dviju domena.

Takoder, pracenajei promjenakoordinacije iona cinka. Mjerile su se udaljenosti iona
cinka od kisikovih atoma bo¢nih ogranaka E451 i E508 te od Ne boc¢nih ogranaka H450 i
H455. U kompleksu ¢WT-1 pracena je promjena udaljenosti iona cinka od kisikovog atoma

srediSnje peptidne veze.
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§4. Rezultatiirasprava

41. Promjene geometrije kompleksa tijekom MD simulacija

Otprije je poznato da DPP III preferira supstrate s nesupstituiranim amino krajem.! Ako uz
to sadrze aromatski sustav, najvjerojatnije ¢e se vezati na 3 plo¢u donje domene sastavljenu
od 5 B vrpci.®® Ta B ploca nalazi se neposredno uz pukotinu koja dijeli donju od gornje
domene i njezin polozaj definira veli¢inu aktivnog mjesta. Kompetitivni inhibitori DPP III
ispitani u ovom radu poput prirodnih peptida imaju pozitivno nabijenu krajnju amino
skupinu, tri peptidne veze i veliki aromatski sustav na P1' polozaju.

Kompleks ljudske DPP III u kompaktnoj konformaciji s ligandom 1 dobiven je na
osnovi kompleksa E451 A mutanta ljudske DPP III s tinorfinom* tako da je aromatski sustav
okrenut prema unutrasnjosti enzima. Ovaj kompleks nazvan je cWT-1. Kompleksi manje
kompaktne konformacije DPP III, DPP IlImp, s istim ligandom dobiveni su pomocu programa
AUTODOCK4.2, pri ¢emu su izdvojena dva, energetski najpovoljnija, na¢ina uklapanja
liganda. Kompleksi su nazvani cWTwmp-1(AD1) i c(WTwmp-1(AD2).

Jedan kompleks ljudske DPP III u kompaktnoj konformaciji s ligandom 2, dobiven je
pomocu programa AUTODOCK4.2 (cWT-2(AD)), a drugi rotacijom liganda u tom
kompleksu za 180° analogno polozaju RRNA u DPP II* (cWT-2). Isto je ucinjeno i s
kompleksima manje kompaktnog enzima, DPP Illvp, s ligandom 2 koji su nazvani cWTwmp-
2(AD) i cWTwmp-2.

Svi navedeni kompleksi simulirani su po 60,2 ns. Kako bi utvrdili stabilnost
kompleksa i utjecaj liganada na strukturu i dinamicka svojstva proteina analiziran je niz
geometrijskih parametara. U svrhu analize medusobnog poloZaja dviju domena pracena je
promjena udaljenosti, d, izmedu Ca atoma D1861 5500 (d1) te Q400 i S500 (d2) (slika 6 a-d).
Ranije studije pokazale su da navedene udaljenosti najbolje opisuju medusobni polozaj dviju

domena.53
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401 — d1 ¢WT,-C,H,N,0,(AD1)

— & cWTm-C H,)N,0,(AD1)
dl eWT,-C, H,N,O(AD2)
d2 ¢WT,, -C,H,N,0(AD2)

30+
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401 ) — dl ¢WT,-C, H, N,O,(AD)
— a2 cWTm-C__H_ N,O,(AD)

dl eWT, ,-C,,;H,.N,O,

d2 eWT,-C, H, N0

57674

30+
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O 1
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d2 cWT-C,H,N,0,
30+

2
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Slika 6. Udaljenosti izmedu Ca atoma aminokiselinskih parova D186-S500 (d1) i Q400-S500 (d2) tijekom MD

simulacija. a) Kompleks manje kompaktne DPP Il s ligandom 1 dobiven u AUTODOCK-u, cWTyp-1(AD1) i cWT yp-

1(AD2); b) kompleks kompaktne DPP Ill s ligandom 1, cWT-1, c) kompleksi manje kompaktne DPP Ill s ligandom 2,

CWT mp-2(AD) i cWT yp-2, d) kompleksi kompaktne DPP |11 s ligagndom 2, cWT-2(AD) i cWT-2.

