Univerzitet u Beogradu
Farmaceutski fakultet

Marko D. Kalini¢

Simulacije molekularne dinamike i
racunarsko dizajniranje inhibitora
protein lizin metiltransferaze EZH2

doktorska disertacija

Beograd, 2015.



University of Belgrade
Faculty of Pharmacy

Marko D. Kalini¢

Molecular dynamics simulations and
computational design of inhibitors of
protein lysine methyltransferase EZH2

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2015



MENTOR

Dr sc. Slavica Erié, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Potpis
CLANOVI KOMISIJE
Dr sc. Vladimir Savié¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Potpis
Dr sc. Mire Zloh, redovni profesor
University of Hertfordshire — Department of Pharmacy

Potpis

U BEOGRADU,

Datum odbrane



Mojim roditeljima



Simulacije molekularne dinamike i rac¢unarsko dizajniranje

inhibitora protein lizin metiltransferaze EZH2

Rezime

Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) je epigenetski enzim koji vrsi se-
lektivno metilovanje lizina 27 na histonu H3 (H3K27). Trimetilovani H3K27 je
represivan epigenetski signal, ¢ime EZH2 uti¢e na smanjenje transkripcije ciljnih
gena. Prekomerna aktivnost EZH2, izazvana pove¢anom ekspresijom ili mutacijama
njegovog katalitickog domena, dovedena je u vezu sa veé¢im brojem maligniteta kod
ljudi, a inhibicija ovog enzima smatra se perspektivnom strategijom u razvoju novih
antitumorskih lekova. Prvi selektivni inhibitori EZH2 otkriveni su 2012. godine i
njihova bioloska karakterizacija potvrdila je terapijski potencijal inhibicije ovog epi-
genetskog regulatora. lako postoji potreba za otkri¢éem novih inhibitora, znac¢ajnu
prepreku u njihovom dizajnu do sada je predstavljao nedostatak trodimenzionalne
strukture kompleksa EZH2 i okarakterisanih liganada. Cilj istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije bio je da se primenom rac¢unarskih metoda uspostavi i validira
model vezivnog mesta EZH2, i da se, zatim, uspostavljeni model upotrebi u dizajnu

novih inhibitora kao potencijalnih antitumorskih lekova.

U prvoj fazi istrazivanja izvrseno je homologo modeliranje katalitickog do-
mena EZH2 koji sadrzi vezivno mesto za kofaktor, a za koje se kompetitivno vezuju
svi poznati inhibitori. Pocetni model usavrsen je primenom simulacija konvencio-
nalne i ubrzane molekularne dinamike (MD), a zatim je daljim simulacijama istra-
zivano kako 13 inhibitora piridonske strukture stupa u interakciju sa vezivnim me-
stom na enzimu. KoriS¢enjem prikupljenih trajektorija izvrSena je procena slobodne
energije vezivanja inhibitora zasnovana na molekularnoj mehanici uz generalizovani
Bornov model rastvaraca (MM /GBSA). Izra¢unate energije uporedene su sa dostup-
nim eksperimentalnim podacima i utvrdeno je dobro slaganje izmedu vrednosti koje
ukazuje na validnost uspostavljenog modela. Daljom analizom trajektorija i prime-
nom racunarske mutageneze u alanin identifikovane su intermolekulske interakcije
koje kljuéno doprinose aktivnosti i selektivnosti proucavanih inhibitora. Na ovim
osnovama, definisan je farmakoforni model inhibitora EZH2 a njegovom validaci-
jom potvrdena je moguc¢nost uspesne identifikacije i inhibitora baziranih na drugim

osnovnim strukturama.

Efikasnost mnogih antitumorskih lekova ogranicava razvoj rezistencije tu-



morskih ¢elija, pri ¢emu je opisan veéi broj mehanizama koji dovode do pojave rezi-
stencije. Prekomerna ekspresija membranskih transportera, kao $to su P-glikoprotein
(Pgp) i protein rezistencije karcinoma dojke (BCRP), moze usloviti povec¢an efluks
lekova iz tumorskih éelija i time onemoguéiti postizanje terapijskih koncentracija
u njima. Iz ovog razloga, u otkri¢u novih antitumorskih lekova pozeljno je teziti
dizajnu nesupstrata ovih transportera. U slucaju inhibicije EZH2, ovo je posebno
znacajno imajuci u vidu da vise poznatih piridonskih inhibitora jesu supstrati Pgp-a
i BCRP-a. Kako bi tokom dizajna novih potencijalnih inhibitora EZH2 rano bila
razmatrana mogucnost interakcije sa Pgp i BCRP, jedan od ciljeva ovog istraziva-
nja bio je i razvoj klasifikacionih ra¢unarskih modela koji bi omogudili identifikaciju
supstrata ovih transportera samo na osnovu hemijske strukture dizajniranih jedi-
njenja. U tu svrhu, pripremljeni su setovi poznatih supstrata i nesupstrata Pgp-a i
BCRP-a, raznovrsnih hemijskih struktura, i to koriséenjem vise kriterijuma za pro-
cenu pouzdanosti dostupnih eksperimentalnih podataka ¢ime je osigurana njihova
uniformnost i tacnost. Klasifikacioni modeli razvijani su primenom vestackih neu-
ronskih mreza i support vector machine algoritma, a njihovom validacijom pokazana
je dobra pouzdanost uz prose¢nu tacnost predvidanja od priblizno 80%. Dodatno,
uporednom analizom definisani su delovi hemijskog prostora u kojima je najveca

verovatnoca pronalazenja supstrata Pgp-a i/ili BCRP-a.

Kako postojeée kolekcije jedinjenja Cesto sadrze ograni¢en broj struktura
koje su aktivne na ciljnim mestima dejstva ¢iji se terapijski potencijal tek prepo-
znaje, u ovom istrazivanju identifikacija novih potencijalnih inhibitora EZH2 bila
je bazirana na de novo pristupu. Koncipiran je i implementiran genetski algori-
tam za istovremenu optimizaciju viSe ciljeva dizajna baziran na dobro poznatom
NSGA-II (engl. Nondominated Sorting Genetic Algorithm II) algoritmu. Ova im-
plementacija, oznac¢ena akronimom Phabbler (Pharmacophore-based Building Block
Assembler), omogucava dizajn struktura koje zadovoljavaju definisanu farmakofornu
hipotezu, imaju adekvatne fizicko-hemijske karakteristike i nisku sintetsku slozenost,
i to koriséenjem pristupa koji se oslanja na in silico reakcije izmedu molekula veli¢ine
fragmenta. Primenom Phabbler algoritma i farmakofornog modela EZH2 inhibitora
dizajnirana je kolekcija jedinjenja iz koje je odabrano 11 struktura koje su dalje pro-
ucavane simulacijama MD i MM /GBSA prora¢unima. Kao rezultat, predlozeno je 5
struktura sa najveéim potencijalom da predstavljaju nove inhibitore EZH2. Ovih 5
struktura hemijski su razli¢ite od postojec¢ih inhibitora, ali zadrzavaju interakcije sa

vezivnim mestom za koje je utvrdeno da klju¢no doprinose inhibitornoj aktivnosti.

Predvidanje moguénosti transporta posredovanog Pgp-om i BCRP-om uka-
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zalo je da dizajnirane strukture verovatno predstavljaju supstrate ovih transportera.
Stoga je u finalnom delu istrazivanja izvrSena modifikacija jedne od struktura c¢iji
je cilj bio dizajn Pgp nesupstrata koji ¢e zadrzati afinitet za EZH2. Koris¢enjem
klasifikacionog modela za Pgp transport, analize senzitivnosti molekulskih deskrip-
tora i dodatnim simulacijama MD, kroz nekoliko ciklusa modifikacija dizajnirana je
struktura za koju je predvideno da nije supstrat Pgp-a, a ¢ija je slobodna energija
vezivanja, procenjena MM /GBSA metodom, oko 5 kcal mol™ bolja od polaznog
jedinjenja. Time je pokazana korisnost ovog pristupa u racionalnoj modifikaciji
struktura sa ciljem eliminacije afiniteta za Pgp. Sinteza i bioloska karakterizacija
dizajniranih jedinjenja moze biti prvi korak u daljem razvoju ovih potencijalnih

inhibitora.

Kljuéne reci: Enhancer of Zeste Homolog 2, epigenetika, antitumorski
lekovi, molekularna dinamika, de novo dizajn, P-glikoprotein, protein rezistencije

karcinoma dojke, BCRP, klasifikacioni ra¢unarski modeli.
Naucna oblast: Farmacija

Uza nauc¢na oblast: Farmaceutska—medicinska hemija i strukturna ana-

liza
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Molecular dynamics simulations and computational design of

inhibitors of protein lysine methyltransferase EZH2

Abstract

Enhancer of Zeste Homolog 2 is an epigenetic enzyme responsible for se-
lective methylation of lysine 27 on histone H3. Trimethylated H3K27 constitutes
a repressive epigenetic mark, making EZH2 capable of transcriptional silencing of
target genes. Aberrant EZH2 activity, caused by either overexpression or point
mutations in the catalytic domain, has been related to a number of human malig-
nancies, making EZH2 inhibition a promising strategy in the development of novel
anticancer treatments. First disclosure of selective EZH2 inhibitors in 2012 and their
biological characterization has confirmed the therapeutic potential of inhibiting this
epigenetic regulator. While there is an outstanding need for the discovery of novel
EZH2 inhibitors, the lack of a three-dimensional structure of EZH2 complexed with
one of its ligands has been a significant obstacle to this end. The aim of research
conducted as part of this doctoral dissertation was to establish and validate a model
of EZH2 binding site using computational methods, and to subsequently utilize the

established model as a foundation in the design of novel potential EZH2 inhibitors.

In the first stage of our research, homology modeling of the EZH2 ca-
talytic domain was conducted, which contains the cofactor binding site targeted
by all known inhibitors. The initial model was refined through conventional and
accelerated molecular dynamics (MD) simulations. Next, structures of EZH2 com-
plexed with 13 different pyridone inhibitors were simulated in order to study the key
interactions participating in ligand binding. An assessment of inhibitors’ binding
free energy was performed using the molecular mechanics/generalized Born surface
area (MM/GBSA) method. The computed energies were correlated to available
experimental data and good agreement was found supporting the validity of the
established model. Further analysis of MD trajectories and computational alanine
scanning facilitated the definition of key intermolecular interactions that contribute
to the observed potency and selectivity of the studied inhibitors. On this basis, a
pharmacophore model of EZH2 inhibitors was proposed and validated. It demon-
strated good capabilities in identifying truly active molecules, including those not

based on a pyridone scaffold, in presence of decoys.
The efficacy of anticancer drugs can become limited with the onset of resi-
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stance that can develop in cancer cells through various mechanisms. Often involved
are membrane transporters, such as P-glycoprotein (Pgp) and breast cancer resi-
stance protein (BCRP), whose overexpression can lead to increased drug efflux and,
consequently, to low drug concentrations in cancer cells. For this reason, novel anti-
cancer drug candidates should ideally be non-substrates of these transporters. With
respect to targeting EZH2, this can be seen as particularly important given that
several existing inhibitors of the enzyme have been characterized as substrates of
both Pgp and BCRP. In order to take Pgp- and BCRP-mediated transport into
account during the design of novel EZH2 inhibitors, one of the aims of this disser-
tation was to develop computational classification models which would allow the
identification of Pgp/BCRP substrates based on chemical structure alone. To ac-
hieve this, sets of chemically diverse Pgp and BCRP substrates and non-substrates
were compiled, using previously defined criteria in evaluating the reliability of avai-
lable experimental data. This assured the resulting sets were highly consistent and
contained accurately classified compounds only. Classification models were develo-
ped using artificial neural networks and support vector machines. Validation of the
models showed they exhibit good reliability with an average classification accuracy
of approximately 80%. Furthermore, a comparative analysis allowed us to define
regions in chemical space where substrates of Pgp, BCRP, or both transporters,

respectively, are most likely to be found.

Given that existing compound collections often contain limited numbers of
structures that are active on targets whose therapeutic potential is only starting to
become recognized, the identification of novel putative EZH2 inhibitors in this study
was based on a de novo design approach. A multi-objective optimization genetic
algorithm was conceived and implemented, based largely on the well known Non-
dominated Sorting Genetic Algorithm II (NSGA-II). This implementation, termed
Phabbler (acronym derived from Pharmacophore-based Building Block Assembler),
is intended to facilitate the design of structures satisfying a given pharmacophore
hypothesis that, at the same time, retain acceptable physico-chemical characteristics
and low synthetic complexity. Phabbler-generated solutions evolve through in silico
reactions between fragment-sized building blocks. Using Phabbler and the previou-
sly defined EZH2 inhibitors’ pharmacophore, a library of compounds was designed
from which 11 structures were selected for further study using MD simulations and
MM/GBSA calculations. As a result, 5 structures are proposed which exhibit the
greatest potential for being novel putative EZH2 inhibitors. These 5 compounds are
structurally distinct from existing inhibitors, yet maintain the key interactions with

EZH2 binding site that are thought to be essential for inhibitory potency.



Predictions of Pgp- and BCRP-mediated transport suggested that the de-
signed structures are likely substrates of these transporters. To address this fact,
the final stage of the conducted research involved modifying one of the compounds
with the aim of designing-out Pgp while retaining EZH2 affinity. Several cycles of
modifications, guided by the Pgp classification model, descriptor sensitivity ana-
lysis and additional MD simulations, yielded a Pgp non-substrate compound whose
binding free energy to EZH2, as evaluated using MM /GBSA calculations, was im-
proved by 5 kcal mol™!. This demonstrated the utility of the approach in guiding
rational structural modification aimed at designing-out unwanted interactions with
Pgp. Synthesis and biological evaluation of the designed compounds can lay the

foundation for further development of these putative inhibitors.

Keywords: Enhancer of Zeste Homolog 2, epigenetics, anticancer drugs,
molecular dynamics, de novo design, P-glycoprotein, breast cancer resistance pro-

tein, BCRP, computational classification models.
Scientific field: Pharmacy

Specific scientific discipline: Pharmaceutical-medicinal chemistry and

structural analysis

UDC notation: 615.355:004.9(043.3), 615.277:577.3(043.3)
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Poglavlje 1

Uvod

Maligne bolesti predstavljaju jedan od najveé¢ih zdravstvenih izazova 21.
veka. U Evropi se svake godine ustanovi 3,45 miliona novih slucajeva obolelih i 1,75
miliona smrtnih ishoda koji su posledica razli¢itih formi maligniteta [1]. Na nivou
svetske populacije, procenjuje se da godisnje od raka umre izmedu 8 i 12,7 miliona
ljudi, sto ¢ini rak drugom najsmrtonosnijom nezaraznom bolesti na globalnom nivou
[2, 3]. Prognoze iz razvijenih zemalja sveta predvidaju da ¢e u narednoj deceniji
stopa mortaliteta od malignih bolesti rasti uprkos poboljsanom kvalitetu zdravstvene

nege, prevashodno usled uvecanja i starenja populacije [4, 5].

Brz razvoj metoda molekularne biologije u poslednjih 20 godina doprineo
je ostvarivanju znacajnog napretka u razumevanju biologije kancera, sto je ukazalo
na brojne moguénosti razvoja ciljanih terapija. Koncept ciljane terapije podrazu-
meva farmakolosku modulaciju funkcije ta¢no odredenih makromolekula za koje se
utvrdi da su od presudnog znacaja za prezivljavanje datog tipa kancerskih celija
[6]. Ovakvi lekovi, za razliku od neselektivnih citotoksi¢nih agenasa, treba da omo-
guce uniStavanje populacije malignih ¢elija bez negativnih efekata na zdrave celije
organizma. Potencijal primene selektivnih lekova u medicinskoj onkologiji najbolje
ilustruje primer imatiniba [7, 8]. Imatinib je selektivni inhibitor Ber-Abl kinaze, koja
je konstitutivno aktivna forma tirozin kinaze karakteristicno prisutno kod odredenih
tipova hematoloskih maligniteta kao $to je hroni¢na mijeloidna leukemija (CML).
Do uvodenja imatiniba u terapiju, lecenje CML bilo je ograni¢eno na usporavanje
progresije bolesti, pri ¢emu vecéina pacijenata nije zivelo duze od 45-55 meseci nakon
dijagnoze. Nakon uvodenja imatiniba u terapiju CML, kod vise od 90% pacijenata

moguce je posti¢i postojanu petogodisnju remisiju bolesti, sto jasno ilustruje poten-



cijal ciljanih terapija u sustinskom unapredenju prognoze maligniteta [9].

Imatinib ujedno predstavlja i jedan od prvih uspeha u personalizovanoj
terapiji malignih bolesti. Iako postoje brojni izazovi na putu Sirokog prihvatanja
ovog pristupa le¢enju, personalizovana terapija kancera moze da omoguéi smanjenje
toksi¢nosti primenjene terapije, smanjenje troskova povezanih sa le¢enjem primarne
bolesti, moze da poveca efikasnost lecenja i tako sustinski unapredi prognozu obo-
lelih [10, 11|. Jedan od najvecih izazova u realizaciji ovog ideala jeste ograni¢ena
dostupnost odgovarajuc¢ih antitumorskih lekova. Iako je do danas identifikovan ve-
liki broj potencijalnih ciljnih mesta dejstva, broj lekova koji su dostupni u klinickom
okruzenju relativno je mali i postoji znacajna potreba za otkri¢cem novih antitumor-
skih lekova koji bi bili pogodni za primenu u personalizovanoj terapiji [12]. Razvo]
ovakvih lekova zahteva validaciju ciljnih mesta dejstva i racionalan pristup otkri¢u
novih jedinjenja, sto treba da omoguéi prevodenje uspeha u razumevanju etiopato-

geneze kancera u nove efikasne pristupe lec¢enju.

Pocetkom ovog veka, rastu¢i broj dokaza poceo je da upucuje na ¢injenicu
da kancer ne nastaje samo kao posledica mutacija na nivou genoma, ve¢ da zna-
¢ajnu ulogu u ovoj grupi bolesti imaju i izmenjeni mehanizmi epigenetske regulacije
diferencijacije i replikacije ¢elija. Termin ,epigenetika” prvi je u nau¢nu literaturu
uveo Conrad Waddington sredinom 20. veka [13], ali je definicija onoga Sto epige-
netska regulacija podrazumeva od tada vise puta revidirana [14, 15]. U kontekstu
savremenih saznanja, epigenetska promena predstavlja ,strukturnu adaptaciju re-
gije hromozoma koja omogucava belezenje, signaliziranje ili propagaciju izmenjenog
stanja aktivacije gena” [16]. Epigenetika tako pruza okvir za razumevanje promena
fenotipa koje nastaju bez promena u genotipu, i to kroz proucavanje efekata koje
struktura hromatina ima na tranksripcionu aktivnost gena. Danas je Siroko prihva-
¢eno da epigenetski mehanizmi igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju normalnog stanja
¢elija ali i da njihova deregulacija ima izuzetno vazno mesto u etiopatogenezi kan-
cera [13|. Smatra se da izmene ,epigenetskog pejsaza” zapravo predstavljaju jednu
od definisu¢ih karakteristika malignih ¢éelija [17, 18].

Prepoznavanje vazne uloge koju epigenetska deregulacija ima u malignim
bolestima dovelo je i do intenzivnog interesovanja za razvoj lekova koji moduliraju
epigenetske procese. Terapijski potencijal epigenetskih ciljnih mesta dejstva proi-
zlazi iz Cinjenice da su epigenetske promene, za razliku od genetskih, reverzibilnog
karaktera Sto ostavlja mogucénost ponovnog uspostavljanja normalnog epigenetskog

statusa celije kroz odgovarajucu farmakolosku intervenciju [19]. Dokaz ovog kon-



cepta jeste prva generacija antitumorskih lekova koji deluju na epigenetska ciljna
mesta dejstva: inhibitori histon deacetilaza (HDAC3) i inhibitori DNK metiltran-
sferaza (DNMT4¢) danas se koriste u klinickom okruZenju u ograni¢enom broju in-
dikacija [20, 21]. Tako je prva generacija epigenetskih lekova pokazala potencijal
moduliranja epigenetskih promena, ograni¢eno razumevanje slozenosti epigenetskih
procesa i mehanizma dejstva ovih lekova tokom perioda njihovog razvoja, uslovila
je izostanak selektivnosti za jasno definisane epigenetske regulatore. Stoga je glavni
izazov u razvoju druge generacije epigenetskih lekova, sa unapredenom efikasnoséu,
dizajniranje jedinjenja koja selektivno mogu da uti¢u na ta¢no odredene epigenetske
modifikacije za koje se prethodno utvrdi da su od presudnog znacaja za prezivlja-
vanje kancerskih celija [19, 22, 23|.

Osnovna ideja istrazivanja sprovedenog u okviru ove doktorske disertacije
bilo je upravo davanje doprinosa otkri¢u novih potencijalnih antitumorskih lekova
koji selektivno moduliraju epigenetsko ciljno mesto dejstva kroz racionalno dizaj-
niranje molekula primenom rac¢unara. U realizaciji ove ideje, odabran je enzim
EZH2, koji pripada grupi protein lizin metiltransferaza (PKMT). PKMT se sma-
traju veoma perspektivnom klasom novih ciljnih mesta dejstva u razvoju druge ge-
neracije epigenetskih lekova [24]. Kao §to ¢e u daljem tekstu biti Sire opisano, brojni
dokazi prikupljeni u poslednjih nekoliko godina ukazali su na znacajan terapijski
potencijal EZH2, kao i na moguc¢nost njegove inhibicije primenom malih organskih

molekula, na osnovu ¢ega je upravo ovaj enzim izabran kao ciljno mesto dejstva.

Preostali deo uvodnog poglavlja organizovan je na sledeé¢i nacin: u odeljku
1 dat je kratak pregled epigenetskih regulatornih mehanizama i nac¢ina na koji nji-
hova deregulacija moze doprineti razvoju kancerskog fenotipa; u odeljku 2 opisani
su struktura, funkcija i mehanizmi kojima EZH2 moze ucestvovati u etiopatogenezi
kancera i obrazloZena je osnovanost inhibicije ovog enzima u terapijske svrhe; u
odeljku 3 prikazan je pregled do sada otkrivenih inhibitora EZH2 i izazova u otkrié¢u
novih molekula koje selektivno inhibiraju ovaj enzim; u odeljku 4 dat je kratak
pregled mehanizama rezistencije na antitumorske lekove i pristupa kojima se racio-
nalnim dizajniranjem moze umanjiti rizik od razvoja rezistencije kod novootkrivenih
struktura; konacno, u odeljku 5 prikazane su racunarske metode koris¢ene u ovom

istrazivanju uz kratku diskusiju o njihovoj ulozi u racionalnom dizajniranju lekova.



1.1 Epigenetika normalnih i malignih éelija

Genetski materijal eukariota gusto je upakovan u jedru ¢éelije u vidu hroma-
tina (slika 1.1). Osnovna jedinica grade hromatina jeste nukleozom koji predstavlja
asocijaciju priblizno jednakih masa DNK i histonskih proteina. Jezgro nukleozoma
formira oktamer histona, sa po dva heterodimera histona H2A-H2B i H3-H4, oko
kojih je spiralno obavijeno 145-147 baznih parova dezoksiribonukleinske kiseline
(DNK). C-terminalni krajevi histona formiraju helikse u jezgru nukleozoma, dok su
njihovi N-terminalni krajevi intrinzicki neuredeni i nalaze se slobodni u spoljasnjosti
nukleozoma. Susedni nukleozomi spojeni su segmentima povezujuce (engl. linker)
DNK varijabilne duzine, pri ¢emu inter-nukleozomalne interakcije uslovljavaju for-
miranje slozenih sekundarnih i tercijarnih struktura hromatina: hromatinskih niti,

vlakana, hromatida i kona¢no, hromozoma |25, 26].

Jedro Hromozom

 Telomera

Loy
i

- Centromera

Celija

Nukleozom &

Bazni parovi

Histoni

heliks DNK H2A W H2B W H3 [ H4

Slika 1.1: Ragzliciti nivoi organizacije genetskog materijala u ¢eliji, od nukleozoma
i hromatinske niti do hromozoma. (C)Richard Wheeler / Wikimedia Commons /
CC-BY-SA 3.0 / GFDL

Sredinom 60. godina proslog veka, istrazivanja biologije hromatina pocela
su da ukazuju na ¢injenicu da hromatin nije inertna potpora genetskog materijala

ve¢ da njegova struktura u velikoj meri utic¢e na procese transkripcije, reparacije
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i replikacije DNK. Struktura hromatina dinamic¢ne je prirode prevashodno usled
velikog broja post-translacionih modifikacija histona koje uticu na lokalni stepen
dostupnosti genetskog materijala [27]. U ovom kontekstu, razlikuju se dve forme
hromatina: euhromatin i heterohromatin. Euhromatin karakterise nizi stepen lo-
kalne kondenzacije Sto ¢ini zahvacene gene dostupnim enzimima uklju¢enim u tran-
skripciju i reparaciju. Heterohromatin je kompaktnija forma hromatina, sa ve¢om
prostornom koncentracijom nukleozoma, u ¢ijem se sastavu uglavnom nalaze kon-
stitutivno ili fakultativno inaktivni geni. Svi faktori koji uti¢u na lokalnu strukturu
hromatina predstavljaju sloZzen regulatorni nivo koji se ilustrativno naziva ,epige-
netski pejzaz” ¢elije. Razli¢ito oblikovanje epigenetskog pejzaza uslovljava nastanak
razli¢itih fenotipa u odsustvu promena u sekvenci DNK, ¢ime epigenetske promene
igraju klju¢nu ulogu u procesima normalne diferencijacije ¢elija, ali i njihove maligne
transformacije. Tri faktora koji u najve¢oj meri uti¢u na epigenetski pejzaz celije
jesu [28]: metilovanje DNK, kovalentne modifikacije histona i efekti posredovani

nekodirajuéim ribonukleinskim kiselinama (RNK).

1.1.1 Metilovanje DNK

Metilovanje DNK kod sisara gotovo uvek se odigrava u sklopu CpG di-
nukleotida, pri ¢emu je supstrat u reakciji citozin koji se prevodi u 5-metilcitozin
aktivnoséu enzima DNK metiltransferaza (DNMT) [29]. Do danas su identifiko-
vane tri kataliticki kompetentne forme DNMT: DNMT1, DNMT3A i DNMT3B.
DNMT1 ima izrazen afinitet ka asimetri¢no (hemimetilovanim) CpG dinukleotidima
pa se smatra da je njena glavna uloga odrzavanje stanja metilovanja DNK nakon
replikacije genetskog materijala i deobe celije. DNMT3A i DNMT3B su de novo
metiltransferaze, $to podrazumeva da poseduju afinitet za nemodifikovane CpG di-
nukleotide [30, 31]. Novija saznanja ukazuju na to da aktivnost DNMT1 zavisi od
njene lokalizacije u odredenim regijama hromatina u¢es¢em DNMT3A ili DNMT3B
[32]. Kod eukariota do danas, uprkos aktivnom istrazivanju, nije identikovan enzim
koji je specifi¢no ukljucen u proces aktivnog demetilovanja DNK [33], usled cega je
ovo relativno stabilna epigenetska promena. Do pasivnih promena u nivou metilova-
nja na nivou celokupnog genoma moze doc¢i ukoliko je funkcija DNMT1 inhibirana

kroz nekoliko ¢elijskih generacija.

Funkcionalne posledice metilovanja DNK najvise su prouc¢avane u kontek-
stu CpG ostrvaca. CpG ostrvea (CGI) su kratki segmenti DNK (1.000-2.000 ba-

znih parova) u kojima je ucestalost pojave CpG dinukleotida znacajno veca nego u



ostatku genoma. CGI su obi¢no locirana u oblastima transkripcionih start sekvenci,
mada se mogu nac¢i i u kodirajuéim delovima gena. Metilovanje CGI u sklopu
transkripcionih start sekvenci povezano je sa transkripcionom inaktivacijom i tako
predstavlja mehanizam epigenetske represije aktivnosti gena. Metilovanje DNK se,
medutim, ne moZze odvijati u odsustvu nukleozoma, u prisustvu H2A.Z varijante hi-
stona, kao ni u prisustvu trimetilovanog lizina 4 na histonu 3 (H3K4me3). Kako su
ove epigenetske promene karakteristicne za aktivno transkribovane gene, metilovanje
DNK nije osnovni (inicijatorski) epigenetski mehanizam genske inaktivacije. S druge
strane, geni koji su prethodno inaktivirani delovanjem kompleksa Polycomb grupe
(odeljak 1.1.2), imaju znacajno veéu verovatno¢u da postanu metilovani u oblasti
transkripcionih start sekvenci. Stoga, metilovanje CGI ovih segmenata DNK vero-
vatno ima ulogu da ucvrsti inaktivirano stanje gena koje je prethodno uspostavljeno
delovanjem drugih epigenetskih regulatora. Dosledno sa ovim zakljuckom, u somat-
skim ¢elijama najveci broj CGI ostaje nemetilovan, dok su izuzetak promoteri gena
koji podlezu dugotrajnoj inaktivaciji (npr. kao kod inaktiviranog X hromozoma)

[34].

Za razliku od CGI u okviru transkripcionih start sekvenci, veéina drugih
CpG nukleotida dominantno se nalazi u metilovanom obliku. Metilovanje DNK u
kodirajué¢im regijama gena nema inhibitorni u¢inak na elongaciju transkripata niti je
dosledno u vezi za inaktivacijom gena. Spontana deaminacija 5-metilcitozina, kojom
nastaje timin, jedan je od mehanizama pojave somatskih mutacija. Ovo je ujedno i
mehanizam kojim se objasnjava gubitak CGI iz oblasti promotera odredenih gena.
Primeceno je da ovakvi geni najcéesce nisu aktivni, pa se pretpostavlja da je njihovim
dugotrajnim metilovanjem evolutivno doslo do gubitka CpG dinukleotida, zamenom
citozina timinom. Ova tackasta mutacija ipak, na odredenim mestima u sekvenci

DNK, ima i potencijal da doprinese nastanku kancerskog fenotipa [34].