Tijekom simulacije, najmanja promjena udaljenosti d1 u prosjeku se dogodila kod kompleksa
cWT-2 (slika 6 d), a najveca kod kompleksa cWTmp-2(AD) (slika 6 c). Najmanja promjena
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udaljenosti d2 u prosjeku se dogodila kod kompleksa cWT-1 (slika 6 b), a najvec¢a kod
cWTwmp-2 (slika 6 c). Dobiveni rezultati ukazuju da ligand 2 ima vedi utjecaj na dinamiku
enzima od liganda 1. Udaljenost d1 bila je ve¢a u svim kompleksima u kojima je enzim
pocetno bio u manje kompaktnoj konformaciji i ostala je ve¢a od udaljenosti d2 tijekom cijele
simulacije. Kod kompleksa u kojem je enzim pocetno bio u kompaktnijoj konformaciji
udaljenost d2 veca je od udaljenosti d1 na pocetku simulacije i takav odnos medu njima
sacuvan je tijekom simulacija kompleksa cWT-1 i cWT-2. Tijekom simulacije c(WT-2(AD)
kompleksa, nakon 22 ns, dolazi do izmjene i udaljenost d1 postaje veca od udaljenosti d2 i
takva ostaje do kraja simulacije. Tijekom simulacije cWTwmp-2(AD) kompleksa opaza se,
nakon 35 ns, znacajno smanjenje razlike udaljenosti d1 i d2. Kako odnos udaljenosti d1 i d2
opisuje odnos dviju domena proteina, moZze se zakljuciti da vezanje liganda 2 na nacin
predviden programom AUTODOCK4.2 dovodi do promjene medusobne orijentacije domena
koja se moze opisati kao antiperiplanarna rotacija. Na slici 7 prikazane su udaljenosti d1 i d2

te smjer promjene konformacije proteina.

<
Slika 7. Udaljenosti Ca atomaaminokiselinskih ostataka D18 i S500 (d1), odnosno Q400 i S500 (d2) te smjer promjene

konformacije DPP IILI.

Radijus giracije okosnice proteina pratio se tijekom MD simulacije svakog kompleksa.
Na slici 8 a uspredeni su radijusi giracije kompleksa DPP III s ligandom 1, a na slici 8 b

radijusi giracije kompleksa DPP III s ligandom 2. Promjene radiusa giracije su vece u
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kompleksima s ligandom 2 nego s ligandom 1, u skladu s prethodnim zakljuckom da taj
ligand znacajnije perturbira protein. R se ponesto povecava kod svih kompleksa u pocetnoj
fazi simulacija Sto upucuje na medusobno razmicanje dviju domena u svrhu boljeg
smjestanja liganda. Razli¢ito od simulacija ostalih kompleksa, tijekom simulacija kompleksa
liganda 2 s pocetno kompaktnijom konformacijom enzima, cWT-2 i c(WT-2(AD), R; se
konstantno povecava do 30 ns te u periodu 25-30 ns. R; enzima u kompleksu cWT-2(AD)
odgovara onome kod manje kompaktne strukture. Dobiveni rezultati upucuju na to da
,zatvaranje” enzima nije jednosmjeran proces. cWTvp-1(AD1) i c(WTmp-1(AD2) imaju veoma

slican profil R; ve¢inu vremena (slika 8 a).

20 a) eWT-C, H,NO,
¢WT,5,-C, H, N, O,(ADI1)
— ¢WT,-C,;H,N,0,(AD2)
28+
Ak AL MW‘MMWW
<
::'J.
26 +
25+
20 10 20 30 40 50 60

t/ns
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29 -
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— ¢WT,,-C,;H,.N,0,(AD)
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Slika 8. Radijusi giracije kompleksa DPP Il s a) ligandom 1 i b) ligandom 2.

U tablici 1 nalaze se prosjecne vrijednosti udaljenosti izmedu aminokiselinskih
parova D186-55001 Q400-S500 te prosjecne vrijednosti radijusa giracije tijekom zadnjih 5 ns

simulacije i pripradne standardne devijacije.

Tablica 1. Prosje¢ne udaljenosti izmedu aminokiselinskih parova D186-S500 (<d1>) i Q400-S500 (<d2>) te prosjeéni
radijus giracije, <Rg>, s pripadnim standardnim devijacijama, ¢, svih kompleksa tijekom zadnjih 5 ns simulacije.

[<d1> + 6l/A [<d2> + 6l/A [<Rg> + ol/A

cWT-1 12,9+0,6 18,6 +0,6 25,76 + 0,05
cWTwmp-1(AD1) 24 +1 12,1+0,6 26,91 +0,08
c¢WTwmp-1(AD2) 252+0,9 13,8+ 0,6 26,81 +0,08
cWT-2(AD) 175+0,7 14,7 + 0,4 26,24 + 0,06
cWT-2 11,9+0,4 17,6 0,7 25,88 + 0,05
cWTwmp-2(AD) 16,6 0,7 13,7 +0,8 25,93 + 0,07
c¢WTwmp-2 27,9+0,9 52+0,4 26,65 + 0,06

Iz tablice je vidljivo da kompleksi s enzimom u kompaktnijoj konformaciji imaju vecu

prosjecnu udaljenost d1 od onih u kojima je enzim pocetno bio u manje kompaktnoj
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koformaciji. Udaljenost d2 manja je kod kompleksa u kojima je enzim pocetno bio u manje
kompaktnoj konformaciji. Prosjecna vrijednost R tijekom posljednjih 5 ns pokazuje
simulacije, Sto je posebno istaknuto u slucaju kompleksa cW Tmp-2(AD), dok tijekom simulacije
kompleksa s kompaktnim enzimom dolazi do blagog ,otvaranja” tijekom citave MD
simulacije. Razlike vrijednosti prosjecnih R; enzima na kraju MD simulacija kompleksa s
istim ligandom uglavnom su vrlo male (unutar 1 A) i ukazuju da se enzim iz manje
kompaktne konformacije priblizio kompaktnijoj, odnosno ,zatvorio” se. Na temelju
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su kompleksi ljudske DPP III s ligandima 1i2 u
otapalu kompaktni, no da je ta kompaktnost ipak nesto manja od one uocene u kristalnoj
strukturi DPP III s tinorfinom (PDB kéd: 3T6B).30

Kako bi se ispitali utjecaji pojedinih aminokiselinskih ostataka na ukupnu
fleksibilnost proteina, izraden je RMSF profil DPP III tijekom zadnjih 10 ns MD simulacija

kompleksa s ligandima 1 i 2. Na slici 9 a prikazani su RMSF profili kompleksa DPP III s
ligandom 1, a na slici 9 b prikazani su RMSF profili kompleksa DPP III s ligandom 2.

5r eWT-C,,H, N0,
a) ¢WT,5-C,yH,N,0(AD1)
— ¢WT,5Cy;H,N,O4(AD2)
4 L
3t
et
Py
S
2
: |
0

4 54 104 154 204 254 304 354 404 454 504 554 604 654 704
broj aminokiselinskog ostatka
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S5r — eWT,p-CH,NO,
b) — eWT,;-C,.H,.N,O,(AD)
CWT-C,H,N,O,(AD)

— ¢WT-C,H,.N.O

25725 764

RMSF/ A
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broj aminokiselinskog ostatka
Slika 9. RMSF profili kompleksa DPP Ill s a) ligandom 1 i b) ligandom 2. Plavi kvadrat oznacava aminokiselinske

ostatke koji pripadaju B plo¢ama donje domene, a crveni kvadrati oznacavaju aminokiselinske ostatke koji pripadaju velikoj
fleksibilnoj petlji na gornjoj domeni.

Iz RMSF profila uocljive su znatnije fluktuacije istih aminokiselinskih ostataka u svakom
kompleksu. Najve¢e RMSF vrijednosti pokazuju ostatci G206-G208, A269-5272, E223-V230,
D464-T494 (dio koji pripada velikoj fleksibilnoj petlji gornje domene), E526-A533, E581-G585,
5594-G597 i E649-C654 i vecinom pripadaju nekoj od petlji proteina (slika 10).
Aminokiselinski ostatci koji pokazuju najmanje fluktuacije tijekom zadnjih 5 ns simulacije su
V48-Q52, A56-Y60 i A96-V99, koji pripadaju zavojnicama u donjoj domeni proteina, G104-
Y106 i D111-F114, koji pripadaju petlji u donjoj domeni uvucenoj prema unutrasnjosti
proteina, te R510-V513, koji pripadaju najvise ,, zakopanoj” zavojnici u gornjoj domeni, iznad
o¢uvanog motiva HELLGH.

Polozaj liganda u aktivhom mjestu najviSe utjece na fluktuacije aminokiselinskih
ostataka iz [3 ploca donje domene (V308-1312, G330-V335, F373-A382) i fleksibilne petlje na
gornjoj domeni. Navedena petlja nalazi se izmedu izmedu dvaju heksapeptida HELLGH i
EECRAE karakteristi¢nih za DPP III obitelj enzima i dio su aktivnog mjesta enzima te sadrze
aminokiselinske ostatke koji koordiniraju cinkov ion.
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D464-T494, E526-A533, E581-G585,
T $594-G597, E649-C654
— R510-V513
— G104-Y106, D111-F114
— V48-Q52, A56-Y60, A96-V99
— G206-G208, A269-S272, E223-V230