1.1.2 Post-translacione modifikacije histona

Kovalentne modifikacije aminokiselina histona predstavljaju najveéu grupu
promena koje imaju sposobnost da uti¢u na lokalnu strukturu hromatina. Do danas
je identifikovano preko 60 razli¢itih post-translacionih modifikacija (PTM) histona,
od kojih se najvec¢i broj moze pronac¢i na slobodnim, N-terminalnim krajevima ovih
proteina [35]. Kako upravo ovi delovi histona stupaju u interakciju sa susednim
nukleozomima, kao i sa DNK, prisustvo razli¢itih strukturnih modifikacija histona

moze direktno da utice na stepen kondenzacije hromatina. Primera radi, neutrali-



zacija pozitivnog naelektrisanja lizina njegovim acetilovanjem, ili uvodenje negativ-
nog naelektrisanja fosforilacijom serina, uti¢u na jac¢inu interakcije izmedu histona
i DNK, kao i na blizinu susednih nukleozoma, Sto se neposredno odrazava na lo-
kalnu konformaciju hromatina. Pored ovog direktnog uticaja, vazan mehanizam
kojim PTM histona regulisu strukturu hromatina jeste regrutovanje drugih signal-
nih proteina koji se vezuju za hromatin |36, 37|. Ovi proteini sadrze karakteristi¢ne
domene koji specificno prepoznaju odredene modifikacije histona. Njihovo vezivanje
za hromatin najc¢esée inicira formiranje multimernih kompleksa koji su odgovorni za
razli¢ite funkcionalne ishode — aktivaciju ili inaktivaciju gena — koje PTM histona
iniciraju ili regulisu. U samom remodelovanju hromatina, kljuénu ulogu imaju i
enzimski kompleksi koji koriste energiju oslobodenju hidrolizom adenozin-trifosfata
(ATP) za izmestanje ili uklanjanje nukleozoma, a koji efektivno dovode do prelaska

heterohromatina u euhromatin [38].

Jos jedna vazna karakteristika PTM histona jeste da jedna modifikacija
uti¢e na uvodenje drugih, kao i da funkcionalni ishod jedne modifikacije zavisi od
konteksta koji uspostavljaju sve ostale modifikacije. Ovaj fenomen medusobne ko-
munikacije PTM histona (engl. crosstalk) uslovljava kombinatornu slozenost mogu-
¢ih signala koje dati skup modifikacija moze predstavljati. Komunikacija se moze
odigravati izmedu PTM istog histona (,,cis” efekti) kao i izmedu PTM koje se nalaze
na razli¢itim, ali prostorno bliskim histonima (,,trans” efekti) [39, 40]. Sa aspekta pri-
rode medusobne komunikacije, mogu se izdvoji tri na¢ina na koje PTM utic¢u jedna
na drugu [41, 42]: (i) jedna modifikacija moze da deluje stimulatorno ili inhibitorno
na aktivnost enzima koji uvodi drugu modifikaciju; (ii) jedna modifikacija moze
predstavljati vezivno mesto na hromatinu za regrutovanje multimernog kompleksa,
u kojem se jedna komponenta vezuje za postojecu modifikaciju a druga poseduje
kataliticku aktivnost i modifikuje drugu aminokiselinu histona; (iii) odredeni skup
modifikacija histona moze dovesti do aktivacije enzimskih kompleksa koji irever-
zibilno skra¢uju N-terminus histona H3 i tako u znacajnoj meri menjaju lokalno

uredenje hromatina.

Brojnost i raznovrsnost PTM histona, specificnost enzima koji uvode i
uklanjaju ove promene, postojanje proteinskih domena koji specificno prepoznaju
odredene PTM, kao i slozenost njihovih medusobnih komunikacija navele su pojedine
autore da predloZe postojanje ,histonskog koda” [43] koji, paralelno sa sekvencom
DNK, regulise procese koji ukljuc¢uju transkripciju, reparaciju i replikaciju DNK.
Prema ovoj hipotezi koja je danas u velikoj meri prihvaéena, proteini i enzimi koji

uvode, uklanjaju i prepoznaju PTM histona predstavljaju ,pisace”, ,brisace” i ,¢i-



tac¢e” histonskog kodda, odnosno slozenu regulatornu masineriju koja, modifikujuci
strukturu hromatina, uslovljava raznovrsne funkcionalne ishode — formiranje razli-
¢itih fenotipa bez promena u genotipu celije [43-45]. Najznacajnije PTM histona i

enzimi ukljuc¢eni u njihovu regulaciju zbirno su prikazani u tabeli 1.1.

Metilovanje histona

Metilovanje je najraznovrsnija od svih kovalentnih modifikacija histona i
ovoj PTM podlezu lizin, argininin i, veoma retko, histidin sva cCetiri osnovna hi-
stona. Dodatnu sloZenost ovoj modifikaciji daje ¢injenica da lizini mogu biti mo-
nometilovani (Kmel), dimetilovani (Kme2) i trimetilovani (Kme3), a arginini mogu
biti monometilovani (Rmel), asimetri¢no dimetilovani (Rme2a) i simetri¢no dime-
tilovani (Rme2s). Svaka od ovih promena predstavlja jedinstven epigenetski signal.
Postizanje takvog diverziteta signala kroz samo jedan tip PTM histona moguce je
zahvaljujuci postojanju velikog broja metiltransferaza i demetilaza koje ispoljavaju
specificnost u pogledu supstrata kao i proizvoda reakcija koje katalizuju. U porede-
nju sa drugim modifikacijama histona, metilovanje se izdvaja po dve karakteristike.
Metilovanje predstavlja relativno dugotrajnu promenu, za koju se inicijalno verovalo
i da je ireverzibilnog karaktera. Takode, za razliku od fosforilacije i acetilovanja,
metilovanje ne dovodi do promene naelektrisanja N-terminusa histona. Raznovrsni
funkcionalni ishodi metilovanja, koje moze predstavljati aktivatorni i represivni epi-
genetski signal, tako nastaju kroz prepoznavanje modifikovanih histona od strane
drugih hromatin—vezujuéih proteina, a ne kroz direktan uticaj na kompakciju hro-
matina [36, 52|.

Metilovanje lizina Metilovanje histonskih lizina katalizuje familija od preko 30
razli¢itih enzima koji se nazivaju protein lizin metiltransferaze (PKMT). Iako su
njihovi primarni supstrati histoni, za viSe enzima iz ove grupe utvrden je afinitet i
za nehistonske proteine [63, 64|, usled ¢ega je predlozeno da se grupa oznacava kao
protein—, a ne kao histon metiltransferaze [24]. Svaka PKMT ispoljava selektivnost
za odredene lizine u sekvenci histona, ¢esto isklju¢ivo jedan, i katalizuje definisan
stepen metilovanja svojih supstrata [53]. Zbog znacaja ove grupe enzime u istra-
zivanju koje je sprovedeno u okviru ove disertacije, u narednim paragrafima bice
kratko izloZene najznacajnije karakteristike strukture i mehanizma kataliticke ak-
tivnosti PKMT, pre pregleda funkcionalnih ishoda metilovanja i reverzibilnosti ove

modifikacije.
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Sa izuzetkom DOT1L, sve PKMT otkrivene do danas sadrze SET domen
koji je odgovoran za kataliticku aktivnost ovih enzima. SET domen je sekvenca od
oko 130 aminokiselina koje formiraju karakteristi¢nu tercijarnu strukturu pseudo-
¢vora u kojoj se u neposrednoj blizini nalaze dva o¢uvana motiva sekvenci RFIN-
HXCXPN i ELXFDY, gde je X bilo koja aminokiselina [65]. SET domen formira
vezivna mesta za kofaktor S-adenozil-L-metionin (SAM) kao i histonski supstrat
(slika 1.2). Histonski supstrat vezuje se u usek koji zajedno formiraju I-SET i kra-
tak post-SET domen (20-30 aminokiselina), pri ¢emu se lizin umece u kanal koji
dominantno formiraju hidrofobni bo¢ni lanci okolnih aminokiselina. Mesto za ve-
zivanje kofaktora locirano je sa suprotne strane proteina i u njegovom oblikovanju,
pored SET domena, ucestvuje post-SET domen, koji zatvara vezivno mesto i stabi-
lizuje kofaktor. U poredenju sa sekvencama SET domena, post-SET domen je zna-
¢ajno varijabilniji unutar PKMT familije, ali je kod veéine enzima karakteristi¢no
prisustvo veceg broja cisteina u sekvenci. Dostupne kristalografski resene strukture
pokazale su da kod ovih predstavnika PKMT, tri cisteina iz post-SET domena koor-
diniraju jon cinka gradedi tetraedarski kompleks koji utic¢e na finalnu strukturu holo
enzima (slika 1.2a). Kod PKMT koje ne sadrze cisteinom-bogat post-SET domen,
koordiniranje cinka ne igra ulogu u pozicioniranju i strukturi ovog dela enzima. U
tim slucajevima, post-SET domeni uglavnom obrazuju fleksibilne helikse ¢ije su po-
jedine aminokiseline u kontaktu sa kofaktorom (slika 1.2b) [66]. Vazno je naglasiti
i da u apo obliku enzima, post-SET domen PKMT jeste delimi¢no ili potpuno ne-
ureden a karaktersiticnu sekundardnu strukturu i polozaj u odnosu na SET domen

zauzima tek nakon asocijacije enzima sa kofaktorom i histonskim supstratom.

histonski
supstrat

7~

post-SET domen

S

’\i -, L2 N
BN
¢
/X

SAH
pre-SET domen

SET domen
SET domen

(a) MLL (PDB ID: 2W5%) (b) SETD7 (PDB ID: 109S)

Slika 1.2: Trodimenzionalne stukture protein lizin metiltransferaza sa SET dome-
nom, u kompleksu sa histonskim supstratom i proizvodom kofaktora (SAH).
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Na osnovu dostupnih biohemijskih i strukturnih podataka, predlozen je
sledeci redosled dogadaja kojima PKMT vrse metilovanje histona [67]: (i) vezivanje
kofaktora za enzim dovodi do pozicioniranja post-SET domena u odnosu na ostatak
enzima na nacin koji dovodi do formiranja useka u koji se uklapa histonski peptid;
(ii) prethodno formirani binarni kompleks vezuje se za histon posredstvom elektro-
statickih interakcija dugog dometa izmedu pozitivno naelektrisane povrsine histona
i negativne povrsine useka na enzimu; (iii) specifi¢no prepoznavanje ciljnog lizina od-
igrava se na osnovu komplementarnosti sekvence histona i rezidua I-SET i post-SET
domena koje formiraju usek; (iv) ulaskom ciljnog lizina u kanal enzima, formirani
tercijarni kompleks omogucava deprotonovanje e-azota lizina i prenos metil grupe
sa kofaktora SAM na azot, pri ¢emu se formira proizvod kofaktora S-adenozil-L-
homocistein (SAH) i metil-lizin; (v) post-SET domen se zatim ponovo izmesta, $to

omogucava disocijaciju SAH i naredni krug metilovanja.

Mehanizam transfera metil grupe i strukturna osnova specifi¢nosti proiz-
voda PKMT bili su predmet nekoliko ra¢unarskih i kristalografskih studija [68-72].
Reakcija se odigrava S%, mehanizmom nukleofilne supstitucije i zahteva deprotono-
vanje lizina mada nije u celosti izvesno da li u ovom koraku ucestvuju aminokiseline
aktivnog centra. Pojedine studije pokazale su da ovo jeste sluc¢aj barem kod odrede-
nih PKMT i da znacajnu ulogu u reakciji transfera ima formiranje vodenog kanala,
koji omoguéava efikasno deprotonovanje supstrata. Stepen metilovanja koji je dati
enzim sposoban da katalizuje u najvec¢oj meri zavisi od zapremine dna kanala u koji
se umece lizin kao i od prisustva ¢vrsto vezanih molekula vode koje mogu ometati
reakciju transfera. Sterno prostraniji aktivni centri daju moguénost formiranja di-
i trimetilovanih lizina. Za specificnost proizvoda reakcije takode je veoma znacajan
1 oCuvani tirozin aktivnog centra (Y641 u sekvenci EZH2). Nekoliko studija muta-
geneze ukazalo je na potencijal tirozin-fenilalanin izmene da uti¢e na specifi¢nost
proizvoda PKMT [67]. Prisustvo tirozina u najveéem broju slu¢ajeva smanjuje efi-
kasnost enzima u katalizovanju trimetilovanja, dok ¢ini mono- i dimetilovanje veoma
efikasnim. Na osnovu analize dostupnih struktura, verovatno je da ovaj tirozin uce-
stvuje kao akceptor u formiranju vodoni¢ne veze sa nemetilovanim i monometilova-
nim supstratima, i tako doprinosi orjentaciji slobodnog elektronskog para e-azota
u odnosu na metil grupu SAM, dok kod dimetilovanog supstrata kao donor uspo-
stavlja vodoni¢nu vezu za slobodnim elektronskim parom, tako sprecavajuci njegovu
optimalnu orjentaciju. U skladu sa ovom hipotezom, Y /F izmenom najcéesée dolazi

do pretvaranja efikasne monometilaze u manje efikasne di- ili trimetilaze [73, 74].

Do 2004. godine, metilovanje lizina smatrano je ireverzibilnom prome-
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nom. Ove godine je otkrivena prva lizin demetilaza (LSD1), za koju je utvrdeno
da koristi flavin adenin dinukleotid kao kofaktor u reakciji uklanjanja metil grupe
sa H3K4mel/me2 na izolovanim histonima. Kasnije je pokazano da u sklopu kore-
presivnih kompleksa, LSD1 pokazuje afinitet i za H3K4mel /me2 u sklopu nukleo-
zoma, ¢ime je potvrdena bioloska uloga ovog enzima kao protein lizin demetilaze.
Dalja istrazivanja dovela su do otkri¢a dodatne klase lizin demetilaza koje sadrze
C-terminalni Jumonji domen, a za reakciju uklanjanja metil grupa koriste Fe?* jon
i a-ketoglutarat kao kofaktore. Veéina lizin demetilaza aktivna je u sklopu veéih
hromatin—modifikuju¢ih kompleksa Sto omoguéava prepoznavanje prisutnih PTM

histona i uslovljava specificnost uklanjanja metil grupa [75].

Funkcionalni ishodi metilovanja lizina zavise od specifi¢cne aminokiseline u
sekvenci koja je modifikovana, kao i od stepena metilovanja odnosno broja uvedenih
metil grupa. Uopsteno, moze se reé¢i da su H3K9me3, H3K27me3 i H4K20me3 repre-
sivni epigenetski signali i da su ukljuc¢eni u globalne promene nivoa ekspresije gena
kroz formiranje konstitutivnog i fakultativnog heterohromatina. Na nivou pojedi-
nacnih gena, najznacajniju represivnu ulogu imaju proteini Polycomb grupe (PRC2
i PRC1, odeljak 1.2.2), koji uvodenjem H3K27me3 i daljom signalnom kaskadom
mogu selektivno inaktivirati tacno odredene gene. Nasuprot represivnih epigenet-
skih signala, H3K36me3 i H3K79me3 javljaju se u oblastima euhromatina. Funkcija
PTM H3K4 zavisi od nivoa metilovanja: H3K4me3 uvek se nalazi u okviru aktivno
transkribovanih gena dok se H3K4me2 moze naéi i u regijama hromatina koje sadrze
inaktivirane gene |36, 50, 51|. Potpuno razumevanje zna¢aja metilovanja histonskih
lizina i sloZzenosti interakcija ove PTM sa drugim epigenetskim promena zahtevace
jos mnogo istrazivanja. Izvesno je da je metilovanje dinami¢na promena od velikog

znacaja za epigenetski pejzaz éelije.

Metilovanje arginina Metilovanje arginina kod sisara katalizuje familija od 11
enzima koji su podeljeni u dve grupe. Tip I protein arginin metiltransferaza (PRMT)
obuhvata enzime koji katalizuju formiranje Rmel i Rme2a (PRMT1, PRMT3, CARMI,
PRMT6, PRMTS), dok tip II PRMT katalizuje formiranje Rmel i Rme2s (PRMT5,
PRMTT). U poredenju sa metilovanjem lizina, metilovanje arginina je manje spe-
cificna modifikacija. Za oko 85% svih modifikacija arginina odgovorna je PRMT1
koja ispoljava veoma Siroku supstratnu specificnost i u stanju je da metiluje vecinu
histonskih arginina koji su locirani neposredno do jednog ili dva glicina |76]. Druge
PRMT pokazuju vecéu specifénost; primera radi, CARM1 ulazi u sastav SWI/SNF

remodelera hromatina u okviru kojeg metiluje isklju¢ivo H3R17 i H3R26.
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Inicijalno se smatralo da do demetilovanja arginina dolazi samo dejstvom
deiminaza, koje prevode monometilovan arginin u citrulin, ¢ije prisustvo takode
predstavlja epigenetski signal. Ova reakcija, medutim, ima relativno mali bioloski
znacaj, jer se retko odigrava, ¢emu doprinosi i ¢injenica da je monometilovani arginin
veoma slab supstrat za deiminaze. Posledi¢no, monometilovanje arginina zapravo
predstavlja promenu koja inhibitorno deluje na citrulinaciju [77]. Reverzibilnost
metilovanja arginina u uzem smislu potvrdena je kroz otkri¢e da lizin demetilaza
sa Jumonji domenom, JMJDG6, takode pokazuje afinitet za, i demetiluje H3R2 [78].
Postojanje drugih specificnih PRDM do danas nije ustanovljeno.

Metilovanje arginina, kao i druge PTM histona, moze delovati inhibitorno i
aktivatorno na uvodenje dodatnih modifikacija. Primera radi, prisustvo H3R2me2a
inhibira metilovanje H3K4, dok H3K4me3 onemogucava metilovanje H3R2 [52].
PRMT funkcioniu u okviru kompleksa koji imaju represivne i aktivatorne uloge
[77], pa i epigenetski signali koje ove promene predstavljaju zavise od specifi¢nih
arginina koji su modifikovani. O funkcionalnim ishodima metilovanja arginina re-
lativno se malo zna, ali je po analogiji sa modifikacijama lizina verovatno da ove
promene prepoznaju odredeni efektorski proteini koji u daljoj signalnoj kaskadi vrse

represiju ili aktivaciju gena [79].

Acetilovanje histona

Acetilovanje histona katalizuju dve grupe acetiltransferaza za koje je za-
jednicko da koriste acetil-koenzim A kao kofaktor u reakciji prenosa acetil grupe
na c¢-azot lizina. Tip B acetiltransferaza su citoplazmatski enzimi koji acetiluju
novosintetisane histone pre njihovog transporta u jedro ¢elije, pri ¢emu je ovaj ko-
rak vazan za interakciju histona sa proteinima pratiocima (engl. chaperones) koji
ucestvuju u sklapanju nascentnih nukleozoma. Nakon asocijacije histona i DNK,
modifikacije uspostavljene od strane tipa B acetiltransferaza se ve¢inom uklanjaju
i nemaju veceg znacaja u epigenetskoj regulaciji. Glavnu ulogu u regulaciji struk-
ture hromatina acetilovanjem ima tip A acetiltransferaza, koje predstavljaju enzime

aktivne u jedru celije [37].

Tip A histon acetiltransferaza (HAT) moze se podeliti u tri familije prema
sliénosti sekvenci i tercijarnoj strukturi: GNAT, MYST i CBP/p300. Znacajna
razli¢itost sekvenci koja je uocena u okviru ove familije enzima, koja deli zajed-

nicki kataliticki mehanizam, omogucava postizanje jedinstvenih bioloskih efekata
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razli¢itih HAT. Iako su ovi enzimi samostalno kataliticki kompetentni za acetilova-
nje slobodnih histona, vise predstavnika HAT pokazuje afinitet za nukleozome tek
nakon asocijacije u multimerne komplekse [80]. Takode, vec¢ina izolovanih HAT is-
poljava supstratnu polispecificnost ali u sklopu razli¢itih HAT kompleksa katalizuje

modifikacije tatno odredenih histona [48].

Acetilovanje histona je reverzibilna promena, pri ¢emu u uklanjanju acetil
grupa sa lizina ucestvuje veéi broj histon deacetilaza (HDAC). HDAC se mogu po-
deliti u 5 klasa: klasu I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 i HDACS), klasu Ila (HDAC4,
HDAC5, HDACT i HDAC9), klasu IIb (HDACG6 i HDAC10), klasu III (sirtuini) i
klasu IV (HDACI11). Kataliticka aktivnost klasi¢nih predstavnika HDAC zavisi od
prisustva jona cinka u aktivnom centru, dok je mehanizam deacetilovanja sirtuina
drugaciji i podrazumeva ucesée nikotinamid adenin dinukleotida kao kofaktora u
reakciji [80]. Kao i HAT, HDAC ispoljavaju nizak stepen supstratne specifi¢nosti,
ali sa izuzetkom HDACS, ovi enzimi stic¢u kataliticku kompetentnost tek ulaskom u
sastav multimernih kompleksa. Ciljno regrutovanje formiranih kompleksa u oblast
ta¢no odredene modifikacije histona obezbeduje da je aktivnost HDAC veoma spe-

cificna i strogo regulisana [81].

Slozenost regulatorne funkcije HDAC najbolje ilustruje primer enzima klase
ITa. Ova grupa enzima ispoljava minimalnu kataliticku aktivnost na acetilovanim
histonima, $to upucuje na moguénost da su njihovi glavni supstrati zapravo citopla-
zmatski proteini. Istovremeno, medutim, HDAC klase Ila predstavljaju vazne epi-
genetske supresore genske aktivnosti pa je verovatno da regulatorna funkcija HDAC

nije ogranic¢ena na njihovu histon-deacetilaznu, enzimsku aktivnost [49].

Kako acetilovanje dovodi do neutralizacije pozitivnog naelektrisanja lizina,
ova PTM histona ima potencijal da direktno uti¢e na lokalnu konformaciju hro-
matina. Acetilovanjem se smanjuje jacina interakcije histona i DNK, a posebno
znacajnu ulogu u ovom kontekstu ima histon H4. N-terminus H4 stupa u interakcije
sa negativno naelektrisanim povrsinama H2A-H2B dimera susednog nukleozoma,
pa njegovo acetilovanje uslovljava udaljavanje nukleozoma i favorizuje formiranje
euhromatina. In witro, acetilovanje H4K16 dovoljno je da spreci formiranje kom-
paktnih hromatinskih niti 82|, ali znac¢ajnost ove ili neke druge modifikacije u in
vivo uslovima nije jednostavno utvrditi zbog izrazito dinami¢ne prirode acetilovanja.
Uopsteno, regije aktivno transkribovanog hromatina karakterise visok nivo acetilova-
nja histona, dok je heterohromatin u daleko manjoj meri acetilovan. Stoga se uzima

da acetilovanje generalno doprinosi aktivaciji gena a deacetilovanje uzrokuje nji-
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hovu represiju. Pored nespecificnog uticaja na kompakciju hromatina, acetilovanje
odredenih lizina histona moze predstavljati signal za regrutovanje drugih epigenet-
skih regulatora, slicno mehanizmu kojim metilovanje histona ostvaruje regulatorne
funkcije [46].

Nivo acetilovanja histona bioloski je precizno regulisan interakcijom velikog
broja faktora. U regulaciji ucestvuju HAT, HDAC, drugi enzimi koji mogu modifi-
kovati histonske lizine kao i enzimi uklju¢eni u metabolizam acetil koenzima A [47].
Nedavno je pokazano i da na nivo acetilovanja u velikoj meri utice intracelularna

pH [83].

Druge modifikacije

Fosforilacija histona odigrava se na serinima, treoninima i tirozinima N-—
terminalnih krajeva histona, ali i, rede, u delovima histona koji ¢ine jezgro nukle-
ozoma. Fosforilacija je izuzetno dinami¢na promena u ¢ijem uspostavljanju moze
ucestvovati preko 10 kinaza. Fosfataze direktno ukljuc¢ene u defosforilaciju histona
su slabije okarakterisane i manje se zna o njihovoj epigenetskoj ulozi. Izvesno je da
je aktivnost fosfataza vazna zbog relativno velike brzine kojom se nivo fosforilacije
histona moze izmeniti [37]. Bioloski efekti fosforilacije histona najvise su prouca-
vani na nivou pojedinih modifikacija histona H3. Koordinisana fosforilacija H3S10,
H3528, H3T3 i H3T11 su promene za koje se smatra da klju¢no doprinose kondenza-
ciji hromatina tokom mitoze ¢elija. Ta¢an mehanizam kojim do kondenzacije dolazi,
medutim, nije dovoljno proucen. Nasuprot ulozi u kondenzaciji hromatina, fosfori-
lacija za posledicu takode moze imati i aktivaciju gena. Trenutno dostupni dokazi
ukazuju na to da fosforilacija H3S10 dovodi do transkripcione aktivacije, ali nije iz-
vesno da li je ovo direktna posledica fosforilacije ili promena koja inicira acetilovanje
H3K14 [54, 55].

Ubikvitinacija i sumoilacija se izdvajaju od svih drugih modifikacija hi-
stona po veli¢ini strukturne izmene do koje dolazi. Ubikvitin je protein duzine
76 aminokiselina kojim se kovalentno modifikuju najcéesée lizini histona sekvenci-
jalnim delovanjem tri enzima. Prvi enzim (E1) vr§i ATP—zavisnu aktivaciju ubi-
kvitina. U slede¢em koraku, aktivirani ubikvitin se tioestarskom vezom spaja sa
ubikvitin—konjugujuéim enzimom (E2). U finalnom koraku, ubikvitin se prenosi
na ciljni lizin histona delovanjem ubikvitin—protein izopeptidne ligaze (E3). Iako,

teorijski, vise aminokiselina histona moze biti supstrat za konjugaciju sa ubikviti-
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nom, dominantno se ova modifikacija kod sisara odigrava kao monoubikvitinacija
H2AK119 (H2AK119ubl) i H2BK120 (H2BK120ubl) [56]. Vise izopeptidaza je
sposobno za uklanjanje ubikvitina sa histona Sto ¢ini ovu modifikaciju histona ne-
ocekivano dinami¢nom. Interesantno je da dve navedene promene imaju suprotne
bioloske efekte. H2BK120ubl igra vaznu ulogu u transkripcionoj inicijaciji i elon-
gaciji, dok H2AK119ubl inhibira metilovanje H3K4 i dovodi do represije gena [56].
SUMO proteini (engl. small ubiquitin-related modifier) se konjuguju sa histonskim
proteinim sliénim mehanizmom kao i ubikvitin. Sumoilaciji podlezu sva cetiri hi-
stona a biologki efekti ove modifikacije su ve¢inom represivnog karaktera. Ovo se
objasnjava ¢injenicom da sumoilacija odredenih lizina sprecava njihovo acetilovanje

i ubikvitinaciju, koje bi inace dovele do aktivacije gena [57, 58].

1.1.3 Nekodirajuée RNK

Sekvence DNK koje kodiraju proteine ¢ine samo oko 1,5-2% genetskog ma-
terijala sisara, iako je procenat genoma koji podleze transkripciji ve¢i. Oni RNK
transkripti koji ne podlezu translaciji u proteinske proizvode nazivaju se nekodi-
raju¢im RNK. Bioloski i patobioloski znacaj ove klase RNK predmet je aktivnog
istrazivanja i danas je izvesno da nekodiraju¢e RNK predstavljaju jo$ jedan vazan
nivo epigenetske kontrole ¢elijskih procesa [84]. Nekodirajuée RNK se mogu, po
duzini sekvence i funkciji, podeliti u veéi broj grupa ali su duge nekodiraju¢e RNK

i mikro RNK najvise proucavane [85].

Duge nekodirajuée RNK

Duge nekodirajuée RNK (dnkRNK) sadrze vise od 200 nukleotida i nastaju
prevashodno aktivnoséu RNK polimeraze II. Okarakterisani su i drugi putevi formi-
ranja, uklju¢ujuci isecanje segmenta transkripta prilikom sinteze malih nukleolarnih
RNK kao i put sinteze u kojem ucestvuje RNK polimeraza III. Nivoi odredenih
dnkRNK u razli¢itim tipovima somatskih celija pokazuju znacajnu varijaciju sto
ukazuje na c¢injenicu da je ekspresija dnkRNK strogo kontrolisana. Biohemijski,
dnkRNK ne poseduju definisuce karakteristike koje ih izdvajaju od informacione
RNK, pa se pripadnost ovoj klasi nukleinskih kiselina utvrduje na osnovu posto-
janja odredene regulatorne funkcije koju dnkRNK obavlja. Procenjuje se da je u
ljudskom genomu prisutno barem 5.000-15.000 sekvenci koje kodiraju dnkRNK.

Brojnost specifi¢nih funkcija koje ove molekule mogu da obavljaju uslovljena je raz-
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novrsnosSéu sekundarnih i tercijarnih strukturnih motiva koje grade, pri ¢emu je u
tom smislu znacajno i da je u okviru dnkRNK klase pokazano prisustvo oko 100 vr-
sta kovalentnih modifikacija nukleotida koje uti¢u na njihovu strukturu i interakcije

sa drugim biomolekulama [86].