V308-1312, G330-V335,
~ F373-A382
— D464-T494

Slika 10. Prikaz pojedinih dijelova DPP Ill s obzirom na RMSF profile. Crvenom i plavom bojom oznaceni su
aminokiselinski ostatci ¢ije su RMSF vrijednosti najvece, a narancastom, ljubiastom i zelenom bojom ostatci ¢ije su RMSF
vrijednosti najmanje. U okviru desno prikazana je struktura DPP III s obojenim (3 plodama (plavo) i fleksibilnom petljom
(crveno) koje odgovaraju aminokiselinskim ostatcima u plavom odnosno crvenom kvadratu na RMSF profilima.

RMSD profili pojedinih domena izradeni su za komplekse s ligandom koji se
eksperimentalno pokazao kao bolji inhibitor (tablica 2), odnosno za c(WT-1 i cWTwmp-1(AD1)
komplekse (slika 11).

Tablica 2. Postotak inhibicije ljudske DPP III dobiven preliminarnim ispitivanjima na Institutu Ruder Bo$kovié.
Inhibitori su predinkubirani s enzimom 15 min u puferu (50 mM Tris-HCI, pH 7,4) pri 25 °C. Test aktivnosti proveden je uz

sintetski supstrat RRNA (¢ = 40 uM) tijekom 15 min pri 37 °C.%*

Inhibitor c(inhibitor) /pM % inhibicije

ligand 1 20 80

ligand 2 35 45
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Slika 11. RMSD profili donje (crno) i gornje (crveno) domene, bez fleksibilne petlje (L459-G492), DPP Ill u
kompleksima. a) cWTp-1(AD1) i b) cWT-1.

Donja domena, definirana aminokiselinskim ostatcima Q4-V335, S374-Y416 i L670-W726, u
obaje kompleksa prosla ponesto ve¢u konformacijsku promjenu. Tijekom simulacije pri 400
K, kompleks cWTmp-1(AD1) (slika 11 a) znatnije je mijenjao svoju konformaciju od cWT-1

koji je, u prosjeku, prosao manju konformacijsku promjenu (slika 11 b). Buduc¢i da je kod
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cWT-1 enzim pocetno bio kompaktniji za razliku od cWTmp-1(AD1), navedene razlike su i

ocekivane.

4.2. Slobodne energije vezanja

Entalpijski doprinos slobodnoj energiji vezanja liganda i DPP III izra¢unat je MM-GBSA
(tablica 3) i MM-PBSA (tablica 4) pristupom. Za ra¢un su se uzorkovale strukture tijekom

zadnjih 5 ns simulacije u intervalima od 200 ps.

Tablica 3. Doprinosi Gibbsovoj slobodnoj energiji vezanja odredeni MM-GBSA pristupom i pripadne standardne
devijacije izra¢unate tijekom posljednjih 5 ns simulacije. Ggg je polarni doprinos, a Gsyre je nepolarni doprinos slobodnoj
energiji solvatacije, Gg.s je ukupna slobodna energija kompleksa u plinovitoj fazi (vakuumu), Gs,, je ukupni doprinos
slobodnoj energiji usljed solvatacije kompleksa, a G je ukupna slobodna enegija vezanja liganda i receptora.

(AGGB + O') / (AGSURF + U) / (AGgas + U) / (AGsulv + 0) (AGuk + U) /

kJ mol? kJ mol? kJ mol? / kJ mol1 kJ mol?
cWT-1 361 +11 -8,0+0,3 -387 +13 353 +11 -34+5
cWTwmp-1(AD1) 387+8 -7,5+0,2 -437 +10 379+8 -58 +4
cWTwmp-1(AD2) 373+11 -70+0,2 -415+14 366+ 11 -49+5
cWT-2(AD) 358 +12 -7,1+0,2 -358 +11 330+12 -28+3
cWT-2 -172 +11 -6,8+0,2 160 +12 -179+£10 -19+4
cWTwmp-2(AD) 3805 -79+0,2 -417 + 8 372+6 -44 +4
cWTwmp-2 428 + 8 -75+0,2 -473 £ 9 421+8 -52+4

Rezultati MM-GBS A racuna pokazuju niZe vrijednosti slobodne energije vezanja kompleksa
kod kojih je DPP III pocetno bila u manje kompaktnoj konformaciji. Budu¢i da je u obzir
uzeto samo zadnjih 5 ns simulacije tijekom kojih su kompleksi postigli ravnoteznu
konformaciju, ovi rezultati, zajedno s rezultatima analize medusobnih polozaja dviju
domena, upucuju na to daje enzim iz manje kompakine konformacije postigao kompaktniju
koja bolje veze ligand. U kompleksima u kojima je enzim pocetno bio u kompaktnijoj

konformaciji ligand se najvjerojatnije nije uspio povoljnije smjestiti izmedu domena.
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Tablica 4. Doprinosi Gibbsovoj slobodnoj energiji vezanja odredeni MM-PBSA pristupom i pripadne standardne
devijacije izracunate tijekom posljednjih 5 ns simulacije. Gpg je polarni doprinos, a Gsyrr je nepolarni doprinos slobodnoj
energiji solvatacije, Gg.s je ukupna slobodna energija kompleksa u plinovitoj fazi (vakuumu), Gs, je ukupni doprinos
slobodnoj energiji usljed solvatacije kompleksa, a G je ukupna slobodna enegija vezanja liganda i receptora.

(AGPB + O') / (AGSURF + O') / (AGgas + O') / (AGsulv + O') / (AGuk + O') /

kJ mol1 kJ mol1 kJ mol1 kJ mol1 kJ mol?
cWT-1 1897 -7,8+0,2 -227 +7 1817 -46 + 4
cWTwmp-1(AD1) 193+6 -74+0,1 -252+6 186+ 6 -66+4
cWTwmp-1(AD2) 182+6 -7,1+0,2 -236+7 175+ 6 -61+4
cWT-2(AD) 176 +7 -6,2+0,1 -210+6 170+ 7 -40+4
cWT-2 -71+8 -5,7+0,2 56 + 6 -77£8 -21+5
cWTwmp-2(AD) 192 £5 -7,6£0,1 -236+4 184 +5 -51+4
cWTwmp-2 218+ 6 -5,6+0,1 -264 +5 212+ 6 -52+4

Rezultati MM-PBSA racuna ocekivano daju nize vrijednosti od MM -GBS A rac¢una premda su
vrijednosti slobodne energije vezanja liganda za pojedini kompleks u istom odnosu. Ligand
se, dakle, tijekom simulacije bolje smjestio u enzim koji je pocetno bio u manje kompaktnoj
konformaciji.

Rezultati racuna slobodnih energija vezanja upucuju na vec¢u stabilnost kompleksa
DPP III s ligandom 1 nego s ligandom 2 $to je u skladu s preliminarnim mjerenjima koja su
pokazala veci stupanj inhibicije reakcije hidrolize DPP III supstrata RRNA od strane prvog
spoja. Preliminarna eksperimentalna mjerenja ukazala su i da je njihovo vezanje egzergono
(A:G(1) =-34,3k] mol", A:G(2)=-33,7 k] mol), no dok je vezanje liganda 1 egzotermno (A:H =
-17,9 k] mol'), vezanje liganda 2 je endotemno (AH = 24,1 k] mol!) Sto upucuje na to daje
nacin njegovog vezanja u aktivno mjesto DPP III odredeno u cWT-2 kompleksu.>

Interakcije liganda 1 s aminokiselinskim ostatcima DPP III i molekulama vode za

komplekse cWTmp-1(AD1) i cWT-1 prikazane su graficki i prostorno na slici 12.
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Slika 12. Interakcije liganda 1 s DPP Il i molekulama vode na kraju simulacije. a) 2D dijagram interakcija i b)
prostorni prikaz interakcija za kompleks cWT yp-1(AD1). ) 2D dijagram interakcija i d) prostorni prikaz interakcija za
kompleks ¢cWT-1. U 2D prikazima, crvenom bojom prikazani su svi negativno nabijeni aminokiselinski ostatci, plavom
bojom svi pozitivno nabijeni, zelenom svi hidrofobni, tirkiznom svi polarni aminokiselinski ostatci, a glicin je posebno
obojan sivom bojom. Sivi krugovi na atomima liganda oznacavaju izloZenost otapalu. Ljubicaste strjelice oznacavaju
vodikove veze s atomima iz okosnice (puna linija) i bo¢nih ogranaka aminokiselina (iscrtkano). Slike su pripremljene u
programu Maestro.>® 3D prikazi pripremljeni su u PyMolu.
Iz 2D i 3D prikaza interakcija uocljivo je da u kompleksu cWTwmp-1(AD1), koji je pokazao
manju energiju vezanja liganda, prisutno vise interakcija liganda s aminokiselinskim
ostatcima enzima, odnosno doslo je do stvaranja vodikovih veza izmedu dva dusikova
atoma gvanidinijeve skupine liganda i kisikovih atoma T370, dusSikova atoma liganda i
kisikovog atoma boc¢nog ogranka S504 te kisikovog atoma hidroksilne skupine liganda i
kisikovog atoma peptidne veze T401. Kompleks cWTwmp-1(AD1) na kraju simulacije sadrzi 7
molekula vode koje sudjeluju u interakcijama s ligandom.