[zucavanje regulatornih funkcija dnkRNK ukazalo je na Cetiri moguéa me-
hanizma kojima ovi polinukleotidi uc¢estvuju u epigenetskoj kontroli ¢elijskih procesa
[87]: (i) kako je njihova transkripcija (epigenetski) strogo regulisan proces, dnkRNK
mogu se posmatrati kao signalne molekule koje integrisu druge epigenetske signale,
delujuci kao indikatori transkripciono dostupnog hromatina, ili kao represivni faktori
koji spre¢avaju transkripciju gena za koje se vezuju; (ii) dnkRNK mogu biti ,;mamci”
za transkripcione faktore, ¢ijim kompetitivnim vezivanjem titriraju nivo transkrip-
cije drugih gena; (iii) dnkRNK mogu se vezivati za odredene sekvence DNK a zatim
predstavljati molekularnu platformu za vezivanje drugih hromatin—modifikujué¢ih en-
zima i time mogu omogucditi ciljano regrutovanje represivnih ili aktivatornih komp-
leksa u regije tacno odredenih gena; (iv) dnkRNK mogu biti skeletne molekule za
formiranje multimernih nukleoproteinskih kompleksa koji na specifi¢ne nacine mogu

ucestvovati u modifikaciji hromatina.

Mikro RNK

Mikro RNK (miRNK) su jednolan¢ani segmenti RNK duZine oko 20-23 nu-
kleotida ¢ija primarna regulatorna uloga jeste represija genske aktivnosti kroz inhi-
biciju translacije. Ovi kratki polinukleotidi nastaju u jedru kao znatno duzi primarni
transkripti (pri-miRNK) koje sintetisu RNK polimeraze II i III. Pre aktivnog trans-
porta iz jedra celije, pri-miRNK skracuje Drosha-DGCRS (Pasha) kompleks, pri
¢emu nastaju pre-m:RNK molekule karakteristi¢ne tercijarne strukture ,ukosnice”
(engl. hairpin). Ova karakteristi¢na struktura pre-miRNK formira se tradicionalnim
Watson—Crick baznim sparivanjem nukleotida 3’ i 5’ kraja, pri ¢emu nesparene baze
formiraju kruznu petlju na jednom kraju polinukleotida. Dalja biogeneza krajnjeg
oblika miRNK odvija se u citoplazmi, aktivnoséu Dicer kompleksa, koji iseca kratak
5’ segmenat iz pre-miRNK molekule. Konac¢no, asocijacijom miRNK sa Argonaute
proteinima i ciljnom informacionom RNK nastaje kompleks odgovoran za translaci-
onu represiju (engl. mRNA-induced silencing complex, RISC). lako putevi biogeneze
veéine miRNK dele sli¢nosti, regulacija ovog procesa je slozena i poznato je da po-
stoje brojni alternativni putevi koji doprinose kontroli nivoa odredene miRNK [88].

Na molekularnom nivou, specifi¢nost interakcije informacione RNK i miRNK prili-
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kom formiranja RISC kompleksa uslovljena je specificnim prepoznavanjem na nivou
5" segmenta miRNK koji najces¢e obuhvata 7 nukleotida polozaja 2-8. Klasi¢no
Watson—Crick sparivanje ovih kratkih segmenata RNK nije jedini mehanizam koji
obezbeduje specificnost; neklasi¢no bazno sparivanje i interakcije drugih regija nu-

kleotida takode mogu imati znac¢ajnu ulogu [89].

Mikro RNK ucestvuju u regulaciji aktivnosti izmedu 30 i 60% gena sisara,
sprecavajudi translaciju informacione RNK ili doprinoseé¢i njenoj degradaciji u ci-
toplazmi ¢elije [90, 91]. Primarni efekat miRNK stoga ima represivan karakter, ali
je od skora poznato i vise primera koji ukazuju na to da ove regulatorne molekule
mogu i stimulatorno delovati na iniciranje translacije [91]. Efekti miRNK regulisani
su i zavise od drugih epigenetskih faktora koji uti¢u na nivoe njihove transkrip-
cije i degradacije, a slozene interakcije ovog tipa tek od skora su predmet aktivnog

proucavanja [92, 93|.

1.1.4 Promene epigenetskog pejzaza malignih éelija

Proucavanje biologije hromatina normalnih i maligno transformisanih ée-
lija ukazalo je na ¢injenicu da epigenetski faktori igraju vaznu ulogu u procesu
patogeneze kancera. lako mutacije odredenih gena predstavljaju klju¢an dogadaj u
nastanku kancerskih ¢elija, epigenetske promene doprinose uspostavljanju specific-
nih transkripcionih programa koji uslovljavaju ekspesiju gena od presudnog znacaja
za molekulske puteve maligne transformacije [17, 18, 94]. Buduéi da odrzavanje
visokih nivoa proizvoda gena kljuc¢nih za prezivljavanje kancerskih ¢elija moze imati
epigenetsku osnovu, izmenjen epigenetski pejzaz smatra se klju¢nom karakterstikom
kancerskog fenotipa [95]. Izmenjeni novoi metilovanja DNK, promene u PTM hi-
stona kao i poremecena ekspresija mi:RNK svi su dovedeni u vezu sa nastankom i

progresijom razli¢itih formi kancera [96].

Jedan od prvih epigenetskih poremecaja za koje je ustanovljeno da se sa
visokom ucestaloséu javlja u kancerskim céelijama jeste hipometilacija DNK. U ma-
ligno transformisanim ¢elijama, nivoi metilacije DNK najces¢e su nizi u odnosu na
zdrave celije istog tipa, ali je istovremeno primetna zastupljenost hipermetilova-
nih oblasti. Delovi genoma zahvaceni hipermetilacijom cesto se nalaze u regijama
promotera tumor—supresorskih gena, Sto ukazuje na to da hipermetilacija ovih ob-
lasti doprinosi represiji tumor—supresora. S druge strane, globalna redukcija nivoa

metilovanja DNK moze doprineti sveukupnoj nestabilnosti genoma, a u okviru spe-
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cificnih sekvenci, moze uzrokovati ekspresiju gena koji doprinose imortalizaciji ¢elija
i gubitku kontrole ¢elijskog ciklusa [97]. Iako je relativno jasno kako promene u
metilaciji DNK mogu doprineti klonskoj ekspanziji maligno transformisanih celija,
manje je jasno kako ove promene nastaju, a posebno $ta dovodi do ciljnog regru-
tovanja DNMT u regije odredenih gena. Verovatno je da promene DNK metilacije
nastaju nishodno od drugih aberacija epigenetske regulacije ili u interakciji DNMT

sa onkogenim transkripcionim faktorima [98].

Dalji napredak bioanalitickih metoda omoguéio je prepoznavanje ¢injenice
da u kancerskim celijama dolazi i do izrazenih promena u nivoima zastupljenosti
odredenih PTM histona. Dok su neke promene ovog tipa nespecificne i javljaju se
u veéini kancerskih éelija (npr. gubitak H4K16ac i H4K20me3), druge su karakteri-
sti¢ne za odredene forme tumora [98]. Prekomerna ekspresija, izmenjena supstratna
specificnost i aberantno regrutovanje epigenetskih ,pisaca”, ,Citaca” i ,brisaca”’ su
tri osnovna mehanizma koja doprinose promenama epigenetskog pejzaza na nivou
strukture hromatina [99]. Do ovih promena najverovatnije dolazi usled mutacija
gena koji kodiraju epigenetske regulatore, mada novija istrazivanja ukazuju da i bez
mutacija na nivou genotipa, izlaganje odredenim organskim zagadivac¢ima i teskim
metalima moze dovesti do izmenjene ekspresije i aktivnosti epigenetskih regulatora

[99].

Postoji nekoliko dobro opisanih primera koji ilustruju kako sprega genetskih
i epigenetskih promena dovodi do gubitka normalne regulacije ¢elijskog ciklusa i pa-
togeneze kancera. Pojedine proteinske himere (prozivodi aberantne fuzije dva gena),
karakteristi¢ne za neke oblike leukemije, poseduju sposobnost strukturne asocijacije
sa HDAC i mogu regrutovati ove enzime u oblast vaznih tumor—supresorskih gena.
Deacetilovanjem histona i uspostavljanjem heterohromatina, HDAC na ovaj nacin
mogu posredovati u represiji tumor—supresora [100]. Sli¢no, hromozomske transloka-
cije mogu dovesti do formiranja himera PKMT MLL i brojnih hromatin—vezujuéih
proteina. MLL-AF9 himera ne sadrzi funkcionalan metiltransferazni domen (MLL
je specificna za H3K4), ali regrutuje DOT1L koji trimetiluje H3K79. Aktivnoséu
DOT1L na ovaj nac¢in dolazi do ekspresije nekoliko onkogena sa leukemogenim po-
tencijalom [101]. Sli¢ni primeri poremecene aktivnosti ,¢itaca” i ,brisa¢a” histonskog
kdda ukazuju na to da gubitak normalne transkripcione kontrole posredovan epige-
netskim faktorima zna¢ajno doprinosi nastanku odredenih formi kancera [102, 103].
Vazno je uociti da u svim navedenim primerima farmakoloska modulacija epigenet-
skog regulatora potencijalno moze da povrati normalnu kontrolu ¢elijskog ciklusa.

Naime, navedene himere same po sebi ne poseduju sposobnost odrzavanja izmenje-
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nog transkripcionog programa, veé¢ zavise od funkcije epigenetskih enzima. Dok je
genetska promena (fuzija gena) ireverzibilna, izmenjen epigeneteski pejzaZ moguce

je preoblikovati.

Pored hromatin-modifikuju¢ih enzima, miRNK takode ucestvuju u obliko-
vanju epigenetskog pejzaza malignih éelija. Mikro RNK ucestvuju u regulaciji nivoa
viSe epigenetskih enzima, poseduju sposobnost ciljnog regrutovanja drugih epige-
netskih regulatora, a nivoi ekspresije ovih polinukleotida su i sami pod kontrolom
epigenetskih faktora. Uloga miRNK u patogenezi kancera jo$ uvek je nedovoljno
razjasnjena, pri ¢emu trenutno dostupni dokazi ukazuju da ove molekule mogu pred-

stavljati onkogene ali i tumor-supresore [104].

1.1.5 Terapijski potencijal epigenetskih ciljnih mesta dejstva

Kao sto je prethodno navedeno, za razliku od genetskih mutacija, epige-
netske promene su reverzibilnog karaktera sto ukazuje na potencijal da se farma-
koloskom modulacijom epigenetskih regulatora moze ponovno uspostaviti normalan
epigenetski pejzaz ¢elije. Medutim, treba imati u vidu da se u malignim ¢elijama
moze identifikovati veliki broj epigenetskih aberacija od kojih velika veé¢ina predstav-
lja samo manifestacije zna¢ajnih promena koje se u celiji odigravaju. Stoga klju-
can izazov u eksploataciji terapijskog potencijala epigenetskih ciljnih mesta dejstva
predstavlja identifikovanje onih promena koje su sustinski neophodne za nastanak
i odrzavanje kancerskog fenotipa (engl. driver changes), odnosno njihovo razlikova-
nje od promena koje samo nastaju kao posledica prethodno izmenjenog epigenetskog
pejzaza (engl. passenger, bystander effects) [19, 105]. Ovo sustinsko razumevanje
biologije malignih ¢elija od kljuénog je znacaja i za identifikaciju pacijenata koji ¢e

u najvec¢oj meri profitirati od personalizovane terapije [106].

U okviru epigenetskih regulatora, mogu se razlikovati dve kategorije po-
tencijalnih ciljnih mesta dejstva [107]. Prvu grupu ¢ine bona fide onkogeni, ¢ije
somatske mutacije ili prekomerna ekspresija samostalno dovode do maligne trans-
formacije i od ¢ije je funkcije tumorska ¢elija apsolutno zavisna (koncept zavisnosti
od onkogena [108, 109]). Drugu grupu ¢ine ne-onkogeni, regulatori koji nisu muti-
rani niti prekomerno eksprimirani, ali koji kooperativno sa onkogenom omogucavaju
preZivljavanje maligne ¢elije $to ¢ini njihovu inhibiciju toksi¢nom za kancer (koncept
sintetske letalnosti [110, 111]). Prethodno izlozen primer uloge DOT1L u razvoju

leukemije predstavlja primer sintetski letalnog ciljnog mesta dejstva; DOT1L nije
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onkogen sam po sebi, ali leukemogeni potencijal MLL-AF9 himere zavisi od en-
zimske aktivnost DOTI1L. S druge strane, EZH2, diskutovan u narednom odeljku,
predstavlja onkogen od ¢ije patoloske funkcije zavisi prezivljavanje pojedinih tipova
limfomskih ¢éelija. I jedan i drugi koncept pruzaju osnovu za razvoj visokoselektivnih
terapeutika [112].

Jos jedna vazna karakteristika koja ¢ini epigenetska ciljna mesta dejstva
perspektivnim jeste moguénost njihove modulacije malim organskim molekulama.
Po analogiji sa onkogenim kinazama, veé¢ina epigenetskih enzima sadrzi ortosterna
mesta i dostupne strukture ovih enzima jasno ukazuju na pogodnost njihove inhi-
bicije racionalno dizajniranim molekulama. Istrazivanja hemijske biologije i uspesi
u razvoju prve generacije epigenetskih lekova predstavljaju dobru osnovu za dalje
istrazivanje i razvoj potencijalnih lekova za ovu novu klasu ciljnih mesta dejstva
(pregledno prikazano u [19, 20, 22, 113-117]).

1.2 Struktura, funkcija i onkogenost EZH?2

Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) je protein lizin metiltransferaza sa
SET domenom koja pripada grupi Polycomb (PcG) proteina. PcG proteini su evo-
lutivno o¢uvana grupa proteina koji ulaze u sastav dva multimerna kompleksa koji
modifikuju strukturu hromatina i deluju represivno na ekspresiju gena. EZH2 je
kataliticka podjedinica jednog od ova dva kompleksa, koji se oznacava kao Po-
lycomb Repressive Complex 2 (PRC2) [118]. PRC2 je iz ¢elija prvobitno izolovan
kao cetvorokomponentni kompleks koji formiraju EZH2, EED (Embryonic Ecto-
derm Development), SUZ12 (Supressor of Zeste 12 protein homolog) i RbAp46/48
(Retinoblastoma—binding protein p46/p48) [119]. Kompleks je kasnije pre¢iséen sa
petom komponentom: AEBP2 (Adipocyte enhancer-binding protein 2). PRC2 je
jedini hromatin—modifikujuc¢i kompleks koji je sposoban za metilovanje H3K27, pri
¢emu H3K27me3 predstavlja represivni signal i u vezi je sa formiranjem konsti-
tutivnog i fakultativnog heterohromatina. Iako je za metiltransferaznu aktivnost
odgovoran EZH2, ova PKMT samostalno nije kataliticki kompetentna i zahteva aso-
cijaciju sa EED i SUZ12 koji zajedno ¢ine minimalni funkcionalni trikomponentni
kompleks [120, 121], dok dalja asocijacija sa RbAp46/48 i AEBP2 obezbeduje po-
vecanje afiniteta za histonski supstrat i omogucava interakcije sa velikim brojem

drugih regulatornih molekula [122].
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1.2.1 Struktura PRC2 i EZH2

Petokomponentni PRC2 kompleks ima molekulsku masu od priblizno 275
kDa, usled ¢ega razjasnjavanje njegove strukture biofizickim metodama predstav-
lja znacajan izazov. Najdetaljniji uvid u strukturnu organizaciju PRC2 dobijen je
kombinovanjem elektronske mikroskopije, unakrsnog kovalentnog vezivanja lizina i
fluorescentnog obelezavanja podjedinica, $to je, zajedno sa dostupnim biohemijskim
podacima, omoguéilo resavanje arhitekture kompleksa u rezoluciji ~ 20 A [123].
Kao &to je ilustrovano na slici 1.3, PRC2 ¢ine ¢etiri reznja precnika priblizno 55 A
koji su spojeni sa dva uska zgloba. Tri esencijalne komponente kompleksa (EZH2,
EED, SUZ12) u bliskom su prostornom kontaktu $to je verovatno od znacaja za
vezivanje za hromatin na nacin koji optimalno orjentise supstratni lizin u odnosu
na SET domen EZH2. AEBP2 znacajno stabilizuje PRC2 i njegovo prisustvo bilo

je neophodno za reSavanje strukture kompleksa [123].

[Jezrz [Jeep  []suzi2 [l RoAp4s [] AEBP2

Slika 1.3: Strukturna organizacija PRC2, sa pojedina¢nim komponentama oboje-
nim kao u legendi. (C)Ciferri et al. / eLife / CC-BY 3.0

Kanonska sekvenca EZH2 ima duzinu od 746 aminokiselina, pri ¢emu je
trodimenzionalna struktura EZH2 u velikoj meri nepoznata. Na osnovu sli¢nosti se-
kvenci i podataka o interakciji sa drugim molekulama pretpostavljeno je postojanje
odredenih evolutivno o¢uvanih domena u strukturi proteina (slika 1.4a) [118, 123].
N-terminalni kraj EZH2 (39-68) sadrzi heliksnu strukturu za koju je kristalograf-
ski pokazano da stupa u interakciju sa WDR40 domenom EED (slika 1.4b). Ovaj
deo EED moze da veZze metilovane lizine histona $to, kao Sto je detaljnije opisano

u slede¢em odeljku, omogucéava modulaciju kataliticke aktivnosti PRC2 kroz inte-
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(a) Sekvenca EZH2 sa polozajem domena ¢ije je prisustvo dokazano ili pretpo-
stavljeno. Iznad sekvence oznacene su druge molekule koje stupaju u interakciju
sa odgovarajuéim segmentom EZH2.

B EzH2 (39-68) [J] EED (81-441) [ seT domen [] cXC domen
(b) EED-EZH2 interakcija (PDB ID: (c) EZH2 SET i CXC domeni (PDB ID:
2QXV) AMI0)

Slika 1.4: Ilustracija sekvence i kristalografski resenih delova strukture EZH2.

grisanje signala okolnih PTM histona. Pretpostavlja se da sredisnji deo sekvence
EZH2 sadrzi dva evolutivno o¢uvana SANT domena, koji su ubikvitarno prisutni
u hromatin-modifikujuéim enzimima i omoguéavaju interakciju sa slobodnim kra-
jevima histona [124]. Verovatno je da ovaj deo proteina takode sadrzi i strukturne
elemente koji omogucavaju da EZH2 stupi u interakciju sa nekodirajué¢im RNK.
Kataliticki SET domen zauzima C-terminalni segmenat sekvence a struktura ovog

dela proteina je sve do 2013. godine bila nepoznata.

Tokom 2013. godine, dve grupe objavile su kristalografski resene struk-
ture SET i susednog, za PKMT atipi¢no prisutnog CXC domena EZH2 (slika 1.4c)
[125, 126]. Obe resene strukture pokazale su da izolovani EZH2 poseduje tipi¢an
SET domen sa motivom pseudo¢vora i naizgled kataliticki-kompetentno aktivno
mesto, ali sa nekoliko neuobicajenih karakteristika. Na slici 1.5 superponirane su
kristalne strukture SET domena EZH2 i njemu slicne PKMT: GLP u kompleksu

sa histonskim supstratom i proizvodom kofaktora SAH. Kao S$to se moZze uoditi,
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Slika 1.5: Prikaz kristalografski resene strukture SET domena EZH2 (PDB ID:
4MI5) superponiran na strukturu GLP u kompleksu sa histonskim supstratom i
SAH (PDB ID: 2RFI). Delovi strukture EZH2 obojeni su zutom, zelenom odnosno
plavom bojom, dok je GLP prikazan semitransparentno, u sivoj boji.

vezivno mesto kofaktora dobro je o¢uvano izmedu struktura tako da SAH, u ka-
rakteristicnoj U-konformaciji, moze da formira klju¢ne vodonicne veze sa bo¢nim
lancem NG688, kao i peptidnim skeletom H689 i W624. Medutim, vezivno mesto
kofaktora samo je delimi¢no kompletno jer se post-SET domen u strukturi EZH2
neocekivano pruza distalno od aktivnog centra. U obe objavljene strukture resen
je polozaj samo pocetnih 5 aminokiselina post-SET domena §to upucuje na to da
je u izolovanom EZH2 ovaj deo strukture neureden. U skladu sa nemoguénoséu
post-SET domena da ucestvuje u stabilizaciji kofaktora, iako je SAM bio prisutan u
rastvoru iz kojeg je protein kristalisan, ni u jednoj od struktura SAM nije kokrista-
lisao sa EZH2. Antonysamy i saradnici dodatno su pokazali, primenom izotermalne
kalorimetrije, da izolovani EZH2 ne vezuje kofaktor niti visokoafinitetni inhibitor
UNC1999 (slika 1.12). Dodatna specificnost resene strukture EZH2 ogleda se u
neuobicajenom polozaju [-SET domena. Dok kod veéine PKMT [-ukosnica ovog
dela struktura ucestvuje u formiranju useka za vezivanje supstrata, polozaj [-SET

domena i vodoni¢ne veze sa post-SET domenom zatvaraju ovaj deo enzima na nacin
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koji onemogucava vezivanje supstrata. Stoga se moze zakljuciti da izolovani EZH2
zauzima konformaciju koja predstavlja inaktivni ili auto—inhibirani oblik enzima, a
da prelazak u kataliticki kompetentnu formu verovatno zahteva vezivanje SUZ12 i
EED sto inicira pokrete I-SET domena, odnosno struktuiranje i adekvatno pozicio-
niranje post-SET domena [125, 126].

1.2.2 Bioloska funkcija PRC2

PRC2 ima klju¢nu ulogu u inhibiciji transkripcije velikog broja gena, uklju-
¢ujuc¢i homeotske gena Cija je pravovremena represija kljuéna u fazi embrionalnog
i kasnijeg razviéa. Ova funkcija PRC2 zavisna je od metiltransferazne aktivnosti
EZH2, pa je genomski gubitak EZH2, EED ili SUZ12 letalan za embrion [118, 127].

Afinitet i efikasnost metiltransferazne aktivnosti EZH2 zavisi od stepena
metilovanja H3K27 kao supstrata ali i od alosterne modulacije enzima od strane
drugih komponenata PRC2. EZH2 kanonske sekvence najefikasnije vrsi monometi-
lovanje dok je efikasnost svakog narednog koraka niza, iako je enzim kompetentan za
reakciju trimetilovanja. H3K27me3 je jedini znacajan represivni signal koji prepo-
znaju drugi epigenetski regulatori, ali H3K27me2 predstavlja najzastupljeniji proi-
zvod aktivnosti PRC2. H3K27me2 ¢ini oko 50% ukupnog H3K27 u hromatinu, dok
je zastupljenost H3K27me3 izmedu 10 i 20% [128]. Visoka relativna zastupljenost
H3K27me2 verovatno ima vaznu ulogu u sprecavanju acetilovanja H3K27 i odrza-
vanja ,spremnog’ stanja histona iz kog se brzo moze dobiti represivni H3K27me3
signal [129]. Metiltransferaznu aktivnost PRC2 mogu regulisati cis i trans efektima
druge modifikacije histona posredstvom EED. WDR40 domen EED, preko kog se
formira kompleks sa EZH2, moze sa suprotne strane istovremeno vezati razlicite
trimetilovane lizine histona. Eksperimentalno je pokazano da vezivanje H3K27me3
pospesuje, HIK26me3 inhibira a H3K9me3 ne ispoljava efekte na enzimsku aktivnost
PRC2 [130]. Ovim mehanizmom, aktivnost kompleksa postaje zavisna od lokalnog

,konteksta” drugih modifikacija hromatina.

Vazno je spomenuti da ulogu PKMT u sklopu PRC2 moze imati i EZH1.
EZH1 je blizak homolog EZH2, i mada dva enzima karakterisu znacajne razlike
sekvenci u celini (identi¢nost od 11% 1 sli¢nost od 20%), njihovi kataliticki SET

oy see

96%). PRC2/EZH]1 zadrzava specificnost za H3K27 ali ovaj kompleks u bioloskim

uslovima ispoljava nisku metiltransferaznu aktivnosti i gubitak funkcionalnog EZH1
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ne uti¢e znacajnije na Celijske nivoe H3K27me2/me3. Takode, tkivna distribucija
PRC2/EZH1 i PRC2/EZH2 pokazuje znacajne razlike, pri ¢emu je nivo ekspresije
EZH1 visi u ¢elijama koja ne proliferisu, dok je EZH2 dominantan u ¢elijama koje se
brzo dele. Variranje kataliticke podjedinice stoga moze omoguciti PRC2 kompleksu
da obavlja specificne funkcije u razlic¢itim tkivima [131]. S druge strane, noviji ek-
sperimenti na odredenim tipovima diferenciranih ¢elija (epidermisa i folikula dlake)
ukazuju da gubitak funkcionalnog EZH2 ili EZH1 uzrokuje relativno blage defekte
fenotipa, dok gubitak oba enzima ozbiljno ugrozava vijabilnost ¢elija, sugerisuéi da
su EZH2 i EZH1 potencijalno redundantni enzimi [132].

H3K27 H3K27me3

transkripcioni
faktori

RNK Pi&

Slika 1.6: Sematski prikaz pretpostavljenih mehanizama kojima PRC2 i trimetilo-
vanje H3K27 dovode do represije gena.

99 transkripcija

gena

heterohromatin {J

Nacin na koji uvodenje H3K27me3 od strane PRC2 dovodi do represije
genske aktivnosti nedovoljno je poznat. Prema dugo zastupljenim stanovistima,
postoje tri osnovna puta kojima PRC2 inhibira transkripciju (ilustrovano na slici
1.6) [118, 127, 133, 134]. Prvi mehanizam podrazumeva sekvencijalnu aktivnost
PRC2 i PRC1. PRC1 je takode multimerni PcG kompleks koji ukljucuje, izmedu
ostalih, proteine CBX i RING familije. CBX proteini sadrze hromodomen koji
specificno prepoznaje H3K27me3, dok RING proteini poseduju aktivnost E3 ubi-
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kvitin ligaze. U okviru ovog pretpostavljenog regulatornog puta, PRC2 omogucava
vezivanje PRC1 u odredenoj regiji hromatina, gde ovaj kompleks vrsi monoubikvi-
tinaciju H2AK119, iako ovaj korak nije nuzno zavisan od funkcionalnosti PRC2
[127]|. Zauzvrat, H2AK119ubl sprecava elongaciju transkripata koje sintetise RNK
polimeraza II i time inhibira ekspresiju gena. Drugo, poznato je da PRC2 moze
na molekularnom nivou da stupa u interakciju sa HDAC, DNMT1, DNMT3A i
DNMT3B, kao i da je u regijama hromatina sa metilovanom DNK znacajno zastu-
pljeniji H3K27me3. Stoga represiji gena posredovanoj PRC2 kompleksom verovatno
doprinosi regrutovanje i aktivnost HDAC i DNMT [133, 135]. Kona¢no, EZH2 moze
da antagonizuje efekte SWI/SNF kompleksa, koji predstavlja ATP—zavisni remode-
ler hromatina [136]. Aktivnost PRC2 efektivno spre¢ava izmestanje nukleozoma koje
vr§i SWI/SNF kompleks, usled ¢ega hromatin ostaje u kompaktnom, transkripciono
nedostupnom stanju. Molekularni mehanizam EZH2-SWI/SNF antagonizma nedo-
voljno je prouc¢en. SWI/SNF kompleksi sadrze bromodomene koji vezuju acetilovane
lizine histona H3 [38], pa je moguée da PRC2-posredovano regrutovanje HDAC za
posledicu ima gubitak signala koji omogucavaju vezivanje SWI/SNF u datoj re-
giji hromatina. Novija istrazivanja ukazala su i na druge potencijalne mehanizme
inhibicije transkripcione aktivnosti koju inicira PRC2. Posebno je interesantno pre-
poznavanje ¢injenice da PcG kompleksi mogu postojati u razli¢itim varijantama
sastava podjedinica $to omogucava specijalizaciju i specificnost njihove represivne
aktivnosti [129, 137].

U humanom genomu identifikovano je preko 1.000 gena koji potencijalno
podlezu represiji posredstvom epigenetskog mehanizma koji ukljucuje H3K27me3
odnosno PcG proteine [138]. Za daleko manji broj je, medutim, dokazano postojanje
funkcionalne veze. Vecina ciljnih gena PRC2 kodira proteine znacajne u diferenci-
jaciji ¢elija. Prostorno i vremenski precizno regulisana aktivnost PRC2 prema ovim
genima verovatno uti¢e na opredeljivanje pluripotentnih éelija odredenoj ¢elijskoj
lozi. Smatra se da ovim mehanizmom PRC2 ostvaruje vaznu ulogu u organogenezi
tokom embrionalnog razvic¢a [139]. Istovremeno je aktivnost PRC2 u reverzibilnoj
represiji pro—diferencijacijskih gena klju¢na za odrzavanje identiteta embrionalnih
mati¢nih céelija [134]. Sliénu funkciju PRC2 obavlja u okviru hematopoetskog sis-
tema, gde omogucava oCuvanje samo—obnavljajuc¢ih i mulitpotentnih karakteristika
hematopoetskih mati¢nih ¢elija [140]. Nacin na koji se PRC2 selektivno usmerava na
ciljne gene manje je poznat, izuzev u okviru odredenih, dobro proucenih regulator-
nih puteva. Inaktivacija X hromozoma je takav primer, gde je poznato da dnkRNK
XIST ucestvuje u ciljnom vezivanju PRC2. Nije izvesno da li regrutovanje posre-

dovano dnkRNK molekulama predstavlja opsti mehanizam usmeravanja aktivnosti
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PRC2. Faktori koji regulisu nivoe ekspresije komponenata PRC2 kompleksa takode
su nedovoljno izu¢eni. Poznato je da miRNK miR-101 deluje kao specifi¢an represor

EZH2 [141, 142].

1.2.3 EZH2 kao onkogen

Onkogene efekte EZH2 moze ispoljiti usled povec¢ane ekspresije ili somat-
skih mutacija katalitickog domena koje menjaju supstratnu specifi¢nost enzima (slika
1.7).

Kao $to je navedeno u prethodnom odeljku, PRC2/EZH2 regulise aktivnost
velikog broja gena od kojih ¢ak oko 500 predstavljaju tumor—supresore [143]. Pre-
komerna aktivnost PRC2/EZH2 moze uzrokovati represiju gena koji stimulisu dife-
rencijaciju i inhibiraju proliferaciju. Na ovaj nacin, izmenjena funkcija PRC2/EZH2
moze omoguciti ¢eliji sticanje karakteristika sli¢nih onima koje poseduju mati¢ne ce-
lije, u smislu neogranicenog replikativnog potencijala i samo—obnavljanja [143, 144].
Prekomerna ekspresija EZH2 do danas je utvrdena u velikom broju malignih tumora
razli¢itih organa (tabela 1.2), pri ¢emu je ova karakteristika gotovo uvek marker
agresivne bolesti, izraZenog metastatskog potencijala tumora i lose prognoze [145].
Uzrok povecane ekspresije manje je jasan: vise studija pokazalo je da delecije ili
mutacije gena za miR-101 mogu biti odgovorne za ovu pojavu [141, 142, 146, 147|.
Druge studije na zivotinjskim modelima pokazale su da je in utero izlaganje dietil-
stilbestrolu i bisfenolu-A povezano sa povecanom ekspresijom EZH2 u tkivu dojke

odraslog potomstva, $to moze predstavljati mehanizam razvoja raka dojke [148|.

Tabela 1.2: Pregled malignih tumora kod kojih je dokazana prekomerna ekspresija
EZH2

Tip maligniteta Reference
Rak dojke [149-153]
Rak prostate [154-158|
Glioblastom [159, 160]
Rak mokraéne besike [161, 162]
Melanom [163]

Rak jajnika [164]

Rak pluca [165, 166]

Da poviSeni nivoi EZH2 igraju aktivnu ulogu u progresiji odredenih ma-

ligniteta pokazano je u vise studija. Nekoliko autora ustanovilo je da je eksperi-
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mentalnim indukovanjem povec¢ane ekspresije EZH2 moguce inicirati nekontrolisan
rast 1 invazivnost ¢elijskih kultura [149, 167|. Prateci ove zakljucke, drugi autori su
pokazali da farmakoloska inhibicija ili interferencija sa biosintezom EZH2 selektivno
dovedi do apoptoze, ili smanjenja invazivnosti i proliferacije razli¢itih tipova tumor-
skih ¢elija koje prekomerno eksprimiraju ovaj enzim [168-171]. Ove studije ujedno
su ukazale i na terapijski potencijal farmakologke inhicije EZH2, iako su u vreme
njihovog izvodenja dostupni bili samo neselektivni inhibitori (odeljak 1.3.1). Ima-
juéi u vidu reverzibilnost metilovanja histona, inhibicija EZH2 potencijalno moze da
dovede do reaktivacije tumor—supresora i time doprinese iniciranju programa ¢elijske

smrti maligno transformisanih ¢celija [172].

miR-101 § - e
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Ezh2 gena O 3 .K -

(a) Prekomerna ekpresija EZH2 i somatske mutacije njegovog katalitickog domena
kao dva puta koji mogu dovesti do hipermetilovanja H3K27.
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(b) Efikasnost PRC2 kompleksa u katalizovanju razli¢itih stupnjeva metilovanja
H3K27. Povrsine krugova (desno) odgovaraju relativnoj efikasnosti (izraZenoj kao
kcat/ Krm) kompleksa koji sadrzi kanonsku (WT) i razli¢ite mutirane forme EZH2.

Slika 1.7: Aberacije EZH2 koje dovode do hipermetilovanja H3K27.

Pored solidnih tumora u kojima je EZH2 prekomerno eksprimiran, u odre-
denim hematoloskim malignitetima ustanovljeno je prisustvo somatskih mutacija ka-

talitickog domena EZH2 za koje se veruje da predstavljaju klju¢an faktor inicijacije
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i razvoja bolesti. Ove mutacije menjaju supstratnu specificnost enzima (slika 1.7b)
usled ¢ega, i u odsustvu promena u nivou njegove eskpresije, dolazi do znacajnog
porasta nivoa H3K27. Morin i saradnici [173] ustanovili su da je u oko 22% uzoraka
B-limfocita poreklom od pacijenata obolelih od difuznog krupnocelijskog limfoma
B—c¢elija (DLBCL) i oko 7% uzoraka folikularnog limfoma prisutna Y641F ili Y641N
mutacija SET domena EZH2. Kao $to je opisano u odeljku 1.1.2, ovaj tirozin o¢uvan
kod ve¢ine PKMT sa SET domenom ima ulogu ,¢uvara kapije” i odreduje specific-
nost proizvoda reakcije koju dati enzim katalizuje. Phe/Tyr izmena obi¢no dovodi
do povecane aktivnosti enzima u katalizovanju viseg stepena metilovanja. U skladu
sa ovim pravilom, Y641F i Y641N okarakterisane su kao mutacije koje dovode do iz-
razenog porasta efikasnosti EZH2 u vrSenju trimetilovanja, uz gubitak efikasnosti en-
zima na nemetilovanim supstratima (H3K27me0) [74]. Prisustvo Y641F/N/H/S/C
mutacija generalno dovodi do zhacajnog porasta intracelularnih nivoa H3K27me3.
Jedinstvenost mutacije ovog polozaja ogleda se u ¢injenici da onkogenost mutirane
forme enzima zavisi od kooperacije sa kanonskim oblikom EZH2 [174]: dok mutirani
oblik enzima efikasno dodaje tre¢u metil grupu, neizmenjen enzim je neophodan
za inicijalne korake ¢iji je proizvod H3K27me2. Pored ove, kod pacijenata obolelih
od limfoma, identifikovane su i druge mutacije katalitickog domena EZH2. A687V
mutacija ustanovljena je u 1-2% limfoma a dovodi do gubitka efikasnosti enzima
prema H3K27me0/1 kao supstratu, viSestrukom porastu efikasnosti dimetilovanja
i o¢uvanoj efikasnosti trimetilovanja [175]. Konaé¢no, sa A677G mutacijom, enzim
zadrzava sposobnost katalizovanja svih koraka u formiranju H3K27me3, pri ¢emu
je u ¢elijama sa EZH24677¢ formom enzima prisutno izrazito uveé¢anje nivoa ovog
represivnog signala [176]. Iz navedenog moze se zakljuciti da mutirani EZH2 pred-
stavlja kljucan onkogen u razvoju specificnih hematoloskih maligniteta, kao $to je

DLBCL [135, 140].

Iako je onkogeni potencijal EZH2 temeljno dokumentovan, vazno je imati
u vidu da postoje primeri hematoloskih maligniteta u kojima je ekspresija EZH2
suprimirana ili su prisutne inaktiviraju¢e mutacije enzima. Ovi nalazi ukazuju na
¢injenicu da u zavisnosti od konteksta promena u ¢eliji, EZH2 moze predstavljati i
tumor—supresor [135]|. Takode, kao §to je ve¢ navedeno, u fiziologkim uslovima EZH2
igra znacajnu ulogu u oc¢uvanju identiteta hematopoetskih mati¢nih celija. Stoga
dvojaka uloga EZH2 zahteva pazljivo razmatranje okolnosti u kojima je inhibicija
enzima opravdana i potencijalno terapijski korisna [140]. Dodatno, postoji za sada
ograni¢en broj dokaza da EZH2 moze ispoljiti onkogenu aktivnosti nezavisno od
PRC2 [177], pa inhibicija kataliticke aktivnosti enzima nije nuzno adekvatan pristup

u terapiji svih stanja u kojima je EZH2 prekomerno eksprimiran.
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1.3 Inhibitori EZH2

U literaturi je opisano vise pristupa za inhibiciju kataliticke aktivnosti
PRC2. Kao $to je ilustrovano na slici 1.8, prvi mogudéi pristup jeste inhibicija asoci-
jacije EZH2 sa drugim podjedinicama kompleksa neophodnim za njegovu kataliticku
aktivnost (mesto inhibicije oznaceno sa a). Ovaj pristup prate svi izazovi koji se
odnose na razvoj inhibitora protein—protein interakcija, i do sada je opisan relativno
mali broj kako peptidnih tako i nepeptidnih inbibitora PRC2 koji deluju ovih me-
hanizmom (opisani u odeljku 1.3.3). Za razliku od vezivnih povrsina preko kojih
proteinske podjedinice stupaju u interakciju, koje su prostrane ali ¢esto nedovoljno
konkavne, EZH2 sadrzi dva dobro definisana vezivna mesta koja se potencijalno
mogu iskoristiti u razvoju selektivnih i efikasnih inhibitora i to: mesto za vezivanje
supstrata (mesto inhibicije oznaceno sa b) i mesto za vezivanje kofaktora (ozna¢eno
sa c). Kofaktor—kompetitivni inhibitori bili su predmet istrazivanja sprovedenog u
okviru ove teze i poznata jedinjenja koja deluju ovih mehanizmom inhibicije de-
taljno su opisana u odeljku 1.3.2, dok su izazovi u dizajnu novih struktura ovog tipa
diskutovani u odeljku 1.3.4. Jedini primer inhibitora EZH2 koji deluje kompetitivno
sa supstratom opisan je u odeljku 1.3.3. Konac¢no, neselektivan pristup inhibiciji ve-
¢ine PKMT moze biti inhibicija enzima ukljucenih u metabolizam metionina (mesto

inhibicije oznaceno sa d), i ovaj pristup je krace opisan u odeljku 1.3.1.

1.3.1 Neselektivni inhibitori

Pre otkric¢a selektivnih inhibitora EZH2, u izuc¢avanju biologije PRC2 ko-
ris¢ena su dominantno dva neselektivna inhibitora: 3-deaza-neplanocin (DZNep) i

sinefungin (slika 1.9).

3-deaza-neplanocin (DZNep) je nukleozidni inhibitor SAH-hidrolaze [178],
jedinog enzima kod sisara sposobnog za hidrolizu S-adenozil-L-homocisteina do ho-
mocisteina i adenozina. Kako je SAH inhibitor svih enzima koji koriste SAM kao ko-
faktor, SAH-hidrolaza je posredni regulator ve¢ine bioloskih procesa koji ukljuc¢uju
reakcije transmetilacije [179]. Akumulacija SAH, do koje dolazi primenom DZNep,
uzrokuje neselektivnu inhibiciju svih enzima ukljuc¢enih u metilovanje histona. Ovaj
efekat je izrazen na nivou veéine represivnih modifikacija histona i dovodi do reak-
tivacije velikog broja gena koji su konstitutivno inaktivirani u somatskim ¢elijama

[180]. Pojedini autori pokazali su da primena DZNep-a dovodi do degradacije svih
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Slika 1.8: Sematski prikaz moguéih pristupa inhibiciji kataliticke aktivnosti PRC2:
(a) inhibicija formiranja kompleksa; (b) inhibicija vezivanja histonskog supstrata za
EZH2; (c) inhibicija vezivanja kofaktora za EZH2; (d) inhibicija SAH hidrolaze.
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Slika 1.9: Strukture DZNep-a i sinefungina, neselektivnih inhibitora PKMT

kompenenata PRC2, smanjuje nivoe H3K27me3 i ispoljava selektivan citotoksi¢an

efekat na tumorskim celijama [168].

Sinefungin je prvobitno izolovan iz kultura bakterije Streptomyces griseo-
lus. Ovo jedinjenje sadrzi aminometilensku grupu na mestu metilovane sulfonijum
grupe kofoktora SAM i ova strukturna slicnost ga ¢ini kompetitivnim inhibitorom
svih SAM-zavisnih metiltransferaza. Efekti sinefungina na inhibiciju metiltransfe-
raza i njegov uticaj na ekspresiju gena u celijama sisara prepoznati su pre gotovo
4 decenije [181], od kada se sinefungin koristi u istrazivanjima biologije hromatina.
Sinefungin i DZNep odigrali su vaznu ulogu u prepoznavanju terapijskog poten-

cijala inhibicije vise PKMT, ukljucuju¢i EZH2, ali ih njihova neselektivnost ¢ini
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prevashodno jedinjenjima od istorijskog i eksperimentalnog znacaja. Koncept kom-
petitivne inhibicije PKMT nukleozidnim analozima kao $to je sinefungin, medutim,
i danas je polje aktivnog istrazivanja usmerenog ka racionalnom dizajniranju jedi-
njenja sa unapredenom selektivnoséu i inhibitornom aktivno$éu prema specificnim

enzimima ove familije [182, 183].

1.3.2 Kofaktor-kompetitivni inhibitori

Tokom 2012. godine, u nekoliko medusobno nezavisnih publikacija prezen-
tovane su piridonske strukture za koje je utvrdeno da veoma selektivno inhibiraju ka-
taliticku aktivnost EZH2. Autori iz kompanije GlaxoSmithKline poc¢etkom te godine
objavili su studiju validacije biohemijske metode za skrining jedinjenja na inhibiciju
EZH2 i prezentovali strukture relativno slabo aktivnih piridonskih derivata koji su
identifikovani u korporativnoj kolekciji [184]. Nesto kasnije, ista grupa objavila je
primere 6 piridonskih derivata [185] (slika 1.10, GIK-G6K) dobijenih kroz nekoliko
ciklusa strukturne optimizacije prvobitno identifikovanih jedinjenja, kao i strukturu
inhibitora 126 [186|, koji predstavlja drugo jedinjenje u klasi sa subnanomolarnom
inhibitornom aktivno$é¢u. Isti put pronalaska strukturno veoma bliskih inhibitora
objavile su grupe iz kompanija Epizyme (slika 1.10, E1Z-E5Z) [187, 188| i Novartis
(slika 1.10, EI1) [189]. Tako je E1Z identifikovan eksperimentalnim skriningom ko-
lekcije od preko 175.000 jedinjenja, ¢ijom su strukturnom optimizacijom metodama
medicinske hemije dobijena jedinjenja E2Z-E4Z znacajno unapredene efikasnosti.
éinjeniea da su sve tri grupe nezavisno identifikovale piridonske strukture ukazuje ili
na postojanje ogranicene raznovrsnosti postojecih kolekcija ili upucéuje na ¢injenicu

da je piridonska struktura od izuzetnog znacaja za inhibiciju EZH2.

Biohemijska ispitivanja aktivnosti ovih jedinjenja na rekombinantnom pe-
tokomponentnom PRC2 kompleksu u prisustvu rastuéih koncentracija histonskog
supstrata i kofaktora SAM dala su preliminarni uvid u njihov mehanizam dejstva.
Dobijeni rezultati pokazali su da je vezivanje piridonskih inhibitora kompetitivno sa
kofaktorom i nekompetitivno sa histonskim peptidima, Sto sa velikom verovatnoc¢om
ukazuje da se ove strukture vezuju za kofaktor—vezujuée mesto enzima. Dostupni
inhibitori svih drugih PKMT sa SET domenom stupaju u interakciju sa alosternim
mestima ili vezivnim mestom supstrata, ¢ime EZH2 inhibitori predstavljaju prvu
grupa inhibitora PKMT (sa izuzetkom DOT1L) koji deluju kofaktor—kompetitivnim

mehanizmom inhibicije [190].
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Slika 1.10: Strukture 13 piridonskih inhibitora EZH2 koje su objavljene u literaturi
tokom 2012. godine.

Sa aspekta selektivnosti, utvrdeno je da su prezentovane piridonske struk-
ture vise od 1.000 puta selektivnije za EZH2 u odnosu na niz drugih PKMT i PRMT,
sa izuzetkom EZH1, naspram kog je selektivnost u opsegu izmedu 25 i 142 puta. Efi-
kasnost piridonskih inhibitora ispitivana je i na veéem broju ¢elijskih linija tumora.
U skladu sa snaznom i selektivnom inhibicijom PRC2 kataliticke aktivnosti (inhibi-
torne konstante sumirane su u tabeli 1.3), pokazano je da ova jedinjenja na dozno— i
vremenski-zavisan nac¢in dovode do globalne redukcije nivoa H3K27me3 u ¢elijama,
bez znacajnijih efekata na druge PTM histona. Inhibitor E5Z ispitivan je na éelij-
skim linijama limfoma sa kanonskom formom EZH2 (EZH2"7: OCI-LY19), kao i
na dve linije sa mutiranim formama enzima: WSU-DLCL2 (EZH2Y%4'F) i Pfeiffer

(EZH24577%) " Tako je efikasnost E5SZ u smanjenju nivoa H3K27me3 bila upore-
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diva na svim c¢elijskim linijama, pri testiranim koncentracijama E5Z nije uticao na
proliferaciju OCI-LY19 celija, dok je nakon perioda latencije od 4 dana doveo do
usporavanja proliferacije i apoptoze WSU-DLCL2 i Pfeiffer ¢elija. Utvrdeno je da
primena E5Z na ove mutirane ¢elije limfoma dovodi do reaktivacije velikog broja
ciljnih gena PRC2. Sli¢an bioloski profil dobijen je testiranjem inhibitora 126 na
sirokom panelu ¢elijskih linija limfoma DLBCL tipa. Najvecéu osetljivost na dejstvo
126 ispoljile su Pfeiffer, WSU-DLCL2 i KARPAS-422 (sadrze EZH2Y V) celijske
linije, dok su efekti na proliferaciju OCI-LY19 ¢elija bili zanemarljivi. Uzimajuéi u
obzir ¢injenicu da su K;*” vrednosti na izolovanim PRC2 kompleksima sa EZH2"W7T
odnosno EZH2Y64E EZH24677C § EZH2Y 4N relativno sliéne (0,57-1 nM), razlike
u efektima na vijabilnost ukazuju na ¢injenicu da u mutiranim ¢elijama EZH2 igra
presudnu onkogenu ulogu od koje je njihovo prezivljavanje zavisno. Vremenska la-
tencija u apoptotskim efektima, primecéena i prilikom ispitivanja 126, upucuje na
zakljucak da nakon inhibicije PRC2 reaktivacija gena zavisi od aktivnosti protein
lizin demetilaza. Vazan zakljucak ispitivanja E5Z i 126 jeste i da u c¢elijama neose-
tljivim na efekte ovih inhibitora, tretman uzrokuje minimalne efekte na ekspresiju

gena, Sto je veoma znacajno sa aspekta bezbednosti primene.

Tabela 1.3: Konstante inhibicije i fizicko-hemijski parametri 13 piridonskih inhi-
bitora EZH2

Inhibitor K (nM)® Molekulska masa ClogP *® Referenca
G1K 149 379,46 1,42 [185]
G2K 74 378,47 2,14 [185]
G3K 7.9 513,63 2,19 [185]
G4K 0,6 541,69 3.08 [185]
G5K 14 513,63 2,19 [185]
G6K 1,2 541,69 3,08 [185]
126 0,57 526,67 3,87 [186]
E1Z 310 473,52 2,06 [187]
E2Z 180 514,62 2,27 [187]
E3Z 80 513,63 2,73 [187]
EAZ 24 539,67 3,31 [187]
E5Z 2,5 572,74 3,45 [188]
EIl 13 390,48 314 [189]

@ Prikazane K;? vrednosti preuzete su iz citiranih referenci a izra¢unate su uklapanjem inhibitor-
nih koncentracija u Cheng-Prussof-ljev model kompetitivne inhibicije. Sve inhibitorne koncentra-
cije uniformno su odredene u eksperimentima sa petokomponentnim PRC2 kompleksom (EZH2,
SUZ12, EED, RBBP4 i AEBP2), u prisustvu visoke koncentracije kofaktora SAM od 7,5 uM, pri
pH 8,0 i na sobnoj temperaturi; ® Vrednosti izra¢unate pomoéu programa MarvinSketch 15.

Pokusaji da se eksperimentalnim putem resi struktura EZH2 u kompleksu
sa nekim od inhibitora do danas nisu bili uspesni, pa je strukturna osnova efikasne
inhibicije EZH2 ve¢inom nerazja$njena. Dostupni podaci o konstantama inhibicije

(tabela 1.3), kao i preliminarne studije molekulskog modeliranja pruzaju osnovu
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za racionalizaciju odnosa strukture piridonskih derivata i njihove aktivnosti [190].
Razmatranjem objavljenih struktura inhibitora, moze se zakljuciti da je veé¢inom
variran tip centralnog biciklicnog sistema, kao i supstitenti njegovog polozaja 11 6
(slika 1.11), dok je piridonsko jezgro veoma malo modifikovano i smatra se da je ono
kljucéno za aktivnost. Iako su prvobitne strukture ve¢inom bile bazirane na azainda-
zolnom i indazolnom jezgru (G1K, E1Z), eliminacija azota iz bicikli¢nog sistema
ne utice znacajnije na aktivnost, pa i indolne strukture ispoljavaju znacajan, cesto
i izrazeniji inhibitorni efekat. Kao $to ¢e biti diskutovano u narednim paragrafima,
biciklican sistem nije uslov za dejstvo jer i strukture kod kojih je izvrseno otvaranje
jednog prstena ispoljavaju snaznu inhibitornu aktivnost. Prisustvo rac¢vastih i cik-
licnih alkil radikala u polozaju 1 poveé¢ava aktivnost, pri ¢emu ona raste srazmerno
voluminoznosti hidrofobne grupe. U polozaj 6 se mogu uvesti razli¢iti supstituenti,

ali se ¢ini da prisustvo 7-sistema u ovom polozaju znacajno doprinosi aktivnosti.

4,6-disupstitucija
/\znaéajna
X, Y=C,N

Gradi vodoni¢ne veze
sa bo¢nim lancem N688 .

Gradi vodoni¢ne veze
sa kosturom H689

Dimetilovanje dovodi do
gubitka aktivnosti

Pruza se izvan
aktivnog mesta

@ Pruza se ka kraju
Moguce variranje supstituenata lizin-vezujeceg tunela

bez gubitka akti ti .
2 gubitia aklivnost Racvaste alkil grupe

doprinose aktivnosti

Slika 1.11: Sematski prikaz dostupnih podataka o odnosu strukture i aktivnosti
piridonskih inhibitora (crvene oznake) i pretpostavljenog nacina interakcije (plave
oznake) ovih jedinjenja sa EZH2

Na osnovu homologije kofaktor-vezujué¢ih mesta unutar PKMT familije,
viSe autora je pretpostavilo na¢in orjentacije inhibitora u kofaktor—vezivnom mestu
EZH2 [185, 187, 191]|. Kao S§to je ilustrovano na slici 1.11, za piridonsko jezgro i
amidski linker se pretpostavlja da uspostavljaju vodonicne veze sa H689 ocuvanog
motiva pseudoc¢vora, dok se alkil supstituent polozaja 1 centralnog prstena pruza ka
osnovi lizin-vezujuéeg tunela, ¢ime se supstituent polozaja 6 usmerava izvan vezivnog
mesta. Konze i saradnici [191] su delom eksperimentalno potvrdili ovu hipotezu.
Autori su sintetisali UNC2400, kao N,N-dimetilovani derivat UNC1999 (slika
1.12), i ustanovili da ima preko 1.000 puta manju inhibitornu aktivnost prema EZH2.

lako gubitak aktivnosti moze biti posledica vise faktora, ovaj nalaz potkrepljuje
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znacaj prisustva donora vodoni¢ne veze u piridonskom jezgru. Autori su takode
sintetisali i UNC2399, kao biotinilovani derivat UNC1999, za koga je utvrdeno

o¢uvano vezivanje za EZH2, sto potvrduje da se supstituent polozaja 6 verovatno

pruza izvan vezivnog mesta kofaktora i da je delimic¢no izlozen rastvaracu.
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Slika 1.12: Strukture dodatnih piridonskih inhibitora EZH2.

Prvobitno otkrivena piridonska jedinjenja ispoljavaju izrazene inhibitorne

efekte na izolovanom enzimu kao i na velikom broju tumorskih ¢elija, ali su se njihove

farmakokineticke osobine pokazale kao relativno nepovoljne za opseznije testiranje

u in vivo uslovima. Prema rezultatima ispitivanja 126 na miSevima sa KARPAS-

422 tumorskim kalemima, ovo jedinjenje se brzo eliminiSe iz organizma usled cega
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postizanje inhibicije rasta tumora zahteva rezim doziranja od 50 mg/kg jednom
dnevno, dok je u cilju postizanja eradikacije tumora bila neophodna doza od 150
mg/kg dnevno. Autori su naveli da ove doze nisu bile toksi¢ne. U cilju unaprede-
nja farmakokinetickih karakteristika, Epizyme je od svoje prvobitne serije jedinjenja
(E1Z-EA47Z) razvio E5Z, otvaranjem centralnog biciklicnog sistema i uvodenjem
tetrahidropiranskog prstena u strukturu. Prema biohemijskim ispitivanjima, E5Z
zadrzava isti mehanizam dejstva i selektivnost ranijih jedinjenja, ali poseduje izraze-
nije inhibitorne efekte na samom enzimu, oralno je bioraspoloziv i ima unapredene
farmakokineticke osobine [188|. Jedinjenje E5Z (EPZ—-6438, E-7438, tazemetostat)
trenutno je jedan od tri inhibitora EZH2 koji se nalaze u klinickim ispitivanjima.
Pretklinicka ispitivanja na miSevima i pacovima pokazala su dobru distribuciju u
tumorska tkiva ali i relativno brz klirens kod pacova. Ova in vivo ispitivanja uka-
zala su i na razlike u osetljivosti razli¢itih tipova limfoma na dejstvo E5Z, koja nisu
utvrdena u in vitro studijama. Kod kalema tipa WSU-DLCL2 limfoma, i u najvisoj
ispitivanoj dozi (160 mg/kg, dva puta dnevno, 28 dana) E5Z dovodi samo do de-
limi¢ne inhibicije rasta tumora, dok u modelu limfoma Pfeiffer celija, doza od 114
mg/kg, jednom dnevno, dovodi do potpune eradikacije tumora tokom jednomesec-

nog doziranja [192].

Nekoliko novijih piridonskih struktura (slika 1.12) takode je razvijeno sa
ciljem da se unaprede farmakokineticke osobine ove klase jedinjenja, uz zadrzavanje
selektivnosti i aktivnosti. Campbell i saradnici [193| pokuSali su zamenu pirana u
strukturi E5Z trans N,N-dimetilcikloheksilaminom, ¢ime je dobijeno jedinjenje ocu-
vane aktivnosti. Prisustvo dodatnog baznog centra, medutim, uslovilo je izostanak
aktivnosti na ¢elijama, usled Cega je baznost novouvedenog tercijarnog amina modifi-
kovana dodatkom metoksietil grupe. U cilju smanjenja molekulske mase rezultujuceg
jedinjenja, benzenov prsten vezan za morfolin zamenjen je acetilenskom grupom ¢ime
je dobijeno visoko—aktivno i oralno bioraspolozivo jedinjenje EPZ011989. Bradley
i saradnici [194] opisali su bioloske efekte dva nova predstavnika grupe piridonskih
inhibitora, razvijena optimizacijom strukture nisko—aktivnog piridonskog jedinje-
nja identifikovanog eksperimentalnim skriningom korporativne kolekcije. Jedinjenja
CPI-169 i CPI-360 inhibiraju EZH2 u niskim nanomolarnim koncentracijama, ali
tacne strukturne razlike izmedu ovih piridona i prethodno objavljenih inhibitora

koje doprinose njihovoj aktivnosti nisu u celosti izvesne.