U kompleksu cWT-1, koji je pokazao viSu energiju vezanja liganda, prisutno je manje
interakcija liganda s aminokiselinskim ostatcima. Vodikove veze prisutne su izmedu

karbonilnog kisikovog atoma u esterskoj vezi te kisikovog atoma u rediSnjoj amidnoj vezi i
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kisikovog atoma hidroksilne skupine S317. Dusikov atom gvanidinijeve skupine liganda
povezan donira vodikovu vezu karbonilnom kisikovom atomu G323. Preostale interakcije u
koje ligand 1 stupa su vodikove veze s 13 molekula vode. Dijagrami, dakle, potvrduju da je
veca stabilizacija liganda u aktivnom mjestu u slucaju pocetno manje kompaktne
konformacije enzima. To je u skladu i sa sklono$¢u ,otvaranja” enzima u kompaktnijoj
konformaciji vidljivo iz profila radijusa giracije (slika 8) te RMSD profila pojedinih domena
(slika 11).

4.3. Koordinacija iona cinka

Koordinacijski broj iona cinka najcesé¢e je 4 (tetraedarska koordinacija), 5 (trigonsko
bipiramidalna koordinacija), 6 (oktaedarska koordinacija) i 7 (pentagonsko bipiramidalna
koordinacija). Promjene koordinacije iona cinka pracene su tijekom simulacije promatranjem
njegove udaljenosti od pojedinih kisikovih atoma bo¢nih ogranaka E451 i E508 te Ne atoma
imidazolnog prstena H450 i H455. Prikazani su rezultati za komplekse s ligandom 1 (slika 13)
i s ligandom 2 (slika 14) koji imaju manje slobodne energije vezanja za pojedinu pocetnu
konformaciju enzima.

Na kraju simulacija, cinkov ion pretezno ima koordinacijski broj 7 sto upucuje da je
2+, naboj iona cinka u simulacijama prevelik te da bi, za potrebe daljnjih MD simulacija,
trebalo poboljsati parametere tog metalnog iona. Na znatno niZu vrijednost naboja na ionu
cinka upuéuju i QM/MM racuni koordinacije cinkovog iona*! i enzimske reakcije.’® U
prikazanim kompleksima ligand ne koordinira cinkov ion i koordinacijsku sferu
popunjavaju molekule vode. Kisikovi atomi boénih ogranaka E451 i E508 uvijek bidentatno

koordiniraju cinkov ion.
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Slika 13. Udaljenosti kisikovih atoma E451 i ES08 te N¢ atoma H450 i H455 od cinkovog iona u kompleksima DPP III
s ligandom 1. a) Kompleks cWTp-1(AD1) i b) kompleks cWT-1. Za pojedine komplekse prikazane su i koordinacijske
sfere cinkovog iona u zadnjoj strukturi simulacije.
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Slika 14. Udaljenosti kisikovih atoma E451 i ES08 te N¢ atoma H450 i H455 od cinkovog iona u kompleksima DPP III
s ligandom 2. a) Kompleks cWT yp-2 i b) kompleks cWT-2(AD). Za pojedine komplekse prikazane su i koordinacijske sfere
cinkovog iona u zadnjoj strukturi simulacije.

Nora Tir Diplomski rad



5. Zakljucak 36

§5. Zakljucak

MD simulacije kompleksa ljudske DPP III s dva inhibitora provedene su u trajanju od 60,2
ns. Nakon pocetnih 20 ns simulacije pri 300 K, svaki je sustav zagrijan tijekom 100 ps do 400
K, simuliran 20 ns pri toj temperaturi, ohladen do 300 K tijekom sljede¢ih 100 ps te simuliran
pri toj temperaturi 20 ns. Na taj je nacin omoguceno bolje pretraZivanje plohe potencijalne
energije i smjestanje liganda u aktivno mjesto enzima.