Prvu grupu ne—piridonskih inhibitora EZH2 prezentovala je grupa iz kom-
panije Constellation Pharmaceuticals. Ova grupa izvrsila je eksperimentalni skrining

kolekcije od 150.000 jedinjenja i identifikovala 288 jedinjenja koja u visokim koncen-
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tracijama (preko 20 uM) inhibiraju kataliticku aktivnost petokomponentnog PRC2
kompleksa [195]. Daljim biohemijskim ispitivanjima, eliminisana su promiskuitetna
jedinjenja i ona sa kovalentnim mehanizmom dejstva, a zatim je za preostala utvrdi-
van mehanizam inhibicije PRC2. Za dalju optimizaciju izabrano je tetrametilpiperi-
dinil benzamidno jedinjenje, za koje je potvrden kofaktor—kompetitivan mehanizam
dejstva. Autori su zatim sintetisali niz derivata u cilju ispitivanja odnosa strukture

i aktivnosti (SAR) u okviru ovog hemotipa (slika 1.13) [196].
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Slika 1.13: Strukture tetrametilpiperidinskih inhibitora EZH2

Nalazi SAR studije tetrametilpiperidina [196] ukratko se mogu sumirati na
sledeéi nacin. Inicijalno variranje strukture linkera (videti opstu strukturu ilustro-
vanu na slici 1.13 1 tabelu 1.4) pokazalo je da zamena bisfenil etra (CP6) tioetrom
(CP9) ne dovodi do gubitka aktivnosti. Oksidacija CP9 do sulfona ili sulfoksida,
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Tabela 1.4: Inhibitorne koncentracije i fizicko-hemijski parametri odabranih tetra-
metilpiperidinskih inhibitora EZH2

Inhibitor ICj, (uUM)® Molekulska masa ClogP ° Referenca
CP6 51 352,47 3,59 [196]
CP9 33 368,54 4,27 [196]
CP12 57 364,48 3,54 [196]
CP14 >80 351,48 3,53 [196]
CP19 48 366,50 4,10 [196]
CP20 61 366,50 4,10 [196]
CP21 >80 366,50 4,10 [196]
CP27 3,4 377,48 3,44 [196]
CP29 37 411,92 4,05 [196]
CP30 >80 407,50 3,28 [196]
CP36 0,45 411,92 4,05 [196]
CP37 0,32 456,37 4,21 [196]
CP44 0,032 490,00 3,50 [196]
CP49 0,871 475,97 3,22 [196]
CP51 0,172 490,98 4,42 [196]
CP52 0,189 477,00 5,38 [196]

@ Prikazane ICs5¢ vrednosti preuzete su iz citirane reference. Inhibitorne koncentracije uniformno
su odredene u eksperimentima sa petokomponentnim PRC2 kompleksom (EZH2, SUZ12, EED,

RBBP4 i AEBP2), u prisustvu aktivatornog H3K27me3 peptida, biotinilovanih nukleozomalnih

supstrata i kofaktora SAM u koncentraciji od 200 nM, pri pH 8,5 i na sobnoj temperaturi; °

Vrednosti izra¢unate pomoc¢u programa MarvinSketch 15.

medutim, rezultuje potpunim gubitkom aktivnosti, dok zamena etarskog linkera ke-
tonom (CP12) ne utice znacajnije na inhibitornu koncentraciju (u odnosu na CP6).
Uvodenje donora vodoni¢ne veze u polozaj linkera, kao kod jedinjenja CP14, ima za
posledicu gubitak aktivnost. Na osnovu variranja ovog dela strukture, zakljuc¢eno je
da specificna zakrivljena konformacija difeniletra, uz prisustvo akceptora vodoni¢ne
veze u ovom polozaju, predstavlja optimalan izbor linkera. Bez daljih modifikacija
ovog dela strukture, zatim je istrazen uticaj supstituenata aromati¢nog jezgra desne
strane. Uvodenje supstituenata u m- i p- polozaje (CP20, CP21) izrazito nepo-
voljno uti¢e na aktivnost, dok o- polozaj tolerise supstituente razlic¢ite veli¢ine, od
metil (CP19) do terc-butil grupe, ali je optimalno poboljsanje aktivnosti moguce
posti¢i uvodenjem cijano grupe (CP27). Polazeéi od strukture CP27, u sledecem
koraku varirani su supstituenti centralnog aromati¢nog jezgra. Supstitucija o- polo-
zaja u odnosu na centralni amid dovela je do zna¢ajnih gubitaka aktivnosti (CP29,
CP30), dok je za derivate dobijene uvodenjem niza razli¢itih grupa (halogeni, metil,
ciklopropil, cijano) u m- polozaj utvrdena poboljsana aktivnost. U skladu sa hipote-
zom o znacaju specificne konformacije difeniletra, prisustvo grupa u ovom polozaju
verovatno stabilizuje konformaciju koja odstupa od koplanarnosti sto dovodi do vi-
Setrukog povecanja aktivnosti (CP36, CP37). Daljim modifikacijama supstituenta

desne strane, dobijeno je jedinjenje CP44 koje je odabrano za detaljnu biolosku
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karakterizaciju. Utvrdeno je da CP44 poseduje nisku pasivnu permeabilnost kao i
da u Caco-2 ¢elijama podleze aktivnom efluksu, Sto ograni¢ava njegovu efikasnost
na Celijama. Pokusaji da se smanji baznost tetrametilpiperidinskog azota, u cilju
poboljsanja pasivne permeabilnosti, nisu bili uspesni i ukazali su na znacaj prisustva
baznog centra u ovom polozaju. Interesantno je da i veoma male promene ovog dela
strukture (npr. uklanjenje jedne metil grupe, CP49) dovode do znacajnih gubitaka
aktivnosti. S druge strane, centralni amid nije uslov za dejstvo i moze biti zame-
njen kako estrom (CP51) tako i etoksi etrom (CP52). Poboljsana permeabilnost
CP51 i CP52, medutim, nije uticala na poboljsanje bioloskog efekta inhibitora na
testiranim KARPAS-422 limfomskim ¢elijama.

Nedavno, u literaturi je objavljena serija heksahidroizohinolinskih inhibi-
tora EZH2 [197]. Ove strukture (slika 1.14) veoma su sli¢ne jedinjenju E5Z, sa
kljuénom modifikacijom dobijenom kondenzacijom dodatnog alifati¢nog prstena sa
piridonskim jezgrom preko polozaja 4 i 5. Inhibitorna aktivnost ovih jedinjenja
na izolovanom PRC2 kompleksu, medutim, nije vec¢a u odnosu na E5Z (tabela
1.5). Ipak, ova studija je interesantna jer predstavlja prvi znacajni pokusaj vari-
ranja strukture piridonskog prstena. SAR sintetisanih derivata ukazuje na to da
EZH2 tolerise prisustvo biciklicnih sistema u polozaju piridona; kondenzacija sa ci-
kloheksanom (ZS1) daje najaktivnija jedinjenja, dok su strukture sa sedmoclanim
i osmoc¢lanim prstenovima u ovom polozaju nekoliko desetina puta manje aktivne.
Uvodenje dodatnih alkil radikala u strukturu ZS1 pokazalo je da supstitucija polo-
zaja 7 doprinosi aktivnosti (ZS2), ali da je efekat najizrazeniji sa metil grupom jer
voluminozniji supstituenti u ovom polozaju (R1 = Et, ¢-Bu, di-Me) uslovljavaju ma-
nje izrazeno povecanje aktivnosti. Nasuprot supstitucije polozaja 7, uvodenje metil
grupe u susedni polozaj 6 (ZS3) dovodi do manjeg pada aktivnosti u odnosu na
nesupstituisani ZS1. Variranje supstituenata centralnog aromati¢nog jezgra (ZS1,
ZS4-7S6) uslovlja slicne promene u aktivnosti kao i kod prethodno poznatih pi-
ridonskih struktura, sto ukazuje na to da je interakcija heksahidroizohinolinskih
jedinjenja sa kofaktor—vezivnim mestom EZH2 verovatno u velikoj meri sli¢na inter-

akciji piridona.

Za dodatne dve grupe jedinjenja utvrdena je sposobnost kofaktor—
kompetitivne inhibicije EZH2, ali je selektivnost ovih inhibitora nepotpuna ili ne-
dovoljno okarakterisana. Istrazujué¢i aktivnost tansinona, prirodnih proizvoda izo-
lovanih iz korena biljke Salvia miltiorrhiza (Danshen) koja se koristi u kinesko]
tradicionalnoj medicini, Woo i saradnici [199] pokazali su da nekoliko predstavnika

ove klase jedinjenja inhibira EZH2. Za tansindiol B (slika 1.15) i njegov enantiomer
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Slika 1.14: Strukture heksahidroizohinolinskih inhibitora EZH2

tansindiol C utvrdena je submikromolarna inhibitorna aktivnost. Dalja biohemij-
ska karakterizacija ukazala je da se ova jedinjenja vezuju za EZH2 kompetitivno
sa kofaktorom, ali i da na njihovo vezivanje uti¢u rastuce koncentracije histonskog

supstrata, sto ukazuje na mesovit mehanizam inhibicije.

Kung i saradnici [200] pokusali su da iskoriste afinitet nukleozidnih analoga
ka inhibiciji vec¢eg broja PKMT kao polaznu tacku u dizajnu derivata SAH sa pove-
¢anim afinitetom i selektivnoséu za EZH2. Autori su sintetisali preko 20 analoga, od
kojih je najpovoljniji profil aktivnosti i selektivnosti pokazalo jedinjenje 27 (SA27,
slika 1.15). Pored submikromolarne aktivnosti, SA27 ima znac¢ajno unapredenu se-
lektivnost u poredenju sa ve¢inom nukleozidnih jedinjenja, pri ¢emu je ovaj inhibitor
oko 2 puta selektivniji za EZH2 naspram EZH1, oko 35 puta u odnosu na SUV39H1,
i oko 70 puta u odnosu na MLL. Sintetisani inhibitori, medutim, verovatno usled

neadekvatnih fizicko-hemijskih karakteristika, nisu pokazali aktivnost na celijama.
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Tabela 1.5: Inhibitorne koncentracije i fizicko-hemijski parametri odabranih hek-
sahidroizohinolinskih inhibitora EZH2

Inhibitor ICj (nM)* Molekulska masa ClogP ® Referenca
ZS1 14 611,81 5,16 [197]
7S2 0,66 625,84 5,45 [197]
7ZS3 20 625,84 5,45 [197]
7S84 75 512,68 5,44 [197]
7S5 10 597,79 5,33 197]
756 7.3 624,86 5,22 [197]

@ Prikazane ICsq vrednosti preuzete su iz citirane reference. Inhibitorne koncentracije odredivane

su AlphaLISA metodom [198]; ® Vrednosti izra¢unate pomoéu programa MarvinSketch 15.
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Slika 1.15: Strukture tansindiola i sintetskog analoga SAH, kao inhibitora EZH2
1.3.3 Drugi pristupi inhibiciji

U literaturi postoji veéi broj primera malih organskih molekula koje se-
lektivno inhibiraju odredene PKMT mehanizmom koji podrazumeva vezivanje za
enzim koje je kompetitivno sa histonskim supstratima [201-204]. Analize dostupnih
struktura PKMT ukazuju da je mesto za vezivanje supstrata, prevashodno kanal u
koji se umece lizin i okruzenje na ulazu u ovaj kanal, pogodno za dizajn selektiv-
nih inhibitora ove klase enzima [205]. Prvi, i za sada jedini, pokusaj da se izvrsi
inhibicija EZH2 koriséenjem histon—kompetitivnih inhibitora, opisali su Smadbeck i
saradnici [206]. Primenom rac¢unarskog de novo dizajniranja peptida i koris¢enjem
homologog modela EZH2 SET domena, autori su predlozili strukture 17 peptidnih
inhibitora EZH2 od kojih je 10 eksperimentalno ispitano. Najaktivniji od ispita-
nih peptida (SQO037) imao je ICsy vrednost od 13,57 uM i pokazao je ocekivani
mehanizam dejstva, kompetitivan sa histonskim supstratima. Za SQO037 takode je
potvrdena i sposobnost redukcije H3K27me3 u ¢elijama, uz minimalne efekte na
druge modifikacije histona. Relativno niska aktivnost ovog peptida ogranic¢ava nje-
govu korisnost, ali uspeh u dizajnu selektivnog, supstrat—kompetitivnog inhibitora
predstavlja vazan pokazatelj moguénosti za dalje istrazivanje ovog pristupa inhibi-

ciji EZH2. Na efikasnost dobijenih peptida verovatno je uticala i ¢injenica da model
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strukture SE'T domena koji su autori uspostavili u velikoj meri odstupa od kristalne

strukture koja je kasnije postala dostupna.

Alternativna strategija za inhibiciju enzimske aktivnosti PRC2 jeste dizajn
inhibitora protein—protein interakcija koji poseduju sposobnost da poremete formira-
nje kompleksa i na taj nac¢in inhibiraju kataliticku aktivnost EZH2. Kim i saradnici
[207] su potvrdili potencijal ovog pristupa pripremom nekoliko peptida koji inhibi-
raju interakciju EED i EZH2 podjedinica PRC2 kompleksa. Polazeéi od sekvence
EZH2 heliksa za koji je poznato da stupa u interakciju sa vezivnom povrsinom EED,
autori su sintetisali nekoliko peptida kod kojih je svaka cetvrta aminokiselina bila
zamenjena sintetskom aminokiselinom sa olefinskim bo¢nim lancem. Olefinskom
metatezom zatim su dobijeni stabilizovani heliksi. Njihova biohemijska i bioloska
karakterizacija pokazale su da ovi peptidi u visokim nanomolarnim koncentracijama
inhibiraju EED-EZH2 interakciju, sprecavaju formiranje kataliticki kompetentnog
PRC2 i ispoljavaju antitumorsku efikasnost na MLL-AF9 ¢elijskim linijama leuke-
mije, smanjujuéi nivoe H3K27me3. Moguénost postizanja sli¢nih efekata primenom
male organske molekule nedavno su potvrdili Kong i saradnici [208]. Koris¢enjem
dostupne kristalne strukture EED-EZH2 kompleksa (slika 1.4b) [209], autori su vir-
tuelnim skriningom kolekcije komercijalno dostupnih jedinjenja identifikovali aste-
mizol kao potencijalni inhibitor ove protein—protein interakcije. Eksperimentalnom
karakterizacijom potvrdeno je da astemizol inhibira EED-EZH?2 interakciju sa 1Csq
od 93,8 uM i ispoljava citotoksi¢ne efekte na EZH2-zavisnim GCB-DLBCL celi-
jama razli¢itih podtipova. Time je ova studija pruzila dodatnu osnovu za istrazi-
vanje mogucnosti inhibicije PRC2 remeéenjem formiranja samog kompleksa. Pored
terapijskog potencijala, proucavanje razlika u bioloskim efektima razli¢itih pristupa
inhibiciji PRC2 mozZe imati vaznu ulogu u produbljivanju razumevanja biologije i

patobiologije ovog epigenetskog regulatora.

1.3.4 1Izazovi u dizajnu novih inhibitora

lako su do sada otkriveni kofaktor—kompetitivni inhibitori dokazali izvo-
dljivost i terapijski potencijal selektivne inhibicije EZH2, otkrivene strukture su
relativno ogranic¢enog hemijskog diverziteta, neke ispoljavaju brz klirens n vivo dok
druge poseduju nisku ¢elijsku aktivnost usled lose permeabilnosti. Dodatno, novija
istrazivanja (videti odeljak 1.4.3) pokazala su da vise predstavnika ove grupe jedinje-
nja predstavljaju supstrate mebranskih transportera koji uti¢u na njihovu raspodelu

u organizmu i potencijalno mogu dovesti do uspostavljanja rezistencije tumorskih
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¢elija na ove inhibitore. Stoga postoji potreba za otkri¢cem novih struktura koje
poseduju potencijal selektivne inhibicije EZH2, a istovremeno imaju poboljSane bio-

farmaceutske karakteristike.

Jedna od osnovnih prepreka u ostvarenju ovog cilja jeste nedostatak razu-
mevanja strukturne osnove aktivnosti i selektivnosti poznatih inhibitora EZH2 na
molekulskom nivou. Kao sto je opisano u odeljku 1.2.1, dostupne kristalne strukture
EZH2 su nekompletne i nije u celosti jasno kako inhibitori stupaju u interakciju sa
kofaktor—vezivnim mestom enzima. Campagna-Slater i saradnici [210] ispitivali su
slicnost kofaktor—vezivnih mesta razli¢itih PKMT ¢ije su kristalne strukture bile do-
stupne 2011. godine i pokazali da postoji visok stepen o¢uvanosti ovog dela strukture
SET domena, pri ¢emu su kontakti koje SAM odnosno SAH ostvaruju sa enzimom
gotovo identi¢ni u svim reSenim strukturama. Iako ova ¢injenica ukazuje na poten-
cijalne prepreke u dizajnu selektivnih inhibitora, autori su, medutim, takode zaklju-
¢ili da raznovrsnost aminokiselina koje okruzuju vezivno mesto, a posebno delovi
post-SET domena, pruzaju osnovu za dizajn takvih selektivnih jedinjenja. Kako su
inhibitori EZH2 za sada jedina klasa selektivnih, kofaktor—kompetitivnih inhibitora
bilo koje PKMT sa SET domenom, razumevanje strukturne osnove njihove aktivno-
sti moze imati znacaja za eksploatisanje terapijskog potencijala cele klase enzima.
Sta vise, kako su za onkogene efekte EZH2 prevashodno odgovorne izmenjene forme
enzima koje sadrze mutacije SET domena, poznavanje strukture EZH2 u kompleksu
sa inhibitorima moze predstavljati polaznu tacku u dizajnu inhibitora selektivnih za

mutirane forme enzima.

1.4 Rezistencija na antitumorske lekove

Inovativni pristupi ciljanoj farmakoloskoj terapiji kancera imaju znacajan
potencijal da unaprede standard lec¢enja i prognozu obolelih. Medutim, jedan od
kljucénih faktora koji ogranicava klinicku efikasnost hemoterapije jeste razvoj rezi-
stencije tumora na primenjeni lek [211|. Primer imatiniba, istaknutog na pocetku
ovog poglavlja kao jednog od prvih uspesnih primera ciljane terapije kancera, ilu-
struje i kako racionalno dizajnirani lekovi mogu postati potpuno neefikasni usled
promena u kancerskim ¢elijama. Nakon samo godinu dana od njegovog pustanja na
trziste, ustanovljen je niz mutacija Ber-Abl kinaze koje dovode do gubitka afiniteta

imatiniba za enzim i klinickog neuspeha terapije ovim lekom [212].
Stecena rezistencija na antitumorske lekove moze nastati brojnim meha-
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nizmima. Nestabilnost genoma dovodi do pojave ¢estih mutacija i uspostavljanja
heterogenosti populacije ¢elija tumora, pri ¢emu istovremena primena antitumorskih
agenasa utic¢e na klonalnu selekciju onih kancerskih éelija koje imaju rezistentan fe-
notip [213, 214]. Na molekularnom nivou, rezistencija moze biti posledica [215]: (i)
mutacija ciljnog mesta dejstva koje uti¢u na sposobnost leka da se za isto veze; (ii)
aktivacije paralelnih signalnih puteva koji ¢ine inhibirani put redundantnim za pre-
zivljavanje kancerskih celija; (iii) promena u nishodnim ili ushodnim regulatorima
koji kompenzuju efekte inhibicije ciljnog mesta dejstva. Dizajniranje lekova ¢iji su
efekti a priori robusni na ovakve promene nije uvek moguce, jer navedeni putevi raz-
voja rezistencije sustinski menjaju zavisnost kancera od ciljnog mesta dejstva koje
se farmakoloski modulira. Drugi vidovi razvoja rezistencije, medutim, ne menjaju
pojedinacne signalne puteve ve¢ dovode do promena koje rezultuju rezistencijom
na veéi broj antitumorskih lekova (engl. multiple drug resistance, MDR fenotip)
[216]. Ovaj fenomen moze biti posledica promena u mikrookruzenju solidnih tu-
mora koje uslovljavaju neadakvatnu raspodelu leka u tumorsko tkivo [217], moze
nastati usled izmenjenog ¢elijskog metabolizma, povecane degradacije ili sekvestra-
cije leka, kao i aktiviranja anti-apoptotskih signala [214, 218, 219]. Cesto, medutim,
kljuénu ulogu u razvoju MDR fenotipa ima prekomerna ekspresija membranskih
transportera [220, 221].

Veéina celija eksprimira na svojoj povrsini transmembranske proteine koji
poseduju sposobnost aktivnog transporta supstrata, nasuprot gradijenta koncentra-
cije, iz Celije u ekstracelularnu sredinu koris¢enjem energije oslobodene hidrolizom
ATP-a. Ovi proteini, oznaceni kao ABC transporteri (od engleskog ATP-binding cas-
sette) mogu postati prekomerno eksprimirani u kancerskim ¢elijama, $to omogucava
aktivan efluks antitumorskih lekova iz ¢elija i dovodi do izostanka njihovog efekta
na nivou ciljnog mesta dejstva. Uloga ABC transportera u razvoju MDR fenotipa
najopseznije je istrazena u kontekstu prekomerne ekspresije i funkcije tri predstav-
nika ove grupe [222]; to su: P-glikoprotein (Pgp/ABCB1), protein rezistencije raka
dojke (BCRP/ABCG?2) i protein multiple rezistencije na lekove (MRP1/ABCC1).

1.4.1 Struktura i funkcija Pgp-a

P-glikoprotein (Pgp) je otkriven 1976. godine kao povrsinski glikoprotein
koji uti¢e na permeaciju lekova kroz ¢elijske membrane [223]. Nivoi ekspresije Pgp-a
fizioloski su konstitutivno visoki u odredenim tkivima i organima: na apikalnoj po-

vrsini enterocita, kanalikularnim povrsinama hepatocita kao i kapilarnom endotelu
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krvno-mozdane i krvno-testisne barijere. Njegova specificna tkivna distribucija su-
gerise da Pgp, zajedno sa citohromalnim enzimima, predstavlja vaznu komponentu
odbrane tkiva od ksenobiotika. U prilog ovoj ¢injenici ide i izrazena supstratna po-
lispecificnost transportera koja se ogleda u sposobnosti Pgp-a da transportuje veliki
broj strukturno raznovrsnih organskih jedinjenja. Na ovaj nacin, Pgp moze da utice
na oralnu bioraspolozivost lekova, moze ogranic¢iti njihovu raspodelu u odredena
tkiva i posredovati u interakcijama izmedu lekova [224-226]. Na primeru vise tipova
tumorskih ¢elija, pokazano je da prekomerna ekspresija Pgp-a dobro korelise sa pos-
tojanjem MDR fenotipa [227-229|, sto ukazuje da efluks lekova posredovan ovim

transporterom igra kljuénu ulogu u razvoju rezistencije na antitumorske lekove.

mesto za vezivanje
/ supstrata

ektracelularna
sredina

intracelularna
sredina

Slika 1.16: Kristalografski reSena struktura misijeg Pgp-a (PDB ID: 4M2T), sa
pretpostavljenim polozajem ¢éelijske membrane i razlicitim bojama istaknutim do-
menima transportera.

Tokom 2009. godine, kristalografski je reSena struktura prvog ABC trans-
portera eukariota i to misijeg Pgp-a [230], ¢ija je sekvenca veoma sli¢na sekvenci
humanog Pgp-a (identi¢nost od 87%). Ovaj protein mase priblizno 170 kDa od-
likuje visoka slicnost C- i N-terminalne polovine koje se medusobno prepli¢u for-
mirajuc¢i dva transmembranska domena (TMD) od po 6 transmembranskih heliksa

(slika 1.16). Sa citoplazmatske strane locirana su dva nukleotid-vezuju¢a domena
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(NBD) koji u€estvuju u prevodenju energije oslobodene hidrolizom ATP-a u pokrete
proteina kojima se unutrasnja Supljina otvara ka ekstracelularnoj sredini prilikom
transporta supstrata. Unutrasnja Supljina proteina, koja vezuje supstrate, ima za-
preminu od priblizno 6.000 A?. U ranijim studijama, baziranim na biohemijskim
podacima, pretpostavljeno je da u okviru centralne Supljine postoji izmedu 2 i 7
razli¢itih vezivnih mesta za supstrate koja stupaju u slozene alosterne interakcije
[231-234]. Na osnovu dostupnih strukturnih informacija, izvesnije je da Pgp ne
poseduje prostorno razdvojena, jasno definisana vezivna mesta, ve¢ dinamicne i pri-
lagodljive vezivne regije u okviru kojih postoje oblasti za koje pojedinac¢ni supstrati
pokazuju izrazeniji afinitet [235, 236]. Struktura Pgp-a je time pruzila dodatnu

osnovu za razumevanje njegove supstratne polispecifi¢nosti.

1.4.2 Struktura i funkcija BCRP-a

Protein rezistencije raka dojke (BCRP) otkriven je vise od dve decenije
nakon Pgp-a, i to kao ATP-zavisan transporter koji je odgovoran za rezistenciju
MCF-7 ¢elija raka dojke na mitoksantron, doksorubicin i daunorubicin, po ¢emu je i
dobio naziv [237|. Najvisi nivo ekspresije BCRP dostize u placentalnom tkivu, gde se
¢ini da igra vaznu ulogu u zastiti fetusa od ksenobiotika. Visoki nivoi BCRP-a takode
se mogu nadi u tkivu dojke, testisa, u hematopoetskim mati¢nim ¢elijama kao i na
krvno-mozdanoj barijeri, Sto ukazuje na sli¢cnu zaStitnu ulogu ovog transportera.
Obzirom na relativno skoro otkric¢e, uloga BCRP-a u rezistenciji tumorskih éelija
na antitumorske lekove nije tako opsezno proucena kao sto je slucaj sa Pgp-om.
Trenutno dostupni dokazi ukazuju na potencijalno vaznu ulogu ovog transportera
u rezistenciji nekoliko oblika hematoloskih maligniteta na hemoterapiju, ukljuc¢ujuci

DLBCL [233].

Na nivou primarne strukture, BCRP je protein mase priblizno 72 kDa ¢ija
sekvenca sadrzi 665 aminokiselina. Na osnovu sli¢nost sekvenci, moze se pretpo-
staviti da BCRP sadrzi jedan N-terminalni NBD i jedan C-terminalni TMD, odno-
sno samo polovinu strukture uobicajene za ABC transportere. Stoga je verovatno
da funkcionalni transporter nastaje homodimerizacijom dva proteinska monomera,
mada postoje dokazi da BCRP u membranama gradi tetramerne strukture koje
¢ine Cetiri homodimera. lako je malo poznato o strukturi BCRP-a, za veci broj
lekova raznovrsnih hemijskih struktura je ustanovljeno da predstavljaju supstrate
ovog transportera $to ukazuje na njegovu supstratnu polispecifi¢nost i potencijalni

uticaj na farmakokinetiku lekova [239].
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1.4.3 Znacaj predvidanja interakcije lekova sa ABC trans-

porterima

Uzimajuéi u obzir njihov uticaj na farmakokinetiku lekova i znacaj u ra-
zvoju MDR fenotipa, mogucénost interakcije novodizajniranih lekova sa membran-
skim transporterima neophodno je ispitivati u ranim fazama otkrica i razvoja [240].
Eksperimentalnu karakterizaciju interakcije leka—kandidata sa ABC transporterima
preporucuju razli¢ite regulatorne agencije i savetodavni organi [241], i u tu svrhu
su razvijene pouzdane in vitro eksperimentalne metode [242, 243]. Medutim, u fazi
razvoja, strukturne modifikacije leka—kandidata materijalno su i vremenski veoma
skupe, usled ¢ega bi moguc¢nost interakcije sa ABC transporterima trebalo proce-
njivati znac¢ajno ranije, tokom otkri¢a same vodece molekule [244]. Rac¢unarski pre-
diktivni modeli za predvidanje transporta posredovanog ABC transporterima imaju
prednost u tome $to ne zahtevaju dostupnost sintetisane supstance, te se mogu in-
korporirati u savremene protokole dizajniranja lekova pomocu ra¢unara [245]. Nji-
hova predvidanja mogu se iskoristiti u eliminaciji jednog dela kolekcije virtuelnih
jedinjenja i mogu posluziti u izboru manjeg broja jedinjenja za prioritetno biolo-
sko testiranje. Time racunarski modeli za predvidanje interakcije sa membranskim
transporterima, ukoliko je njihova pouzdanost validirana, mogu znac¢ajno doprineti

racionalizaciji procesa otkri¢a kroz izbor jedinjenja sa zeljenim karakteristikama
[246-243|.

U otkri¢u novih potencijalnih antitumorskih jedinjenja, predvidanje mo-
guénosti da novodizajnirana struktura bude supstrat za Pgp i/ili BCRP ima dvo-
jaki znacaj. Iako svaki od ova dva transportera pojedina¢no moze znacajno uticati
na apsorpciju, distribuciju i efikasnost antitumorskih lekova, niz novijih istraziva-
nja ukazalo je na postojanje znacajnog preklapanja supstratne specificnosti Pgp-a i
BCRP-a, kao i na potencijalno sinergisticke efekte koje zajedno mogu ostvariti [249—
253|. Stoga je rano prepoznavanje moguc¢nosti da je novo jedinjenje dualni supstrat
oba transportera vazno u donosenju odluka o njegovom iskljuc¢ivanju iz daljeg raz-
voja ili pak planiranju strukturnih modifikacija koje bi izmenile profil interakcije sa
Pgp-om i BCRP-om. Dodatan znacaj pravovremenom predvidanju interakcije sa
ABC transporterima daje ¢injenica da svi do sada dizajnirani inhibitori Pgp-a nisu
pokazali uspeh u klini¢kim ispitivanjima [254, 255]. Za ova jedinjenja se ocekivalo
da mogu da povrate efikasnost standardnih antineoplastika u malignitetima MDR
fenotipa kroz inhibiciju transportera odgovornog za aktivan efluks leka. Iako postoje

razli¢ita istrazivanja alternativnih pristupa prevazilazenju rezistencije, u dizajnu no-
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vih antitumorskih lekova treba teziti minimizaciji rizika da lek uopste bude supstrat
ovih transportera [256]. U kontekstu otkri¢a novih inhibitora EZH2, ovo moZe biti
posebno vazno imajuci u vidu da su studije na pojedinim ¢elijskim linijama pokazale
da prekomerna ekspresija EZH2 moze doprineti razvoju MDR fenotipa kroz preko-
mernu ekspresiju Pgp-a [257]. Nedavno objavljeni rezultati ispitivanja transporta
inhibitora 126, E4Z i E5Z pokazali su da sva tri jedinjenja predstavljaju supstrate
za Pgp i BCRP, te da ovi transporteri zna¢ajno mogu ograniciti njihovu raspodelu

u mozdano tkivo [258].

1.5 Racunarske metode u dizajniranju novih mole-
kula

Racunarske metode nalaze primenu u svim fazama otkri¢a novog leka, a ova
oblast istrazivanja Cesto se oznacava kao dizajn molekula pomoc¢u racunara (engl.
computer—aided molecular design, CAMD). CAMD metode se u najsirem smislu
mogu podeliti na one koje su zasnovane na proucavanju struktura i osobina po-
znatih liganada ciljne makromolekule (engl. ligand—based) i na one gde osnovu
dizajna predstavlja trodimenzionalna struktura same ciljne makromolekule (engl.
structure—based). lako je u sklopu istrazivanja obavljenog u okviru ove teze koriséen
sirok spektar CAMD metoda, u daljem tekstu ¢e Sire biti opisani principi i ogranice-
nja dve metode: molekularne dinamike i proracuna slobodne energije baziranih na
trajektorijama molekularne dinamike, odnosno ra¢unarskog de novo dizajna bazira-
nog na primeni genetskih algoritama. Kao sto ¢e biti diskutovano u delu Rezultati
i diskusija, dok su simulacije molekularne dinamike bile klju¢ne za uspostavljanje
strukturne osnove za dizajn novih inhibitora EZH2, implementirani algoritam za
de novo dizajn omoguéio je kreiranje nekoliko novih struktura potencijalnih EZH2

inhibitora.

1.5.1 Simulacije molekularne dinamike

Na temeljima velikog broja kristalografskih studija i rezultata prikuplje-
nih drugim biofizickim metodama, danas je izvesno da prilikom interakcije liganda i
ciljne makromolekule ¢esto dolazi do znacajnih konformacionih promena obe mole-
kule. Brze i aproksimativne metode za predvidanje polozaja i energije vezivanja ma-

lih organskih molekula za vezivna mesta na proteinima, kao sto je doking, najcesce
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ne uzimaju u obzir ovu ¢injenicu. Najveci broj algoritama za doking tretira recep-
tor kao rigidnu strukturu, dozvoljavajuéi samo fleksibilnost liganda. Dodatno, efekti
rastvaraca se najceSée zanemaruju, iako molekule vode mogu igrati vaznu ulogu u
procesu vezivanja. Simulacije molekularne dinamike (MD) omogucavaju detaljno
prac¢enje ponaSanja molekulskih sistema u funkciji vremena, istovremeno uzimajudci
eksplicitno u obzir fleksibilnost struktura i efekte rastvaraca, ¢ime ove simulacije
mogu pruziti jedinstven uvid u interakcije liganada i njihovih ciljnih makromole-
kula. Takav uvid moze predstavljati racionalnu osnovu za dizajn novih molekula i

strukturnu optimizaciju postojec¢ih [259, 260].

Simulacija MD najces¢e zapocinje od sve—atomske strukture sistema koji
se simulira, koja moze biti dobijena kristalografski, NMR spektroskopijom ili mo-
deliranjem zasnovanom na homologiji. Iako je osobine i dinamiku takvog sistema
precizno moguée opisati samo kvantno—mehanicki (QM), metode ovog nivoa forma-
lizma najc¢eSée nisu primenjive ukoliko sistem ima viSe od nekoliko stotina atoma.
Usled toga se za opis potencijala u MD simulacijama koriste empirijski razvijena,
molekularno mehanicka polja sila pomocu kojih je aproksimativno moguée odrediti
silu koja deluje na svaki od atoma u datom trenutku vremena, i to u teorijskom
okviru klasi¢ne mehanike [261]. Pretpostavka u razvoju ovih modela jeste da su sile
u sistemu strogo aditivne, efekti polarizacije se zanemaraju, pa se potencijalna ener-
gija sistema date konfiguracije V(ry,rs...r,) najcesée izrazava jedna¢inom oblika
[262]:

V(ry,ra...ry) = Z K, (b—bo)2+ Z Ky (9—90)2

bonds angles
+ > K (I+cos(ny—0)+ > Ky(p— )
dihedrals impropers
Aij By | 4igj
+ ) (742 -+ (1.1)
nonbonded v v v

Kao sto se moze uociti iz jednacine 1.1, potencijalna energija sistema pa-
rametrizovanog molekularno mehanickim poljem sila zavisi, redom, od: (i) odstu-
panja duzina veza od ravnoteznih vrednosti; (ii) odstupanja uglova veza od rav-
noteznih vrednosti; (iii) odstupanja torzionih uglova od ravnoteznih vrednost; (iv)
nedozvoljenih odstupanja od koplanarnosti; (v) van der Waals-ovih i elektrostat-

skih interakcija, pri ¢emu se van der Waals-ove interakcije najcesSce predstavljaju
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Lennard—Jones-ovim (12-6) potencijalom.

Sila koja deluje na i-ti atom sistema, moze se izraziti kao gradijent poten-

cijalne energije:

E = —an<r1,r2...rn) (12)

U simulacijama MD, uzima se da se sistem ponasa u skladu sa zakonima
klasi¢ne mehanike, pa se kori¢enjem Njutnovog drugog zakona (jednacina 1.3) moze
izraziti odnos koji povezuje promenu polozaja i-tog atoma u sistemu sa silom koja

deluje na taj atom:

d?r;
Fi=m; di2 (1.4)

Intregraljenjem ovih jednacina kretanja uz koris¢enje malih vremenskih
koraka (dt) moguce je pratiti promene konformacije i pokrete sistema u funkciji vre-
mena. Vremenski koraci moraju biti srazmerni najbrzim fluktuacijama u sistemu
Sto su tipi¢no vibracije kovalentnih veza izmedu vodonika i drugih atoma (talasni
broj 3.000-3.500 cm™!). Treba napomenuti da je opis ovih fluktuacija na nivou
harmonijskog oscilatora klasi¢ne mehanike (jednacina 1.1) veoma neprecizan, pa je
ukupnu potencijalnu energiju sistema najc¢esée neophodno analiticki korigovati. Al-
ternativno, moguce je nametnuti ogranicenje na fluktuacije duzine ovih veza $to
omogucava koriséenje nesto ve¢ih vremenskih koraka (2 ili 4, umesto 1 fs). Inte-
resantno je da bi, na osnovu gore izlozenog, tok MD simulacije trebalo da bude
deterministicki i da zavisi samo od pocetnih polozaja i brzina atoma u sistemu. U
praksi, medutim, numericka nepreciznost simulacije i upotreba stohastickih algori-

tama najcesce uslovljavaju odstupanja od deterministickog toka.

Konac¢no, treba imati u vidu da MD, kao metoda statisticke mehanike, za
cilj ima razumevanje makroskopskih (ili termodinamickih) svojstava sistema kroz
posmatranje jednog njegovog izolovanog dela. Na primer, simulacija MD kompleksa
jedne molekule liganda i proteina treba da omoguéi razumevanje konstante afiniteta
tog liganda za dati protein, izmerene u wn wvitro uslovima gde se u jednoj epruveti

moZe nalaziti reda veli¢cine 10%* molekula, od kojih se svaka, u svakom trenutku
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vremena, nalazi u veoma razli¢itoj konformaciji i ima razli¢itu energiju. MD stoga
pocCiva na pretpostavci da prose¢na vrednost nekog merljivog svojstva sistema tokom
dugog vremenskog perioda posmatranja jednog njegovog izolovanog dela odgovara
makroskopski odredenoj vrednosti tog svojstva. Simulacija MD tako ima za cilj
kompletno istrazivanje faznog prostora koji je dostupan u skladu sa nekom funk-
cijom gustine verovatnoce, validnom u datom statistickom ansamblu. U okvirima
ergodske hipoteze i u limitu veoma dugog vremena posmatranja, pretpostavlja se da
¢e sistem istraziti sva dostupna mikrostanja u faznom prostoru, na osnovu cega se
mogu donositi zakljuéci o makroskopskim svojstvima sistema. Ergodi¢nost vecine
MD trajektorija je upitna, imajuc¢i u vidu njihovo ograni¢eno trajanje. Rezultate
ovih simulacija je zato uvek neophodno pazljivo interpretirati u kontekstu dostupnih
eksperimentalnih podataka [263, 264].

I pored velikog broja aproksimacija koje su inherentni deo MD kao metode,
simulacije MD danas igraju klju¢nu ulogu u viSe aspekata dizajniranja lekova po-
mocu ra¢unara. Ovim simulacijama moze se poboljsati kvalitet struktura dobijenih
biofizickim metodama $to ih ¢ini komplementarnim sa eksperimentalnim pristupima
razjasnjavanju strukture biomolekula. Istovremeno, simulacije MD mogu pruziti
uvid u dinamiku biomolekula koji nije dostupan biofizickim metodama. Primera
radi, simulacijama MD mogu se identifikovati tranzitorno prisutna (,kratkoziveca”)
alosterna mesta na proteinima i razjasniti putevi alosternih komunikacija. Generi-
sanje alternativnih konformacija proteina i vezivnih mesta primenom MD moze biti
korisno u identifikaciji strukturno raznovrsnih, potencijalno bioaktivnih jedinjenja u
virtuelnom skriningu kolekcija. Simulacije MD mogu doprineti razumevanju uloge
molekula rastvaraCa u procesu vezivanja liganada, i to kroz identifikaciju snazno
vezanih molekula vode ili onih ¢ije istiskivanje moze doprineti energiji vezivanja.
Procesi asocijacije liganda i proteina koji podrazumevaju znac¢ajne konformacione
promene takode se mogu okarakterisati pomocu simulacija MD. Konac¢no, simula-
cije MD omogucavaju prorac¢une slobodne energije vezivanja (kao Sto je detaljnije
opisano u narednom odeljku) pa mogu biti veoma korisne u razumevanju klju¢nih
interakcija izmedu poznatih liganada i proteina, kao i u identifikaciji novih, poten-
cijalno bioaktivnih jedinjenja [259, 265].

Proracuni slobodne energije vezivanja

Jedna od kljuénih primena simulacija molekularne dinamike jeste precizna

procena slobodne energije vezivanja liganda za ciljnu makromolekulu (AGyipng). U
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principu, ovakav proracun bi zahtevao simuliranje celokupnog procesa vezivanja,
pocevsi od stanja gde su ligand i protein slobodni i veoma udaljeni u rastvoru, do

stanja u kojem je doslo do njihove asocijacije i formiranja kompleksa:

Lsol + Rsol M LRsol (15>

Medutim, proces vezivanja liganda za receptor moze trajati izmedu neko-
liko mikrosekundi i nekoliko stotina sekundi, dok je sa trenutno raspolozivim racu-
narskim resursima najcesée moguce simulirati sisteme veli¢ine oko 100.000 atoma
u trajanju od nekoliko stotina nanosekundi do par mikrosekundi. Dodatno, stati-
sticki pouzdana procena AGy;ng zahteva nekoliko ponavljanja dogadaja asocijacije i
disocijacije tokom trajanja simulacije. Kako je ovo prakti¢no neizvodivo, racunarske
metode za procenu slobodne energije vezivanja pocivaju na odredenim aproksima-
cijama ili primeni metoda koje ubrzavaju istrazivanje energetski tesko dostupnih
stanja sistema. U najSirem smislu, sve metode za procenu slobodne energije veziva-
nja mogu se podeliti u metode ,putanje” (engl. pathway) i metode ,krajnjeg stanja”

(engl. end-state) 266, 267].

Rigorozniju od ove dve grupe ¢ine metode ,putanje”. Kako je slobodna
energija funkcija stanja sistema, ,,putanja” koja se simulira ne mora nuzno biti fizicki
moguca. Ovu ¢injenicu koriste metode ,alhemijske transformacije” pomocu kojih se
prate promene energije prilikom anihilacije ili dekuplovanja liganda iz kompleksa
sa receptorom, i njegovog uklanjanja iz rastvora, pri ¢emu se iz ovako koncipiranog
termodinamskog ciklusa moze precizno proceniti AGypinq [263]. Druge metode iz
ove grupe zasnivaju se na modifikaciji potencijala uvodenjem biasa koji pospesuje
istrazivanje energetski tesko dostupnih stanja sistema (engl. ehnanced sampling).
Modifikovan potencijal najces¢e se odnosi na jednu ili vise kolektivnih varijabli sis-
tema, koje se nalaze u funkciji trodimenzionalnih koordinata odabranih atoma. Do-
bar izbor kolektivnih varijabli omogucava efikasno istrazivanje ,putanje” vezivanja,
daje uvid u relevantna prelazna stanja sistema a potencijalno i preciznu procenu
relativne energije vezivanja. U ovu grupu metoda spadaju razli¢iti vidovi meta-
dinamike, adaptive biasing force algoritam, kao i ciljana (engl. targeted) odnosno
upravljana (engl. steered) molekulska dinamika, pod pretpostavkom da zadovolja-
vaju jednakost Jarzinskog. Treba imati u vidu da veéina ovih metoda ima za cilj
da ucini istrazivanje faznog prostora efikasnijim, dok je proracun slobodne ener-
gije mogué ukoliko je zadovoljeno visSe kriterijuma. Detaljniji pregled dostupan je u
referencama [268-270.
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Konvergencija rezultata prorac¢una AGy;,q pomocu metoda ,putanje” zah-
teva veoma dugacke simulacije, Sto ¢ini njihovu rutinsku primenu u dizajniranju
novih molekula neprakticnom. Rac¢unarski efektivnija alternativa jesu metode kraj-
njeg stanja, koje zanemaruju intermedijerna stanja (bilo fizicka, bilo ,alhemijska”)
i prilikom procene energije vezivanja koriste najces¢e samo konfiguracije sistema
iz kratkih simulacija kompleksa liganda i receptora. Dodatna aproksimacija ovih
metoda ogleda se u zanemarivanju pojedina¢nih doprinosa koje interakcije sa mo-
lekulama rastvora (vode) daju slobodnoj energiji, i to kroz uvodenje modela efe-
kata rastvaraca (engl. implicit solvent model). Tretiranjem rastvaraca implicitno
1 razmatranjem samo krajnjih stanja sistema, postize se kompromis izmedu tac-
nosti proracuna i njegove ra¢unarske efikasnosti [271]. Dve najznacajnije metode
ovog tipa razlikuju se po modelu kojim se aproksimiraju efekti rastvaraca, i to su
metoda molekularne mehanike uz generalizovani Bornov model (Molecular Mecha-
nics/Generalized Born Surface Area, MM /GBSA) i metod molekularne mehanike
uz Poisson-Boltzmann-ov model (Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface
Area, MM /PBSA) rastvaraca. Teorijski okvir ovih metoda moze se ukratko pred-

staviti na slede¢i nac¢in [272].

Slobodna energija vezivanja liganda za receptor moze se izraziti kao razlika

slobodnih energija kompleksa (LR) i receptora (R) odnosno liganda (L) u rastvoru:

AGhina = Grr,,, — Gr,,, — GL (1.6)

sol sol

Slobodne energije kompleksa, receptora odnosno liganda mogu se izraziti

kao suma vise komponenata:

G = By + Goo — TS (1.7)

gde je Ejsp molekularno mehanicka energija data poljem sila kojim je si-
stem parametrizovan, G, slobodna energija solvatacije, S entropija sistema i T
apsolutna temperatura. Ukupna molekularno mehanicka energija dalje se moze ras-
¢laniti na doprinose koji rezultuju interakcijama kroz hemijske veze (Ejniernar), 1 na

doprinose van der Waals-ovih (E,qw) 1 elekstrostatskih interakcija (Eg):

EMM = Einternal + EvdW + Eele (18)
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Konac¢no, slobodna energija solvatacije rac¢una se uzimajucéi u obzir dop-
rinos polarnih interakcija, procenjen pomocu odgovarajuceg modela efekata rastva-
raca, i nepolarnih interakcije za koje se uzima da su proporcionalne povrsini dostup-

noj rastvaracu:

G = Gap/pe + Gsasa (1.9)

MM /GBSA i MM /PBSA su aproksimativne metode ¢iji rezultati najcesce
ne odgovaraju apsolutnoj energiji vezivanja. Medutim, ove metode se smatraju
veoma korisnim u rac¢unarskom dizajniranju novih molekula jer je na velikom broj
primera pokazano da se rezultati dobijeni ovim putem dobro slazu sa relativnim
energijama vezivanja odnosno redosledom afiniteta liganada za dato ciljno mesto
dejstva. Stoga, MM /GBSA i MM /PBSA mogu pruziti okvir za testiranje slaganja
eksperimentalnih i racunarskih rezultata, mogu biti korisne u rasclanjavanju dopri-
nosa pojedinih interakcija ukupnoj energiji vezivanja i znacajno mogu poboljsati

uspesnost ra¢unarske identifikacije novih bioaktivnih molekula [271, 272].

1.5.2 Racunarsko de novo dizajniranje

Pod de novo dizajnom se obi¢no podrazumeva dizajniranje molekula uz po-
mo¢ racunara koje za cilj ima kreiranje hemijskih struktura koje ispoljavaju afinitet
za definisano ciljno mesto dejstva, a koje istovremeno, sa aspekta hemijske sli¢no-
sti, predstavljaju nove strukture razli¢ite od poznatih liganada date makromolekule.
Osnovni problem koji se javlja prilikom de novo dizajna jeste dimenzionalnost he-
mijskog prostora: pretpostavlja se da izmedu 10" i 10'® jedinjenja potencijalno
moze predstavljati lekove [273]. Cak i veoma brze racunarske metode za formira-
nje kombinatornih kolekcija i virtuelni skrining jedinjenja ne omogucavaju iscrpnu
pretragu celokupnog hemijskog prostora u cilju identifikovanja Zeljenih struktura.
Stoga racunarsko de novo dizajniranje molekula podrazumeva koriséenje heuristic-
kih i metaheuristickih metoda. Ove metode predstavljaju grupu metoda stohasticke
optimizacije koje odlikuje efikasnost pretrage prostora potencijalnih reSenja, ali i

¢injenica da njihova primena ne garantuje pronalazenje pravog optimuma [274].

Racunarsko de novo dizajniranje predmet je aktivnog istrazivanja od ranih
90-tih godina proslog veka. Jedan od glavnih nedostataka prvih algoritama ovog tipa

ogledao se u Cinjenici da predlozene strukture najcesée nisu bile sintetski dostupne
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[275], §to je znacajno ogranicilo primenljvost de novo dizajna u racionalnom otkri¢u
novih lekova. Prepoznavanje ovog nedostatka uticalo je na razvoj novih algoritama,
pojavom tendencije da se sintetska dostupnost struktura inkorporira u same algo-
ritme kroz empirijska pravila o mogué¢im vezama izmedu razli¢itih tipova atoma ili
kroz upotrebu definisanih reakcija medicinske hemije za spajanje manjih fragmenata
[276]. Ovaj pristup je u znacajnoj meri unapredio kvalitet kolekcija jedinjenja koje

se mogu dobiti de novo dizajnom.

Glavna motivacija za primenu de novo dizajna ogleda se u ¢injenici da
ova metoda omogucava pronalazak bioaktivnih struktura u novim (neistrazenim)
delovima hemijskog prostora. Virtuelni ili eksperimentalni skrining komercijalno
dostupnih kolekcija jedinjenja uvek je ograni¢en na relativno mali deo hemijskog
prostora, koji je ¢esto ve¢ patentno zastic¢en ili prethodno prepoznat u literaturi.
Takode, modulatori novih ciljnih mesta dejstva ¢esto su nedovoljno zastupljeni u
postojec¢im kolekcijama jedinjenja [277], $to dodatno govori u prilog primeni de novo
dizajna. Ipak, vazno je imati u vidu da racunarski algoritmi za de novo dizajn i
sami imaju znacajna ograni¢enja. Primena ove metode gotovo nikada ne rezultuje
otkri¢em jedinjenja nanomolarne aktivnosti, izrazene selektivnosti i optimalnog far-
makokinetickog profila. Ovakve algoritme, stoga, treba posmatrati kao metode za
generisanje hemijski validnih ideja, odnosno sintetski dostupnih struktura koje imaju
veéu verovatnocu ispoljavanja aktivnosti na datom ciljnom mestu dejstva od onih
struktura koje su zastupljene u postoje¢im, nefokusiranim kolekcijama. Algoritmi
za de novo dizajn prevashodno omoguc¢avaju automatizovano kreiranje pocetnih,
inovativnih struktura ¢ija dalja optimizacija moze dati jedinjenja Zeljenog profila
[273, 275, 278].

Kao $to je prethodno navedeno, kombinatorna eksplozija moguéih struk-
tura koje se in silico mogu dobiti spajanjem manjih gradivnih jedinica (engl. building
blocks) namece izbor odgovarajuce heuristike koja ¢e uciniti algoritam rac¢unarski efi-
kasnim. Primera radi, jedan od novijih algoritama za de novo dizajn iz literature —
DOGS (Design of Genuine Structures) [279] — zasnovan je na ,pohlepnom algoritmu”
(engl. greedy algorithm). DOGS koristi preko 50 reakcija ¢estih u medicinskoj hemiji
[280] za iscrpno spajanje fragmenata sa svim drugim, kompatibilnim fragmentima iz
kolekcije. Nakon formiranja kombinatorne kolekcije ,intermedijera”, strategija ,,po-
hlepnog algoritma” podrazumeva rangiranje svih potencijalnih reSenja i izbor naj-
boljeg seta koji se ukljuc¢uje u drugi korak reakcija, ponovo sa svim kompatibilnim
fragmentima iz kolekcije. Kako ova strategija zahteva veliki broj evaluacija kvaliteta

generisanih resenja, DOGS se oslanja na procenu topoloske sli¢nosti novodizajnira-
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nih struktura i struktura jedinjenja za koja se zna da su aktivna na datom ciljnom
mestu dejstva. lako se ovaj pristup pokazao kao uspeSan na ve¢em broju primera
[279, 281, 282, ovako koncipiran algoritam ne omogucéava koris¢enje informacija o
trodimenzionalnoj strukturi, odnosno bioaktivnim konformacijama jedinjenja i nji-
hovim klju¢nim farmakofornim elementima. Naime, procena farmakoforne sli¢nosti
ili sli¢nosti oblika jedinjenja podrazumeva generisanje reprezentativnih konformera
novodizajniranih struktura, pa je ovaj vid procene kvaliteta potencijalnih resenja
rac¢unarski znacajno zahtevniji. Kompromis izmedu racunarske zahtevnosti i efika-
snosti pretrage prostora potencijalnih resenja namece alternativni izbor heuristike
na kojoj bi takav algoritam bio zasnovan. U ovom kontekstu, genetski algoritmi su
se pokazali kao veoma primenjivi u de novo dizajnu. Kako je algoritam razvijen u
okviru ovog istrazivanja takode baziran na genetskom algoritmu, u narednim odelj-
cima detaljnije su opisani principi ove metaheuristike i neke od primena u de novo

dizajnu.

Principi genetskih algoritama

Genetski algoritmi (GA) su jedna od najsire koris¢éenih metaheuristika koja
primenu nalazi u raznovrsnim oblastima nauke od inZenjerstva i ekonomije do he-
moinformatike. GA pripada grupi tzv. algoritama inspirisanih prirodom i prvi ga je
predlozio Holland sredinom 70-tih godina proslog veka [283]. Ovaj algoritam pred-
stavlja apstrakciju Darvinove teorije evolucije osmisljen tako da potencijalna resenja
problema koji se optimizuje predstavljaju populaciju jedinki koja evoluira kroz ge-
neracije, uz ve¢u verovatnoc¢u opstanka onih jedinki koje su prilagodenije, odnosno
onih resenja koja su bolja. U osnovi veé¢ine genetskih algoritama stoje tri genet-
ska operatora: mutacija, ukrstanje ili rekombinacija (engl. cross-over) i selekcija.
Mutacijama i ukrstanjem populacije roditeljskih resenja dobija se nova generacija
jedinki, pri ¢emu se primenom selekcije obezbeduje da bolja resenja imaju vecu ve-
rovatno¢u da se prenesu u naredne generacije (elitizam). VrSenje selekcije zahteva
prethodno definisanje jedne ili vise funkcija procene (engl. objective function) po-
mocu kojih je moguce kvantifikovati odredena svojstva svakog reSenja u populaciji
(npr. sloZenost, tacnost). Funkcija prilagodenosti ili spremnosti (engl. fitness func-
tion) prevodi vrednosti objektivnih funkcija u meru prilagodenosti jedinke. Ukoliko
se problem optimizacije postavi kao problem maksimizacije, funkcija prilagodenosti
ima vece vrednosti za vise vrednosti objektivne funkcije. Obratno, ukoliko je cilj mi-
nimizacija vrednosti objektivne funkcije, veé¢e vrednosti prilagodenosti imace resenja

sa manjom vrednoséu objektivne funkcije. Primer genetskog algoritma prikazan je
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u pseudokodu kao algoritam 1 [284]:

Algoritam 1 Genetski algoritam

1: Definisati funkcije procene f(z),z = (x1...2;)

2: Definisati funkciju prilagodenosti F'(z) (F(x) o< f(x) za problem maksimizacije)
3: Np < veli¢ina populacije

4: p, +— verovatnoca mutacije

5: p. <— verovatnoca ukrstanja

6: P+ {}

7. for 1 < 0,7 < Np,i + + do > Sluc¢ajni odabir pocetne populacije
8: P < P U { nasumic¢no generisana jedinka }

9: end for

10: repeat

11: for P, € P do > Procena prilagodenosti jedinki u populaciji
12: Izracunati F'(P;)

13: end for

14: Q {}

15: while |Q| < Np do > Formiranje slede¢e generacije
16: R, +roditelj izabran iz P

17: Ry, <roditelj izabran iz P

18: if slucajan decimalni broj iz [0, 1] > p. then

19: D,, Dy < Ukrstanje(R,, Ry)

20: else

21: D,, D, <kopija(R,), kopija(R})

22: end if

23: if slu¢ajan decimalni broj iz [0, 1] > p,, then

24: D, <Mutacija(D,,)

25: Dy, <~Mutacija(Dy)

26: end if

27: Q + QU{D,, Dy}

28: end while

29: P+ Q

30: until dostignut kriterijum zaustavljanja ili maksimalan broj generacija
31: return finalna populacija P

Iako je GA konceptualno jednostavan, njegova primena na specifican prob-
lem, kao Sto je de novo dizajn hemijskih struktura, najcesée zahteva razvoj odgovara-
juéeg nacina predstavljanja individua (hromozoma) kao i pogodnih formi operatora
mutacije i ukrStanja. Tradicionalno, hromozomi u GA su predstavljeni kao nizovi
fiksne duzine koji sadrze binarne ili decimalne brojeve. Operatori mutacije i ukr-
Stanja moraju se prilagoditi nacinu kodiranja hromozoma. Primera radi, mutacija
niza bitova moze se ostvariti jednostavnim ,obrtanjem” jednog bita, dok se na niz
decimalnih vrednosti moze primenti tzv. Gausovska konvolucija (slika 1.17a). Ukr-

Stanje dva niza bitova moguce je izvesti na razli¢ite nacine, najjednostavniji od kojih
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je ukrtanje u jednoj tacki (engl. single point cross-over); sliéno, dva niza decimal-
nih brojeva mogu se ukrstiti intermedijernom rekombinacijom (slika 1.17b) [274].
Moguénost razli¢itog kodiranja hromozoma i dizajn specificno prilagodenih genet-
skih operatora daje veliku fleksibilnost genetskim algoritmima i omoguéava njihovu
primenu u Sirokom spektru problema optimizacije. Ipak, vazno je razumeti nacin na

koji svaki od genetskih operatora utic¢e na evoluciju resenja, kao sto je dalje opisano.

prvobitni gen

[ 1]oJo]o]1[1]o] 1] [9.23]6,06]3,15]2,15]4,25] 9,20]1,42] 7,13]
bit flip” ¢ ,Gausovska
” konvolucija”
[1]o]Jo]Jofo|[1]o] 1] [9.23]6,06]3.15]2,15]4,25]9,20]1,68] 7.13]

mutirani gen

(a) Obrtanje jednog bita (levo) i Gausovska konvolucija (desno) kao primeri mu-
tacije binarno odnosno decimalno kodiranog gena.

roditeljski geni

[ 1]JoJofJo]l1]1]o] 1] [7.15]1.36]2,19]8,17]0,38]6,24]3,13] 1,17]
["]1Jo[1Jo]1]o]o] [152]3.82]7,14]3,19]2,65]3,14]5,15] 3,69
¢ ukrétanje u jednoj :12221179:((112))12113 intermedijerna
tacki -t rekombinacija
v w
[1]o]Jo]1]o]1]o0o] o] [7.15]1.36]2,19]3,75] 0,38 6,24]3,13] 1,17]
[1T1JoJol 1 1]o] 1] [152]382]7,14]543]265]3,14]5,15]3,69]

geni potomaka

(b) Ukrstanje u jednoj tacki (levo) i intermedijerna rekombinacija u jednoj slu-
¢ajno izabranoj tacki (desno) kao primeri ukrstanja binarno odnosno decimalno
kodiranih gena.

Slika 1.17: Sematski prikaz mutacije 1 ukrStanja binarno i decimalno kodiranih
gena.

Mutacija Genetski algoritam treba da omogudi istrazivanje celokupnog prostora
mogucih reSenja (eksplorativnost) ali i da obezbedi fokusiranu potragu u odredenim
delovima prostora u cilju pronalaska optimuma (eksploatacija). Mutacija stoha-
sticki dovodi do povecanja diverziteta populacije i time uslovljava istrazivanje novih
delova prostora mogucih resenja. Mutacije osiguravaju da GA ima eksplorativan ka-

rakter, pomazu napustanju lokalnih optimuma i sprecavaju preranu konvergenciju
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algoritma. S druge strane, preucestale mutacije mogu dovesti do proizvoljne pre-
trage prostora mogucih resenja, $to smanjuje verovatnoc¢u pronalaska optimuma i
odlaze konvergenciju algoritma. Empirijski je pokazano da optimalan izbor verovat-
noce mutacije uglavnom podrazumeva male vrednosti (0,01-0,05), mada u zavisnosti
od specificne implementacije GA, adekvatan izbor moze biti i zna¢ajno drugaciji

[274, 284, 285].

Ukrstanje Nasuprot mutacije, ukrstanje je genetski operator koji obezbeduje is-
trazivanje ograni¢enog podprostora potencijalnih resenja. Ukrstanje omogucava me-
sanje karakteristika postojecih reSenja i time favorizuje konvergenciju do lokalnog
optimuma. Ukrstanjem najceSée nije moguce postié¢i eksploraciju celokupnog pro-
stora reSenja; primera radi, ukr§tanjem resenja S; = {1,0,1,1,0}1 5, = {0,0,1,0,1}
uvek ¢e se dobiti reSenje u podprostoru {*,0, 1, %, x}. Dok je stepen mutacije u GA
najcesée nizak, verovatnoca ukrstanja se obi¢no podeSava na relativno visoke vred-
nosti (0,8-0,9). Medutim, u kontekstu interakcije niske ucestalosti mutacija i viso-
kog elitizma algoritma, visoka ucestalost ukrstanja moze dovesti do prerane konver-
gencije. Konceptualno, ukr$tanje treba da omogucéi Sirenje povoljnih karakteristika
kroz populaciju razmenom gradivnih jedinica koje doprinose izrazenoj prilagodenosti
najboljih resenja. U ranim generacijama algoritma, medutim, ovo moze znacajno
smanjiti diverzitet populacije, ograniciti potragu na lokalni optimum i time spreciti

konvergenciju ka globalnom optimumu u prostoru resenja (274, 284, 285|.