Iz preliminarnih ispitivanja provedenih na Institutu Ruder Boskovi¢54 dobiveno je da
ligand 1 bolje inhibira aktivnost ljudske DPP III u odnosu na supstrat RRNA od liganda 2
(tablica 2). U skladu s tim, ocekivano je bolje vezanje liganda 1 u aktivno mjesto Sto su
rezultati simulacija molekulske dinamike i potvrdili. RMSF analiza (slika 9) ukazala je na
manje fluktuacije enzima u kompleksu s ligandom 1 u odnosu na ligand 2, a pra¢enjem
radijusa giracije (slika 8) utvrdeno je da je konformacija kompleksa s tim ligandom
globularnija. Takoder, ocekivani nacini vezanja liganda u aktivno mjesto bili su oni koji
podsjecaju na vezanje tinorfina (VVYPW) u kompleksu s ljudskom DPP III (PDB kod: 3T6B)
kojije u aktivnom mjestu orijentiran tako da tvori 3 plocu antiparalelno smjestenu u odnosu
na (3 plo¢u donje domene enzima definiranu aminokiselinskim ostatcima G389-1392. Za
uspredbu, provedene su simulacije kompleksa dobivenih programom AUTODOCK4.2 kod
kojih su aromatski sustavi orijentirani prema ulazu u pukotinu izmedu domena.

Usporedbom prosjecnih vrijednosti radijusa giracije tijekom posljednjih 5 ns
simulacije (tablica 1) moZe se zakljuciti da DPP IIl ima najkompaktniju strukturu u
kompleksu s ligandom 1 kada je kao pocetna konformacija u simulacijama koristena
eksperimentalno odredena kompaktna, odnosno , zatvorena” struktura DPP III (PDB kod:
3T6B). Nadalje, analiza radijusa giracije kompleksa s DPP III pocetno u manje kompaktnoj
konformaciji (slika 8 a) upucuje na ,zatvaranja” enzima tijekom simulacije. Iz profila
radijusa giracije kompleksa s ligandom 2 (slika 8 b) moze se zakljuciti da je taj ligand u
prosjeku uzrokovao vece konformacijske promjene enzima tijekom simulacija iako ima
manyji, fenantridinski, aromatski sustav.

Detaljniji uvid u konformacijske promjene domena proteina dobiven je RMSD
analizom (slika 11). Od interesa su bili kompleksi DPP III s boljim inhibitorom, a iz gornje
domene izuzeta je velika fleksibilna petlja (L459-G492) kako bi se dobio bolji uvid u
konformacijske promjene aminokiselinskih ostataka vaznih za kataliticku sposobnost
enzima. Iz RMSD profila vidljivo je da je donja domena vise utjecala na konformacijsku
promjenu enzima djelomic¢no zato Sto obuhvaca vise aminokiselinskih ostataka, a djelomi¢no
zato Sto je iz gornje domene izuzeta velika fleksibilna petlja.

Racun entalpijskog doprinosa slobodnoj energiji vezanja liganda i proteina MM-
GBSA i MM-PBSA pristupom pokazao je da kod kompleksa s DPP III u pocetno manje
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kompaktnoj konformaciji dolazi do ostvarivanja povoljnijih interakcija s ligandom od onih s
DPP III u pocetno kompaktnijoj konformaciji (tablica 3 i 4). To je najvjerojatnije posljedica
vede mogucnosti zauzimanja povoljnije konformacije liganda zbog veéeg prostora u Supljini
izmedu domena proteina. Zatvaranjem proteina postupno se pomicu i aminokselinski ostatci
kako bi Sto bolje stabilizirali ligand uz istovremeni izlazak molekula vode u okolinu.

Analizom interakcija liganda 1 s aminokiselinskim ostatcima i molekulama vode u
Supljini enzima na kraju simulacije potvrdena je sklonost smjestanja liganda bliZe gornjoj
domeni. Kompleks s enzimom u pocetno manje kompaktnoj konformaciji na kraju MD
simulacije sadrZi manje molekula vode, njih 7, u Supljini izmedu domena Sto se slaZe s
rezultatima RMSD analize domena i promjenom radijusa giracije tijekom cijele simulacije.
Otvaranje kompaktnijeg oblika enzima dovelo je do ulaska molekula vode, njih 13, u
Supljinu izmedu domena i prigusenja interakcija liganda s aminokiselinskim ostatcima. Stoga
je entalpijski doprinos stabilizaciji kompleksa ¢cWT-1 manji u odnosu na stabilizaciju c(WTwmp-
1(AD1) i cWTwmp-1(AD2) kompleksa (tablica 3 i 4).