Selekcija Selekcija najboljih resenja je klju¢an element GA jer se ovom operaci-
jom evolucija populacije prilagodava pejzazu funkcija procene koje odreduju kvalitet
reSenja. Selekcija moze biti deo razli¢itih delova algoritma. Obi¢no, prilikom for-
miranja naredne generacije individua, izbor roditelja (algoritam 1, linije 16 i 17)
nije nasumican, vec¢ je, u vecoj ili manjoj meri, verovatnoca izbora proporcionalna
prilagodenosti roditelja. Ukoliko je verovatnoéa izbora direktno proporcionalna pri-
lagodenosti roditelja, ovaj vid selekcije se oznacava kao selekcija tocka ruleta (engl.
roulette wheel selection). Manje elitistican karakter ima selekcija pomocu turnira
(engl. tournament selection) gde se iz populacije slu¢ajno bira n individua, od kojih
najprilagodenija postaje roditelj. Cesto se koriste binarni turniri (n = 2). Pored iz-
bora roditelja, selekcija moze biti implementirana u delu algoritma gde se vrsi smena
generacija (algoritam 1, linija 27). Pored jednostavne zamene celokupne roditeljske
generacije — generacijom potomaka, moguce je u narednoj generaciji zadrzati n naj-

boljih roditeljskih resenja (tzv. elita) ili celokupnu populaciju roditelja i potomaka

61



rangirati po prilagodenosti, uz zadrzavanje najprilagodenije polovine. Verzija GA
algoritma oznacena kao GA stacionarnog stanja (engl. steady-state GA) podrazu-
meva da se nakon generisanja dva nova reSenja proverava da li su nove individue
prilagodenije od najlosijeg reSenja u postojec¢oj populaciji. Ukoliko je to slucaj, lo-
Sija resenja se uklanjaju iz populacije a nove individue dodaju. U poredenju sa
generacijskim, GA stacionarnog stanja ima izrazeniji karakter eksploatacije jer naj-
prilagodenije individue ostaju u populaciji veoma dugo. Zauzvrat, ovo moze biti

uzrok prerane konvergencije [274, 284, 285].

Genetski algoritmi za optimizaciju sa vise ciljeva

De novo dizajniranje hemijskih struktura najc¢esée podrazumeva istovre-
meno zadovoljenje vise ciljeva, koji ¢esto mogu biti suprotstavljeni. Primera radi,
pored aktivnosti na odredenom ciljnom mestu dejstva, dizajnirane strukture treba
da imaju odgovarajuce fizicCko—hemijske karakteristike, da budu sintetski dostupne
i hemijski raznovrsne. Iz ovog razloga je u oblasti de novo dizajna postala usta-
ljena praksa da razvijeni algoritam bude prilagoden za optimizaciju sa vise ciljeva
[275, 286].

Opisan je veci broj metoda kojima se GA mogu prilagoditi optimizaciji sa
vise ciljeva (engl. multi-objective optimization, MOO) [284]. Jedan broj ovih metoda
podrazumeva prevodenje vrednosti vise funkcija prilagodenosti u jednu vrednost
(kroz zbir, proseénu vrednost ili proseénu vrednost dobijenu korié¢enjem razli¢itih
koeficijenata uz razlicite metrike prilagodenosti) nakon ¢ega problem optimizacije
postaje problem maksimizacije samo jedne funkcije prilagodenosti. Ovi pristupi
najcesCe zahtevaju arbitraran ili empirijski izbor koeficijenata kojima c¢e svakom
od ciljeva biti dodeljena odredena ,tezina”. Alternativni, i ¢eS¢e koriSéeni pristup,
jeste pronalazanje Pareto—optimalnih ili nedominiranih resenja. Koncept Pareto—
optimalnosti direktno je povezan sa konceptom Pareto—dominacije. Za reSenje A se
moze re¢i da Pareto—dominira nad reSenjem B, ukoliko je reSenje A barem podjed-
nako dobro kao resenje B i bolje od resenja B po vrednosti barem jedne od funkcija
prilagodenosti [274]. Sva reSenja za koja ne postoji Pareto—dominantno resenje ¢ine
Pareto—optimalna reSenja ili tzv. Pareto front (slika 1.18). Tako koris¢enje koncepta
Pareto—optimalnosti u GA-MOO eliminiSe potrebu za dodeljivanjem relativne ,te-
zine” svakom od ciljeva optimizacije, treba imati u vidu da efikasnost optimizacije
znacajno opada sa brojem ciljeva. Dodatno, Pareto—optimalna resenja nisu nuzno

ravnomerno raspodeljena na Pareto frontu (ili hiperravni). Moguce je da Pareto—
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optimalna reSenja sva budu relativno losa u kontekstu jednog od ciljeva optimizacije,
usled ¢ega veéina implementacija MOO algoritama nastoji i da generise skup resenja

koja su dobro rasporedena duz Pareto fronta [274].

Pareto front
nedominiranih reSenja
(o)

s

7

g

> (o]

=

] ° %
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7

o) o

jednostavnost sinteze

Slika 1.18: Ilustracija Pareto fronta na primeru optimizacije sa dva cilja, ¢ije
vrednosti funkcija procene treba maksimizovati

Jedna od najpopularnijih varijacija GA prilagodena za MOOQO jeste algori-
tam pod nazivom Nondominated Sorting Genetic Algorithm II (NSGA-II) koji su
predlozili Deb i saradnici [287]. Prilagodenost individua u populaciji kvantifikuje se
kroz Pareto rang (broj reSenja koja Pareto-dominiraju nad datim) i kroz udaljenost
datog resenja od drugih resenja na istom Pareto frontu (engl. crowding distance).
NSGA-IT ima elitisticki karakter: nakon formiranja populacije potomaka — kroz mu-
tacije, ukrstanje i selekcijom roditelja kroz binarne turnire — roditeljska populacija i
populacija potomaka zbirno se rangiraju i gornja polovina populacije prenosi u sle-
dec¢u generaciju. Elitisticka priroda NSGA-II trebalo bi da obezbedi relativno brzu

konvergenciju.

Primene genetskih algoritama u de novo dizajnu

U literaturi je opisan veliki broj algoritama za de novo dizajn [288-297|.
Ovde ¢e biti izlozeno samo nekoliko primera zasnovanih na GA, kao ilustracija razno-
vrsnih pristupa kodiranju genotipa dizajniranih molekula, razlic¢itih implementacija
operatora mutacije i ukrstanja kao i nacina za procenu prilagodenosti dizajniranih

struktura u kontekstu definisanih ciljeva.
Jedan od najpopularnijih GA za de novo dizajn je GANDI (Genetic Algo-
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rithm-based de Novo Design of Inhibitors) koji su opisali Dey i Caflisch [288]. GANDI
zahteva dostupnost strukture ciljnog mesta dejstva, a opciono prihvata i strukture
poznatih inhibitora. Optimizacija zapocinje dokingom kolekcije fragmenata u defi-
nisano vezivno mesto, pri ¢emu se hromozomi kodiraju kao nizovi gena, gde je svaki
gen predstavljen celobrojnom vrednosti koja odgovara nekoj od poza kolekcije frag-
menata. Ukrstanje hromozoma implementirano je kao ukrStanje u jednoj tacki, a
mutacije se vrse slu¢ajnim izborom nove celobrojne vrednosti iz normalne raspodele.
Fragmenti kodirani hromozomom zatim se povezuju koriséenjem dostupnih linkera.
Prilagodenost svakog resenja kvantifikuje se procenom energije vezivanja i unutra-
Snje energije svake dizajnirane strukture, a opciono se uzima u obzir i topoloska ili

trodimenzionalna sli¢nost sa poznatim inhibitorima.

Durrant i saradnici [296] opisali su algoritam, AutoGrow 3.0, koji se ta-
kode zasniva na dokingu struktura u definisano vezivno mesto, ali koji direktno
uzima u obzir sintetsku dostupnost kreiranih struktura. Dizajn zapocinje od ko-
lekcije fragmenata, pri ¢emu je mutacija individua u populaciji implementirana kao
slu¢ajno izabrana reakcija klik-hemije postojeceg i njemu kompatibilnog fragmenta.
Za mutacije AutoGrow koristi bazu reakcija klik—hemije implementiranu u Auto-
ClickChem programu [298]. Ukrstanje hromozoma vr$i se razmenom bo¢nih lanaca
dva roditelja, nakon identifikovanja najveée zajednicke podstrukture koriséenjem
LigMerge algoritma [299|. Proizvodi ukrstanja, stoga, nisu nuzno sintetski dostupni
reakcijama klik—hemije. Prilagodenost dobijenih struktura procenjuje se fleksibilnim

dokingom.

Pfeffer [291] i saradnici razvili su GARLig (Genetic Algorithm using Re-
agents to compose Ligands) algoritam inspirisan principima kombinatorne sinteze.
Dizajn biblioteke zapocinje od osnovne strukture, koja se ne menja tokom optimiza-
cije, u okviru koje se oznacavaju mesta na kojima je moguca varijacija supstituenata.
U cilju kodiranja genotipa resenja u populaciji, reaktanti se grupisu po hemijskoj
slicnosti i svakom se dodeljuje celobrojni identifikator, na na¢in koji obezbeduje da
slicni reaktanti imaju sli¢ne vrednosti ovog jedinstvenog broja. Sam GA je imple-
mentiran uz elitisticke elemente koji dozvoljavaju prenos roditeljske elite u narednu
generaciju bez promena. Mutacija i ukrStanje implementirani su slicno Gausovskoj
konvoluciji i intermedijernoj rekombinaciji, samo u prostoru celobrojnih vrednosti.

Prilagodenost resenja procenjuje se dokingom.

Jedan od prvih algoritama za de novo dizajn uz optimizaciju vise ciljeva
opisali su Nicolaou i saradnici [289]. MEGA (Multiobjective Evolutionary Graph Al-
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gorithm) kodira genetsku reprezentaciju struktura kao grafove, gde su ¢vorovi grafa
gradivne jedinice, a grane njihova povezanost. Gradivne jedinice mogu biti atomi,
veze ili fragmenti, pri ¢emu se njihova moguénost povezivanja utvrduje pomocu
RECAP pravila [300]. Mutacija podrazumeva promene slucajno izabranih ¢vorova
grafa, dok se ukrStanje vrsi razmenom ¢vorova roditeljskih grafova, pri ¢emu se iz-
vodivost izmene procenjuje takode RECAP pravilima. MEGA optimizuje strukture
sa tri cilja: (i) povec¢anje afiniteta dizajnirane strukture za ciljno mesto, §to se pro-
cenjuje dokingom; (ii) povecanje sli¢nosti ili razli¢itosti novih struktura u poredenju
sa strukturom poznatog bioaktivnog liganda; (iii) smanjenje broja krsenja pravila
Lipinskog. Prilagodenost resenja procenjuje se prema Pareto rangu, pri ¢emu algo-
ritam istovremeno koristi koncept nisa (engl. niching) u cilju o¢uvanja diverziteta

populacije.
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Poglavlje 2

Cilj rada

Ciljevi istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bili su:

1. Uspostavljanje osnove za racionalno dizajniranje novih inhibitora EZH2, za-
snovano na poznavanju strukture ciljnog vezivnog mesta na enzimu. Specifi¢ni

ciljevi u okviru ovog dela istrazivanja su:

(a) Uspostavljanje i validacija modela trodimenzionalne strukture vezivnog
mesta za kofaktor EZH2, u konformaciji relevantnoj za proucavanje in-

terakcije liganada sa ovim vezivnim mestom.

(b) Izucavanje interakcije poznatih inhibitora EZH2 sa kofaktor-vezivnim me-
stom primenom simulacija molekularne dinamike i proracuna slobodne
energije vezivanja, kao i definisanje intermolekulskih interakcija koje klju¢no

doprinose aktivnosti i selektivnosti proucavanih inhibitora.

(c¢) Uspostavljanje i validacija farmakofornog modela inhibitora EZH2 na

osnovama rezultata simulacija MD odgovarajuc¢ih kompleksa.

2. Razvoj pouzdanih modela za rac¢unarsku klasifikaciju malih organskih mo-
lekula kao supstrata i nesupstrata Pgp-a i BCRP-a. Uz analizu struktur-
nih odrednica transporta posredovanog ovim transporterima, razvijeni modeli
treba da podrze dizajn novih potencijalnih inhibitora EZH2 koji nece biti
njihovi supstrati. Dizajn takvih inhibitora ima za cilj smanjenje rizika od izo-
stanka celijske efikasnosti usled prekomerne ekspresije Pgp-a i/ili BCRP-a u

tumorskim ¢elijama. Specificni ciljevi u okviru ovog dela istrazivanja su:
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(a)

Formiranje visoko-konzistentnih setova hemijski raznovrsnih supstrata i
nesupstrata Pgp-a, odnosno BCRP-a, primenom sistemati¢nog pristupa
u proceni pouzdanosti dostupnih eksperimentalnih podataka o transportu

posredovanom ovim transporterima.

Razvoj i validacija prediktivnih klasifikacionih modela primenom dve me-
tode masinskog ucenja: vestackih neuronskih mreza i support vector mac-

hine algoritma.

Definisanje delova hemijskog prostora u kojem je najveéa verovatnoca
pronalaska supstrata Pgp-a, BCRP-a, odnosno dualnih supstrata ova dva

transportera.

3. Racunarski dizajn novih potencijalnih inhibitora EZH2 primenom de novo

pristupa. Specifi¢ni ciljevi u okviru ovog dela istrazivanja su:

(a)

Implementacija algoritma za de novo dizajn hemijskih struktura uz isto-
vremenu optimizaciju vise ciljeva. Data implementacija treba da obez-
bedi delimi¢no automatizovan dizajn jedinjenja koja zadovoljavaju pret-
hodno uspostavljenu farmakofornu hipotezu inhibitora EZH2, poseduju
adekvatne fizicko-hemijske karakteristike i imaju nisku sintetsku sloze-

nost.

Formiranje fokusirane, virtuelne kolekcije potencijalnih EZH2 inhibitora
koris¢éenjem implementiranog algoritma, i pretrazivanje ove kolekcije u

cilju identifikacije manjeg broja struktura za dalje proucavanje.

Identifikacija optimalnih struktura potencijalnih EZH2 inhibitora prime-

nom simulacija MD i prorac¢una slobodne energije vezivanja.

Modifikacije strukture predlozenih EZH2 inhibitora u cilju eliminisanja

eventualne podloznosti transportu posredovanom Pgp-om i/ili BCRP-om.
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Poglavlje 3

Eksperimentalni deo

3.1 Simulacije molekularne dinamike EZH2

3.1.1 Homologo modeliranje EZH2

U razvoju modela kompletnog kofaktor-vezivnog mesta EZH2 iskorisé¢ena
je dostupna kristalna struktura njegovog SET domena, dok je deo strukture koji for-
miraju aminokiseline post-SET domena modeliran na osnovu homologije sa drugim
PKMT.

U razvoju modela post-SET domena, kao strukturne matrice iskoriséene su
kristalne strukture enzima SETD7 i SETDS, koji, kao i EZH2, ne poseduju post-SET
domen bogat cisteinima. Za modeliranje su upotrebljene strukture tercijarnih komp-
leksa, u kojima su enzimi kokristalisani sa proizvodom kofaktora SAH i histonskim
supstratom, jer je u ovim formama post-SET domen potpuno struktuiran i pozicio-
niran tako da zatvara vezivno mesto, stabilizuju¢i SAH. Trodimenzionalne strukture
preuzete su iz internet baze Protein Data Bank (PDB). Korisé¢ene su kristalograf-
ski resene strukture kompleksa SETD7 rezolucije 1,75 A iz PDB unosa 109S [68] i
SETDS rezolucije 1,45 A iz PDB unosa 1ZKK [301]. Kanonske sekvence humanih
EZH2 (segmenat 611-746), SETD7 (segmenat 214-366) i SETDS8 (segmenat 257
393) preuzete su iz internet baze UniProt Protein Knowledgebase (unosi 15910,
Q8WTS6 i QINQRI, redom). Poravnanje sekvenci izvrseno je pomocéu T-Coffee

Servera (302, 303] i ilustrovano je na slici 3.1.

Kristalne strukture kompleksa SETD7 i SETDS8 obradene su u programu
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EZH2_(UniProtkB_Q15910) 611 KKHLLL - - A
SETD7_(UniProtkB_Q8WTS6) 214 ER - VY VAES L
SETD8_(UniProtkB_Q9NQR1) 257 EG - MK | - -D L

Fl KDPVQKNEF I EYCGE I |
FS KVAV TVM FYNGVR I
I A TKQFSRGDFV VE DLI

QEVDSRDWAL

Q DEADRRGKYV
| TDAKKREAL

EZH2_(UniProtkB_Q15910) 659 DK - - - - - - M CSFLFNLNND FVVDATRK L I - RFA VN
SETD7_(UniProtkB_Q8WTS6) 263 NG - - - - - - N - ---TLSLDEE VIDVPEPY HVSKYCASL HKA FT
SETD8_(UniProtkB_Q9NQR1) 304 AQDPSTGC Y M Y-FQYLSKT CVDATRET R------- L RL I KC
EZH2_(UniProtkB_Q15910) 695 C Y AK VMMV N -DHRIGIFAK RA I EELF FDYRYSQADA LKYVGIE-RE
SETD7_(UniProtkB_Q8WTS6) 303 C | YDMF V R F IKCIRTL RAVEADEEL VA DHS KS - EAPE
SETD8_(UniProtkB_Q9NQR1) 346 CQ T KL HD I D -V LILIAS RDIAAGEELL D D----R SKA-SIEA
EZH2_(UniProtkB_Q15910) 743 - - - - - - - - - - -ME |

SETD7_(UniProtkB_Q8WTS6) 352 WYQVELKAFQ A QK

SETD8_(UniProtkB_Q9NQR1) 390 - - - - - - - - - - -WLK

Slika 3.1: Superpozicija sekvenci delova EZH2, SETD7 i SETDS8 korisé¢eno u ra-
zvoju homologog modela.

Chimera 1.8 [304], uklanjanjem svih osim jednog proteinskog lanca, histonskih sup-
strata i drugih kokristalisanih molekula. Kokristalisani SAH, naprotiv, ostavljen je
u strukturama koje su koriséene u razvoju homologog modela EZH2. Modeliranje
je izvrSeno pomocu programa Modeller 9.11 [305, 306], koris¢enjem Chimera-e kao
grafickog interfejsa. Generisano je ukupno 1.000 homologih modela EZH2 od kojih

je sa¢uvano 50 sa najboljim vrednostima Modeller funkcije procene.

Najveéi deo strukture finalnog modela EZH2 preuzet je iz kristalografski
reSene strukture njegovih SET i CXC domena rezolucije 2 A (PDB unos 4MI0) [125].
Ova struktura skracena je na deo koji obuhvata SET domen (segmenat 611-726),
pri ¢emu su aminokiseline Y658 i D659, ¢iji polozaj nije kristalografski resen, do-
date pomoc¢u protokola za modeliranje petlji programa Modeller [307]. Na ovako
pripremljenu strukturu SET domena EZH2, redom je superponirano 50 najboljih
homologih modela u cilju odabira najsli¢nijeg, uzimajuci u obzir koren srednje vred-
nosti kvadrata odstupanja (engl. root-mean-square deviation , RMSD) polozaja C,
atoma. Post-SET domen odabranog modela (segmenat 727-746) zatim je pripojen
kristalografski resenoj strukturi SET domena, ¢ime je dobijen kona¢ni model duzine
136 aminokiselina, sa potpuno formiranim mestom za vezivanje kofaktora. U cilju
daljeg unapredenja modela, izvrene su simulacije molekularne dinamike (MD). U
vezivno mesto prvo je dodat proizvod kofaktora SAH u konformaciji za koju je po-
znato da je visoko o¢uvana u binarnim i tercijarnim strukturama svih PKMT. Ovaj
korak je izveden superponiranjem strukture modela sa kristalografski resenom struk-
turom binarnog kompleksa GLP (PDB unos 3HNA), pri ¢emu su drugi autori ranije
ukazali na sli¢nost vezivnih mesta ova dva enzima [125|. Dinamika pripremljenog

kompleksa istrazivana je pomocu simulacija klasi¢ne i ubrzane MD.
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3.1.2 Simulacije MD EZH2-SAH kompleksa i apo oblika EZH2

Priprema EZH2-SAH kompleksa za simulacije MD izvrSena je na sledeci
nac¢in. N-terminus EZH2 neutralisan je dodavanjem acetil grupe. Nedostajué¢i vodo-
nici dodati su u strukturu, pri ¢emu je stanje jonizacije bo¢nih lanaca aminokiselina
prilagodeno njihovim dominantnim oblicima na pH 8,0 u skladu sa pKa predvida-
njima dobijenim sa PROPKA3 [308] servera. Preciznije, svi aspartati i glutamati u
strukturi su deprotonovani, arginini i lizini protonovani a histidini monoprotonovani.
Na osnovu vizuelne analize okruzenja histidina, u smislu potencijala formiranja vo-
doni¢nih veza, H613 je protonovan na d-azotu, dok su H689 i H706 e-protonovani.
Kompleks je zatim solvatisan, neutralisan i parametrizovan pomoc¢u Tleap modula
AmberTools 12 [309] paketa programa. Upotrebljen je kvadar prethodno ekvilibri-
sane vode dimenzija odabranih tako da sa svake strane kompleksa bude zastupljen
sloj rastvaraca od najmanje 10 A. Sistem je neutralisan dodatkom jednog Na™ jona.
Proteinski deo strukture parametrizovan je Amber ff99SB poljem sila [310], za vodu
su korigéeni parametri TIP3P modela [311], dok su parametri za SAH preuzeti iz
literature [312].

Pripremljeni kompleks zatim je minimizovan metodom konjugovanih pra-
vaca do konvergencije ukupne potencijalne energije sistema u dve faze. U prvoj fazi,
5.000 koraka minimizacije izvrSeno je fiksiranjem polozaja proteina i proizvoda ko-
faktora, tako da su samo molekule vode i jona mogle da menjaju polozaje. U drugoj
fazi, tokom narednih 5.000 koraka minimizacije, polozaji teskih atoma proteina i
proizvoda kofaktora harmonijski su bili vezani za svoje pocetne polozaje korisce-
njem konstante sile od 10 keal mol™! A~2. Sistem je zatim zagrevan od 0 do 298 K,
podizanjem temperature simulacije za 1 K svakih 0,3 ps, pri ¢emu je harmonijsko
ogranic¢avanje fluktuacije teskih atoma bilo aktivno i tokom faze zagrevanja. Na-
kon postizanja temperature od 298 K, sistem je ekvilibrisan kratkom simulacijom u
trajanju od 2 ns tokom kojih su pokreti post-SET domena bili slobodni, dok je te-
skim atomima ostatka proteina i proizvodu kofaktora nametnuto blago harmonijsko
ograni¢enje, koris¢enjem konstante sile od 1 kecal mol™! A~2. Nakon ekvilibracije,
kratka simulacija od 1 ns sprovedena je u cilju prikupljanja podataka neophodnih

za definisanje parametera simulacije ubrzane MD (aMD).

Algoritam ubrzane MD (aMD) [313|, implementiran u programu NAMD
[314], iskoris¢en je u cilju efikasnog istraZivanja faznog prostora dostupnog post-
SET domenu. Tokom aMD simulacija, strukture SET domena i kofaktora odrzavane

su blizu pocetnim, eksperimentalno utvrdenim koordinatama kroz upotrebu blagog
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harmonijskog ogranicenja konstante sile od 1 kcal mol™* A~2. Simulacija aMD
sprovedena je u dual boost rezimu [315], a parametri ubrzanja odabrani su na osnovu
preporuka iz literature za solvatisane proteine parametrizovane Amber poljem sila

[316, 317]. Korisc¢ene su sledece formule:

Edih = <‘/dzh> + 4. Nyes (31)
4
Agin = g * Npes (32)
Npyes
Etotal - <‘/;€otal> + 5 (33)
Natom
Qtotal = ; (34)

gde su Fg;, 1 ag;, parametri ubrzanja diedralnih uglova a Ejoe 1 Qorar pa-
rametri ubrzanja celog sistema, odredeni na osnovu srednjih vrednosti potencijalne
energije diedralnih uglova (Vy;,) 1 ukupne potencijalne energije sistema (Vjyq;) koji
sadrzi n,.., proteinskih rezidua, odnosno ukupno 74, atoma. Srednje vrednosti po-
tencijalne energije procenjene su iz kratke simulacije (1 ns) ekvilibrisanog sistema.
Primenom navedenih formula, parametri ubrzanja podeSeni su na sledece vrednosti:
Egin = 1.954 keal mol™!, agip, = 109 keal mol™, Eipar = -60.509 keal mol™! i oyorar
= 5.300 kcal mol~*.

Simulacija ubrzane molekularne dinamike ostvarena je kroz 12,5 miliona
koraka, uz korisé¢enje vremenskog koraka od 2 fs u integraljenju jednacina kretanja.
Treba imati u vidu da zbog modifikovanog oblika potencijala, istrazivanje faznog
prostora tokom ove simulacije ne odgovara onom koje bi bilo moguce uociti za 25 ns
konvencionalne MD i da je odredivanje vremenskog ekvivalenta generalno slozeno
[318]. Iz trajektorije aMD simulacije zatim su izdvojene konfiguracije sistema koje
predstavljaju energetski najstabilnija stanja, uzimajuc¢i u obzir 30% trajektorije u
kojem je modifikacija potencijala bila najizrazenija. Ovaj podset trajektorije gru-
pisan je prema RMSD vrednostima kostura proteina i klaster sa najveé¢im brojem
¢lanova u kojem je post-SET domen bio u kontaktu sa SAH uzet je kao reprezenta-

tivna struktura za dalje istrazivanje.

U cilju generisanja veé¢eg broja konformacija vezivnog mesta kofaktora, koje
potencijalno predstavljaju konformacije relevantne za vezivanje inhibitora, reprezen-
tativna struktura iz aMD simulacije dalje je simulirana konvencionalnom MD, sli¢no

metodi relaksiranog kompleksa [319]. Iz reprezentativne strukture uklonjen je SAH i
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sprovedena je simulacija od 15 ns apo oblika enzima. Kako bi se izdvojile strukture
EZH2 pogodne za doking inhibitora u pretpostavljeno vezivno mesto, izvrseno je
grupisanje kadrova trajektorije: prvo na osnovu RMSD vrednosti kostura proteina,
a zatim na osnovu vrednosti RMSD tegkih atoma aminokiselina koje formiraju ve-
zivno mesto kofaktora. U reprezentativne strukture svakog klastera sa vise od 150
¢lanova izvrSen je doking piridonskih inhibitora da bi kona¢no bila odabrana ona
struktura pomocu koje je bilo mogucée najbolje reprodukovati poze inhibitora koje
bi bile o¢ekivane na osnovu dostupnih eksperimentalnih podataka. Stereohemijska
validnost odabrane reprezentativne strukture, nakon energetske minimizacije, pro-

verena je pomo¢u PROCHECK programa [320] na SAVS v3 serveru.

3.1.3 Poredenje slicnosti vezivnih mesta PKMT

Struktura kofaktor-vezivnog mesta u razvijenom modelu EZH2 uporedena
je sa drugim PKMT koje imaju SET domen a ¢ije su strukture dostupne u PDB-u.
U poredenje su ukljuceni sledec¢i enzimi: G9a (PDB unos 208J), GLP (PDB unos
3HNA), MLL (PDB unos 2W5Z), SETD7 (PDB unos 3M53), SETD8 (PDB unos
1ZKK), SETD2 (PDB unos 4H12), SETMAR (PDB unos 3BO5) i Suv39H2 (PDB
unos 2R3A). Kofaktor-vezivno mesto svake od struktura definisano je prema sc-PDB
definiciji [321] kao skup svih aminokiselina koje se nalaze na udaljenosti < 6,5 A
od bilo kog teskog atoma SAM ili SAH kokristalisanog sa datim enzimom. Pore-
denje sli¢nosti vezivnih mesta izvr8eno je primenom FuzCav metode [322]|. FuzCav
je metoda koja ne zavisi od superponiranja poredenih struktura, ve¢ se hemijsko
okruzenje svakog vezivnog mesta opisuje ,otiskom prsta’ u vidu binarnog niza du-
zine 4.833 bitova. Otisak prsta kodira se tako sto se svakoj aminokiselini pridruzuje
jedna ili vige farmakofornih karakteristika (npr. aromati¢an centar fenilalaninu, ak-
ceptor vodoni¢ne veze i negativan centar aspartatu itd.), nakon Cega se u fiksnim
udaljenostima izmedu Ca atoma utvrduje prisustvo ili odsustvo jedinstvenih far-
makofornih tripleta, svaki od kojih definisu tri farmakoforne tacke i tri rastojanja
izmedu njih. Pored poredenja sli¢nosti celovitih vezivnih mesta, pripremljen je i do-
datan set struktura iz kojih su uklonjene rezidue koje pripadaju post-SET domenu
(sve aminokiseline C-terminalno od o¢uvanog tirozina Y726 u strukturi EZH2). Ovo
je uc¢injeno sa ciljem utvrdivanja doprinosa post-SET domena diverzitetu vezivnog
mesta kofaktora. Vazno je naglasiti da sama veli¢ina vezivnog mesta ne uti¢e na

procenu sli¢nosti baziranu na FuzCav otiscima prstiju [322].
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3.1.4 Simulacije MD EZH2 u kompleksu sa piridonskim in-

hibitorima
Mbolekulski doking

Pocetne strukture EZH2 u kompleksu sa 13 piridonskih inhibitora koji su
obuhvaceni ovim delom studije (slika 1.10 i tabela 1.3) pripremljene su molekulskim
dokingom kori§¢enjem programa AutoDock Vina [323|. Stanje jonizacije svakog od
inhibitora odabrano je prema oc¢ekivanom dominantnom obliku pri pH 8,0 u skladu
sa predvidanjima Calculator Plugin-a Marvin 6.0.3 paketa [324]. Preciznije, uzeto
je da se svi inhibitori dominantno nalaze u neutralnom obliku izuzev jedinjenja
126 koje je protonovano na piperidinskom azotu. Oblast pretrage doking algoritma
(engl. search box) centrirana je na pretpostavljeno mesto kofaktora u reprezenta-
tivnoj strukturi EZH2 i dimenzionisana tako da se proteze 20 A u svakom praveu.
Iscrpnost pretrage (engl. exhaustiveness) podeSena je na 16, pri ¢emu je sacuvano
15 najboljih poza u cilju vizuelne identifikacije optimalne. Optimalnom pozom je
smatrana ona koja je u najvec¢oj meri bila u skladu sa ocekivanom orjentacijom in-
hibitora (diskutovano u uvodnom odeljku i ilustrovano na slici 1.11), bez obzira na

energiju vezivanja procenjenu dokingom.