Enzim, dakle, mjenja svoju geometriju priblizavanjem domena prilikom vezanja
liganda, ali u tom obliku ne ostaje trajno jer se otvara kako bi otpustio ligand ili produkt.
Ovim radom pokazalo se da je za vezanje liganda u aktivno mjesto enzima povoljnija manje
kompaktna konformacija enzima. Ligand se tada moZe bolje smjestiti u aktivno mjesto dok
se enzim istovremeno "zatvara" smjestajuci aminokiselinske ostatke u aktivnom mjestu tako
da bolje stabiliziraju ligand. Uloga visoko o¢uvanih aminokiselinskih ostataka u M49 prodici
u skladu je s ocekivanjima:*” E508 i H455 koordiniraju ion cinka tijekom simulacija, uocenaje
i blizina R399 za koji je ustanovljena destabilizacija kompleksa DPP III sa supstratima.*!
Kompleksi kod kojih je enzim pocetno bio u manje kompaktnoj konformaciji zatvarali su se
tijekom MD simulacija. Kompleks kod kojeg je doslo do "odstupanja" u doprinosu pojedinih
komponenti slobodnoj energiji vezanja, cWT-2, eksperimentalno je takoder pokazao
odstupanje u reakcijskoj entalpiji,5* ali i ve¢i pozitivan entropijski efekt tako da je konacna
reakcijska Gibbsova energija podjednaka za oba ispitana liganda. Usporedba s
eksperimentom upucuje na to da je nacéin vezanja liganda slican onome koji je dobiven
kristalizacijom DPP III u kompleksu s tinorfinom3? kao i niza konacna reakcijska Gibbsova
energija kompleksa cWTwmp-2 od cWTwmp-2(AD). Nesto veci koordinacijski brojevi cinkovog
iona u odnosu na najzastupljenije u kristalnim strukturama i one dobivene QM/MM
racunima u kompaktnom obliku enzima* wupucuju na njegovu neodgovarajucu
parametrizaciju, stoga bi se u daljnjim racunalnim istraZivanjima DPP III prvo trebao rijesiti
taj problem.

Buducdi da inhibitori ispitivani u ovom radu nisu stvarali ocekivane interakcije s S1, Sz
i S1' mjestima enzima, sama konstrukcija kompetitivnih inhibitora mogla bi se usmjeriti na
njihovu vecu sli¢nost s aminokiselinskim supstratima koji nisu podlozni hidrolizi i sadrze,
primjerice, veze stabilnije od peptidnih. PoZeljno bi bilo i da sadrze aromatske supstituente

na C-kraju, poput naftalenskih ili vecih sustava, i bo¢ne ogranke koji mogu stvarati (3 ploce
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ili njima veoma sli¢ne sekundarne strukture. Mogli bi se mozda konstruirati oligopeptidi u
kojima bi spojevi veoma sli¢ni tirozinu ili fenilalaninu, s ponesto ved¢im aromatskim

sustavom, bili sredisnji dio.
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§ 6.

Popis oznaka, kratica i simbola

A angstrom, mjernajedinica za duljinu; 1 A=1010m

AM1 semiempirijska metoda, Austin Model 1

AMBER skup poljasila i programski paket za molekulsku mehaniku (eng. Assisted
Model Building with Energy Refinement)

atm standardna atmosfera, mjernajedinica za tlak; 1 atm = 101325 Pa

BCC model naboja (eng. bond charge correction)

cWT kompaktni oblik ljudske DPP III (PDB kod: 3T6B)

cWTwp manje kompaktni oblik ljudske DPP III dobiven nakon 72 ns simulacije
strukture pod kodom 3FVY

DPPIII Dipeptidil-peptidaza III

EC broj kojim se klasificiraju enzimi (eng. Enzyme Classification)

GAFF opc¢e AMBER polje sila (eng. General Amber force field)

MC Monte Carlo

MD molekulska dinamika

MM molekulska mehanika

MM-GBSA  metoda za racunanje slobodne energije (eng. Molecular Mechanics Generalized
Born Surface Area)

MM-PBSA metoda za ra¢unanje slobodne energije (eng. Molecular Mechanics Poisson-
Boltzmann Surface Area)

NPT izotermno-izobarni ansambl

NVT kanonski ansambl

PDB proteinskabaza podataka (eng. protein data bank)

Ry radijus giracije (eng. radius of gyration)

RMSD korijen iz srednjeg kvadrata odstupanja (eng. root mean square deviation)

RMSF korijen iz srednjeg kvadrata fluktuacije (eng. root mean square fluctuation)

RRNA arginil-arginil-2-naftilamid

SASA povrsina dostupna otapalu (eng. solvent accessible surface area)
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