Parametrizacija liganada

Ligandi su parametrizovani za dalje simulacije GAFF (engl. general Amber
forcefield) poljem sila [325], verzija 1.4. GAFF-kompatibilni tipovi dodeljeni su
atomima liganada automatski, koris¢enjem Antechamber programa [326], dok su
parcijalna atomska naelektrisanja izvedena iz elektrostatskog potencijala izra¢unatog
na HF /6-31G* nivou teorije, primenom RESP postupka uklapanja [327]. Koris¢ena
je RESP implementacija programa R.E.D. Tools IV [328] na R.E.D. Serveru [329].
U dobijanju parcijalnih atomskih naelektrisanja koriS¢ena su tri koformera svakog
ihibitora, ¢ije su ravnoteZzne geometrije optimizovane na HF /6-31G* nivou teorije
pomoc¢u programa Orca 2.9 [330], pre slanja na R.E.D. Server. Finalni kvantno-

mehanicki proracuni na serveru obavljeni su u programu Gaussian09 [331].
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Simulacije MD

Svaki od 13 kompleksa pripremljen je za simulacije sledeé¢im postupkom.
Sistem je solvatisan koris¢enjem kvadra TIP3P vode, dimenzija odabranih tako da sa
svake strane kompleksa bude prisutan sloj od barem 10 A rastvaraca. Neutralizacija
svih kompleksa izvr§ena je dodatkom jednog Na* jona, izuzev EZH2-126 kompleksa,
gde neutralizacija nije bila neophodna. Proteinski deo kompleksa parametrizovan je
Amber ff99SB poljem sila. Pripremljeni sistemi u proseku su sadrzali 24.500 atoma

i imali su dimenzije 68 x 60 x 68 A.

Minimizacija energije sistema obavljena je kroz 10.000 koraka algoritma
konjugovanih pravaca, pri ¢emu su tokom prvih 5.000 koraka protein i ligand bili
fiksirani, dok su tokom narednih 5.000 koraka njihovi polozaji bili harmonijski ve-
zani za poCetne koordinate uz konstantu sile od 10 kcal mol™' A~2. Zagrevanje
sistema izvrSeno je postepeno, povecanjem temperature simulacije od 0 do 298 K,
tempom od 1 K na svakih 0,3 ps. Tokom zagrevanja, teski atomi proteina i li-
ganda harmonijski su bili vezani za pocetne polozaje uz konstantu sile od 1 kcal
mol~! A2, Nakon zagrevanja, ovo blago harmonijsko ogranicenje primenjivano je
na atome SET domena dodatnih 1 ns, dok su post-SET domen i ligand bili slo-
bodni. Pocetnih 1 ns ekvilibracije nastavljeno je bez ikakvih ograni¢enja na pokrete
sistema barem 4 ns u izotermalno-izobarskom ansamblu, pri ¢emu je ekvilibracija
sistema pracena kroz RMSD vrednosti koordinata kostura proteina, teskih atoma
vezivnog mesta odnosno teskih atoma liganada. Ukoliko bi sistem postigao zadovo-
ljavajucu ekvilibrisanost nakon ove 4 ns, simulacija bi bila nastavljena dodatne 4 ns
(produkciona faza) u izotermalno-izobarskom ansamblu, pri ¢emu je ova trajektorija
koris¢éenja u MM /GBSA prora¢unima. U suprotnom, ekvilibracija je nastavljena do
stabilizovanja fluktuacija RMSD vrednosti pre zapocinjanja simulacije od 4 ns koja
je bila upotrebljena za procenu slobodne energije vezivanja. U sluc¢aju svakog od
kompleksa, nakon zavrsetka prve produkcione simulacije od 4 ns, brzine atoma u
sistemu ponovo su inicijalizovane i sprovedeno je dodatnih 10 ns simulacije u cilju
procene efekata duzeg trajanja na proracun slobodne energije vezivanja i stabilnost

poze inhibitora u vezivnom mestu.

Dodatan set simulacija sproveden je sa modelom strukture EZH2 u kojem
su prisutne mutacije odredenih aminokiselina. Simulirani su EZH2477¢ 4 kompleksu
sa inhibitorima E4Z i E5Z, EZH2Y ¥ y kompleksu sa E4Z i E5Z, EZH24%7V y
kompleksu sa E5Z, kao i apo oblici EZH2Y64N | EZH2Y64C  Strukture svakog

od mutiranih oblika EZH2 pripremljene su pomoéu Mutagenesis Wizard funkcije
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programa PyMOL [332] koris¢enjem Dunbrack biblioteke rotamera [333] u izboru
konformacije bo¢nog lanca mutirane aminokiseline. Prilikom zamene boc¢nog lanca,
izbor rotamera izvrsen je na nacin da izmenjena rezidua ne stupa u nedozvoljene

kontakte sa okolnim aminokiselinama.

3.1.5 Opsti parametri MD simulacija i analiza trajektorija

Simulacije molekularne dinamike sprovedene su pomoc¢u programa NAMD
2.8b3 [334]. Uslovi periodi¢nih granica (engl. periodic boundary conditions) posto-
jali su u sve tri prostorne koordinate. Kretanje vodonika kovalentno vezanih za teske
atome ogranicavano je SHAKE algoritmom, izuzev u okviru molekula TIP3P vode,
za koje je koriS¢en brzi SETTLE algoritam. U integraljenju jednacina kretanja ko-
riS¢en je vremenski korak od 2 fs, a isti vremenski korak koriséen je i u proceni van
der Waals-ovih i elektrostatskih sila. Van der Waals-ove interakcije izmedu atoma
racunate su do udaljenosti od 12 A uz korigéenje analiticke korekeije u kompenzova-
nju efekata ,skracenja” Lennard-Jones-ovog potencijala. Elektrostaticke interakcije
procenjivane su pomocu particle-mesh Fwald metode, ra¢unanjem doprinosa u re-
alnom prostoru do rastojanja od 12 A i korigéenjem mreze jedini¢ne dimenzije od 1
A u reciproénom prostoru. Temperatura u simulacijama odrzavana je konstantnom
pomocu Langevin-ove dinamike uz koeficijent prigusenja (engl. damping coefficient)

od 2 ps~.

U simulacijama sa konstantnim pritiskom, koris¢en je Nose-Hoover-ov
klip sa periodom oscilacije od 500 fs i prigusenjem tokom 200 fs, podesen na ciljnu

vrednost pritiska od 1,01 bar.

Vizuelizacija i analiza trajektorija izvrSena je pomoéu programa VMD
[335], grcarma [336] i MDpocket [337]. MDpocket iskori¢en je u proceni uticaja
mutacija EZH2 na veli¢inu i druge osobine vezivnog mesta za kofaktor. U ovoj
analizi koriSéeno je 500 podjednako vremenski udaljenih kadrova iz trajektorija tra-
janja 4 ns, koris¢enih i u MM /GBSA prorac¢unima. Pre analize, strukture EZH2 iz
ovih kadrova superponirane su minimizacijom RMSD koordinata kostura proteina
pomocu ptraj programa iz AmberTools paketa. Detekcija dzepova u proteinu koju
MDpocket vrsi zasniva se na proceduri prvobitno opisanoj u sklopu Fpocket metode
[338]. Ova procedura zasniva se na postavljanju alfa-sfera u protein, ¢iji minimalni
i maksimalni poluprecnik definise korisnik. Povrsina alfa-sfere istovremeno mora da
dodiruje cetiri atoma proteina, bez ukljuc¢ivanja ijednog atoma proteina u svojoj
unutrasnjosti. Nakon postavljanja, svaka alfa-sfera pridruzuje se najblizoj tacki pre-

seka virtuelne resetke jedini¢ne dimenzije 1 A, koja je superponirana na prvi kadar
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analizirane trajektorije. Broj alfa-sfera pridruzenih svakoj tacki preseka broji se za
svaki kadar trajektorije i kona¢no normalizuje brojem kadrova ¢ime se dobija mapa
gustina alfa-sfera. U ovoj studiji, minimalni polupre¢nik sfere od 3 A, maksimalan
precnik od 6 A i mapa izogustine sa izovrednoséu od 8 koris¢eni su za definisanje
dZzepova jer je ovaj izbor parametara omogucio dobro razlikovanje mesta za vezivanje
kofaktora od drugih Supljina u proteinu. Izovrednost od 8 podrazumeva da svaka
tacka preseka virtuelne resetke u okolnom prostoru od 8 A3 sadrzi centre barem
3 izosfere. Spajanjem mreze takvih tacaka, dobijena je kontura vezivnog mesta u

proteinu.

3.1.6 MM/GBSA proracuni i analiza efekata mutageneze u

alanin

MM /GBSA metoda [339] koriS¢en je za procenu relativnih energija veziva-
nja (AG i apsa) 13 piridonskih inhibitora za EZH2. Proracuni su izvreni pomocu
MMPBSA.py programa [340] iz AmberTools 12 paketa, pristupom koji koristi samo
trajektoriju simulacije kompleksa. Slobodna energija procenjena je iz 500 vremen-
ski podjednako udaljenih kadrova trajektorije trajanja 4 ns, pri ¢emu je entropijska
komponenta AGysy/apsa zanemarena, pod pretpostavkom da je ovaj doprinos slo-
bodnoj energiji vezivanja priblizno isti za sve analizirane ligande. U izracunavanju
slobodne energije solvatacije koris¢en je modifikovani generalizovani Bornov model
GBOYBC[ [341], dok je, u proceni doprinosa nepolarnih interakcija, za izra¢unavanje

povrsine dostupne rastvaracu koris¢en LCPO metod [342].

Doprinos pojedina¢nih aminokiselina stabilizaciji liganada u vezivnom me-
stu procenjen je pomocu ra¢unarskog ,alaninskog skeniranja” (engl. alanine scan-
ning) implementiranog u MMPBSA.py programu. U okviru ove metode, odabrane
aminokiseline prevode se u alanin a zatim se ponovo vrse MM/GBSA proracuni u
cilju kvantifikovanja energetskog doprinosa datog bo¢nog lanca energiji vezivanja
liganda. Kako bi ova analiza mogla da koristi postoje¢e MD trajektorije, pretpos-
tavlja se da mutacija ve¢e aminokiseline u alanin ne bi trebalo znacajnije da utice
na celokupnu konformaciju proteina [340|. U literaturi je pokazano da je ova pretpo-
stavka validna na veé¢em broju sistema, odnosno da ra¢unarsko ,alaninsko skeniranje”
moze kvalitativno da reprodukuje eksperimentalne rezultate ovakve mutacije [343].
U sklopu analize mutirane su sledeé¢e aminokiseline vezivnog mesta: V621, W624,
Y661, C663, F665, N688, S690, F723, Y726, Y728, 1739, E742 i M743. Promena u

slobodnoj energiji vezivanja liganda nakon mutacije definisana je izrazom:
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AANGymjaesa = DG TEpsa — AGYapsa (3.5)

Vrednosti AAGyav/apsa su relativnog karaktera i medusobno uporedive
samo u okviru istog kompleksa, pa su prevashodno korisne u identifikovanju amino-

kiselina koje daju kljucan doprinos stabilizaciji liganada.

3.1.7 Analiza konformacionih preferenci odabranih inhibitora

Analiza konformacionih preferenci inhibitora 126 i G3K izvrsena je kor-
is¢enjem well-tempered metadinamike [344, 345], implementirane u PLUMED kodu
[346] kojim je modifikovan izvorni kod NAMD programa. Definisane su dve kolek-
tivne varijable (engl. collective variable, CV) na koje je delovao metadinamikom
izmenjen potencijal: odabrana su dva diedralna ugla koji odgovaraju rotaciji oko
dve veze koje spajaju piridonski prsten za centralnim amidom. Modifikacija po-
tencijala u prostoru obe CV bila je Gausovskog oblika, Sirine 0,35 rad, i dodavana
je pocetnim tempom od 0,3 kcal mol™! ps™! koji je postepeno smanjivan tako da
ukupan faktor otklona (engl. bias factor) bude 6 (AT = 1.490 K).

Simulirani sistemi sastojali su se od izolovanog liganda solvatisanog u kocki
TIP3P vode dimenzija prilagodenih tako da sa svake strane liganda bude bar 18 A
sloja rastvaraca. Sistemi su postepeno zagrevani do 298 K, ekvilibrisani 100 ps u
izotermalno-izobarskom ansamblu, i jo§ 100 ps u kanonskom ansamblu. Simulacije
metadinamike obavljene su u kanonskom ansamblu. Konvergencija simulacije pra-
¢ena je kroz visinu deponovane modifikacije potencijala i razlike u energijama na
rekonstruisanoj povrsini slobodne energije. Na osnovu ovih parametara, utvrdeno

je da su simulacije konvergirale nakon 20 ns, kada su i okonc¢ane.

3.1.8 Razvoj farmakofornog modela EZH2 inhibitora

Farmakoforni model inhibitora EZH2 razvijen je na osnovu rezultata simu-
lacija molekularne dinamike, uzimajuc¢i u obzir interakcije za koje je ustanovljeno
da kljuéno doprinose energiji vezivanja poznatih piridonskih inhibitora. Za defini-
sanje farmakofore i poredenje farmakoforne sli¢nosti koriséeni su Silicos-it Align-it

[347] i Shape-it [348] programi. Align-it omoguéava percepciju farmakofornih tacaka
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u organskim molekulama baziranu na definicijama predlozenim od strane Greene i
saradnika [349|, superponiranje struktura sa definisanom farmakofornom hipotezom
i izracunavanje farmakoforne sli¢nosti [350]. Shape-it omogucava procenu sli¢nost

oblika dve molekule, koriséenjem Gausovskih funkcija kao deskriptora oblika [351].

Razvoj farmakoforne hipoteze bio je baziran na reprezentativnim struk-
turama kompleksa EZH2 i inhibitora G5K odnosno E5Z. Iz svake strukture je u
Pymol programu, pomoé¢ Align-it dodatka, izdvojen skup farmakofornih tacaka li-
ganda i sfera isklju¢enja (engl. exclusion spheres) koje odgovaraju delovima vezivnog
mesta koji su u neposrednoj blizini liganda. Farmakoforne tacke koje su koris¢ene
ukljuc¢uju: aromaticéne i hidrofobne centre, donore i akceptore vodoni¢ne veze, kao
i pozitivno odnosno negativno nalektrisane funkcionalne grupe. Iz pocetnog skupa
farmakofornih tacaka uklonjene su one za koje je, tokom simulacija inhibitora, usta-
novljeno da nisu od klju¢nog znacaja za energiju vezivanja inhibitora. Dodatno, iz
reprezentativne strukture kompleksa, izdvojena je i struktura samog liganda, u od-
govarajucoj konformaciji, koja je koris¢ena kao referentni oblik inhibitora u Shape-it

programau.

Procena farmakoforne sli¢nosti ispitivane molekule sa datom farmakofor-
nom hipotezom ukljucivala je nekoliko koraka. U prvom koraku, za svaku molekulu
generisan je ansambl konformacija pomo¢u RDKit biblioteka koris¢enjem pristupa
slicnom protokolu ranije objavljenom u literaturi [352|. Ukratko, za molekule sa < 7
rotabilnih veza generise se 50, za 8 do 12 — 200, i za molekule sa > 12 rotabilnih
veza 300 konformera. Pocetne geometrije konformera stohasticki se uspostavljaju, uz
postovanje ogranicenja u smislu meduatomskih rastojanja, sto uslovljava raznovrs-
nost dobijenog ansambla. Geometrija svakog od konformera zatim je optimizovana
u MMFF94s polju sila, implementiranom u odgovarajuéem RDKit modulu [353],
do konvergencije energije uz maksimalno 500 iteracija optimizacije. Konformeri iz
tako generisanog ansambla prvo su superponirani na farmakofornu hipotezu i deset
konformera sa najboljim rezultatom sa¢uvano je u zaseban fajl. Bez daljeg super-
poniranja, slicnost oblika sa¢uvanih konformera poredena je sa bioaktivnom konfor-
macijom referentnog liganda. Srednja vrednost farmakoforne i sli¢nosti oblika uzeta
je kao kombinovani rezultat, pri ¢emu je kao kona¢na mera farmakoforne sli¢nosti
uzet najbolji rezultat bilo kog od konformera iz ansambla. Farmakoforna sli¢nost

kvantifikovana je Tversky sli¢nosé¢u kroz izraz:
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Vo

— 3.6
V;”ef ( )

TUeTSkypharmacophore -
gde je Vp zapremina preseka farmakofornih tacaka date molekule i hipoteze, a V¢
zapremina farmakofornih tacaka same hipoteze. Sli¢nost oblika takode je kvantifi-

kovana Tversky sli¢noséu, kroz izraz:

Vo

3.7
07 95‘/;‘6f + O, 05‘/query ( )

Tverskyshape =

gde su Vo, Vier 1 Vyyery redom, zapremine preseka, referentne i poredene molekule,

izrazene Gausovskim funkcijama.

Validacija uspostavljene farmakoforne hipoteze izvrsena je koris¢enjem seta
poznatih piridonskih inhibitora i kolekcije molekula ,mamaca” (engl. decoys). Set
aktivnih jedinjenja obuhvatio je 13 piridonskih inhibitora (slika 1.10 i tabela 1.3)
proucavanih molekularnom dinamikom, piridonske inhibitore CPI-169, CPI-360
i EPZ-011989 (slika 1.12), 6 tetrametilpiperidina aktivnih u submikromolarnom
opsegu (CP36, CP37, CP44, CP49, CP51, CP52, slika 1.13 i tabela 1.4), kao i
6 heksahidroizohinolinskih inhibitora (ZS1-ZS6, slika 1.14 i tabela 1.5). Za svako
aktivno jedinjenje, pronadeno je 100 ,mamaca” iz ZINC baze podataka [354] koji
imaju slicne fizicko-hemijske karakteristike kao dato aktivno jedinjenje, ali su to-
poloski razli¢ita od njega. Fizicko-hemijska slicnost definisana je kroz molekulsku
masu (MW), izrac¢unatu lipofilnost (ClogP), broj akceptora protona (nHBA) i broj
donora (nHBD) vodoni¢ne veze, kao i broj rotabilnih veza u molekuli (nRB). Da bi
jedinjenje bilo prihvaé¢eno kao ,mamac” moralo je da ima MW =+ 35, ClogP + 0.5,
nHBA + 1, nHBD + 1 i nRB £ 2 u odnosu na odgovarajuce aktivno jedinjenje.
Istovremeno, Tanimoto slicnost MACCS otisaka prstiju [355] (implementiranih u
RDKit bibliotekama) potencijalnog ,mamca” i aktivne molekule nije smela da bude
veca od 0,75. Generisanje kolekcije ,mamaca” izvrseno je pomoc¢u Python skripta

uz koriséenje ZINC all purchasable baze podataka, verzija iz februara 2015. godine.

Performanse definisanog farmakofornog modela i opisanog pristupa proceni
farmakoforne sli¢nosti u identifikovanju 28 aktivnih jedinjenja u prisustvu 2.800 ,ma-
maca’ procenjivane su kroz 3 mere. Kriva ROC (engl. Receiver Operating Charac-
teristic) dobija se pracenjem udela stvarno pozitivnih aktivnih jedinjenja u funkeiji
udela lazno pozitivnih jedinjenja na odabranim intervalima liste svih jedinjenja ran-

giranih po sli¢nosti u odnosu na farmakofornu hipotezu. Povrsina ispod ROC krive
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(AUROC) je neparametarska metrika koja uzima vrednosti u intervalu [0, 1], pri
¢emu vrednost od 0,5 odrazava performanse nasumicno rangirane liste jedinjenja.
AUROC vrednost ra¢unata je iz 100 odabranih pozicija na rangiranoj listi pomoc¢u

formule:

N
1
AUROC = —— > AL - Tiy) (3.8)

=2

gde je n broj aktivnih jedinjenja u setu; N ukupan broj jedinjenja u setu; ¢ pozicija
na rangiranoj listi; A ukupan broj aktivnih jedinjenja na listi, a I broj neaktivnih

jedinjenja (,mamaca”’) na listi — iznad date pozicije 1.

Kako AUROC vrednost moze biti visoka i onda kada veé¢ina aktivnih jedi-
njenja nije visoko na rangiranoj listi, u proceni tzv. ,ranog obogacenja” (engl. early
enrichment) koriséeni su faktor obogacenja (engl. Enrichment Factor, EF) i robu-
sno pocetno obogacenje (engl. Robust Initial Enhancement, RIE). EF predstavlja
odnos broja aktivnih jedinjenja u odredenom gornjem delu rangirane liste i broja
aktivnih jedinjenja koja bi se tu pronalasla nasumi¢nim izborom. EF je parame-
tarska metrika u smislu definisanja procenta liste (y) u kom se faktor obogacenja
racuna. Uobi¢ajeni izbori su 1% i 5%. Minimalna vrednost EF je uvek nula, dok
maksimalna zavisi od izbora vrednosti y. U ovoj studiji racunat je faktor obogace-
nja na 5% liste (x = 0,05 < n/N), pa je maksimalna vrednost EF 1/y = 20. EF

racunat je formulom:

EF(x) = % (3.9)

gde 6(r;) ima vrednost 1 ako je rang i-tog aktivnog jedinjenja iznad odab-

rane granice na listi (r; < x - N), odnosno 0 u suprotnom.

RIE ima sli¢nosti sa EF, ali se, umesto vrednosti od 1 za svako aktivno
jedinjenje rangirano iznad crte, koristi faktor skaliranja «, koji uslovljava ekspo-
nencijalno smanjenje doprinosa nize rangiranih aktivnih jedinjenja ukupnoj RIE

vrednosti. RIE je ra¢unat formulom:
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NS —ar; /N
RIE(a) = —Zj{; (3.10)
" amTT

Minimalne i maksimalne vrednosti RIE zavise od izbora parametra «, kao
i broja aktivnih jedinjenja i ukupnog broja jedinjenja u setu. Vrednost RIE se moze
skalirati pomoéu RIE,,;, 1 RIE .. tako da uzima vrednosti iz intervala [0, 1], ¢ime
se dobija BEDROC vrednost (engl. Boltzmann-Enhanced Discrimination of ROC).

U ovom radu, BEDROC je rac¢unat uz a = 20, koris¢enjem formula:

N1— e/t
RIEm(a) = ~— % 3.11
()= D17 (311)

N1-— —an/N
RIEu(a) = —— % (3.12)

n 1—e@
B RIE(a) — RIE,;, (@)
BEDROC’(oz) = RIEmax(a) — RIEmZ-n(oz) (3.13)

Izrazi za ra¢unanje AUROC, EF i BEDROC preuzeti su iz reference [356].

3.2 Razvoj modela za predvidanje transporta le-
kova Pgp-om i BCRP-om

3.2.1 Formiranje setova podataka

Prilikom pripreme setova podataka koji su upotrebljeni u uspostavljanju
ra¢unarskih modela za predvidanje interakcije sa Pgp-om i BCRP-om, usvojene
su sledece definicije supstrata i nesupstrata ova dva transportera. Supstratima su
smatrana jedinjenja za koje postoje eksperimentalni dokazi o transcelularnom trans-
portu specificno posredovanom datim transporterom. Nesupstratima su smatrana
kako jedinjenja koja uopSte ne interaguju sa datim transporterom, tako i ona je-
dinjenja koja se vezuju za transporter ali nisu efikasno transportovana (ne postoji

njihov znacajan celijski efluks).

Kako bi se na uniforman nac¢in postupalo sa potencijalno suprotstavljenim
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podacima iz literature, pre prikupljanja podataka uspostavljen je skup kriterijuma

koji su koriS¢eni u proceni pouzdanosti dostupnih eksperimentalnih rezultata. Ovi

kriterijumi zbirno su prikazani u tabeli 3.1. Za procenu pouzdanosti klasifikacije

jedinjenja u Pgp supstrate i nesupstrate, kriterijumi prikazani u tabeli 3.1 usvojeni

su objedinjavanjem ranije predlozenih kriterijuma iz literature [242, 357, 358]. Za

BCRP Kklasifikaciju, kriterijumi su uspostavljeni po analogiji sa Pgp-om, uzimajuéi

u obzir poznata ogranicenja testova koji se koriste za ispitivanje transporta ovim

proteinom [359].

Tabela 3.1: Pregled kriterijuma koji su koris¢eni u proceni pouzdanosti klasifi-
kacije jedinjenja prilikom formiranja setova podataka, u zavisnosti od tipa i broja
dostupnih eksperimentalnih dokaza

Nivo Pgp testovi BCRP testovi
dokaza
A (naj- Konsenzus rezultata: Konsenzus rezultata:
visi
) 1. in vitro studije transcelularnog transporta sprove- 1. in wvitro studije transcelularnog transporta spro-
dene na Pgp-om transficiranim ¢elijskim linijama vedene na BCRP-om transficiranim ¢elijskim lini-
(MDCK, LLC-PK1) i in vivo studije distribucije jama (MDCK, HEK293) i in vivo studije distri-
na transgenim zivotinjama bez i sa funkcionalnim bucije na transgenim Zivotinjama bez i sa funkci-
Pgp-om; ili onalnim BCRP-om; ili
2. tri studije: in vitro studije transcelularnog trans- . tri studije: in vitro studije transcelularnog trans-
porta, stimulacije ATP-azne aktivnosti i testa porta, stimulacije ATP-azne aktivnosti i testa
akumulacije sa kalcein-AM probom. akumulacije sa BODIPY-prazosin probom.
B
1. jedna ili viSe in witro studija transcelularnog . jedna ili viSe in witro studija transcelularnog
transporta sprovedena na Pgp-om transficiranim transporta sprovedena na BCRP-om transficira-
¢elijskim linijama, uz netransfektovane ¢elije kao nim c¢elijskim linijama, uz netransfektovane celije
kontrolu; ili kao kontrolu; ili
2. konsenzus rezultata dve studije iz kategorije C, . konsenzus rezultata dve studije iz kategorije C,
koje ne daju nivo dokaza A (npr. transport kroz koje ne daju nivo dokaza A (npr. transport kroz
Caco-2 ¢celije 1 studija na transgenim misevima); Caco-2 celije i studija na transgenim misevima).
ili
3. konsenzus rezultata dva in vitro testa iz kategorije
A2.
C
1. polarizovan transport kroz c¢elijske linije koje pre- . polarizovan transport kroz celijske linije koje pre-
komerno eksprimiraju Pgp, ali i druge transpor- komerno eksprimiraju BCRP, ali i druge transpor-
tere (npr. Caco-2); ili tere; ili
2. stimulacija Pgp ATP-azne aktivnosti; ili . stimulacija BCRP ATP-azne aktivnosti; ili
3. in vivo studija distribucije na transgenim zivoti- . in vivo studija distribucije na transgenim zivoti-
njama bez i sa funkcionalnim Pgp-om; ili njama bez i sa funkcionalnim BCRP-om; ili
4. studije akumulacije ili efluksa sprovedene koris- . studije akumulacije ili efluksa sprovedene koris-
¢enjem membranskih vezikula sa eksprimiranim ¢enjem membranskih vezikula sa eksprimiranim
Pgp-om; ili BCRP-om; ili
5. studije rezistencije na citotoksi¢ne efekte na ¢elij- . testovi sa Pheophorbide A (PhA) probom; ili
skim linijama MDR fenotipa. . . . . . .
. studije rezistencije na citotoksi¢ne efekte na celij-
skim linijama MDR fenotipa.
D (naj- Podaci iz preglednih i stru¢nih radova, gde originalne studije nisu navedene ili dostupne.
nizi)
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Prilikom razmatranja rezultata eksperimenata transcelularnog transporta,
usled velikih razlika u literaturi nije bilo moguce usvojiti jedinstvenu grani¢nu vred-
nost za stepen efluksa (engl. efflur ratio) koja se smatra znac¢ajnom. Stoga su
prihvatani zakljuc¢ci navedeni u originalnim studijama. Ukoliko su za dato jedinje-
nje u literaturi pronadeni dokazi istog nivoa pouzdanosti koji upucuju na suprotne
zakljucke u pogledu klasifikacije jedinjenja kao supstrata ili nesupstrata — takva jedi-
njenja nisu ukljuc¢ena u finalni set podataka u cilju minimizacije rizika od koriséenja

pogresne klasifikacije.

Prikupljanje podataka izvrSeno je pretragom primarne i sekundarne litera-
ture posredstvom PubMed-a. Finalni setovi podataka sadrzali su 310 jedinjenja za
Pgp (159 supstrata i 151 nesupstrat) i 127 jedinjenja za BCRP (64 supstrata i 63
nesupstrata). Spisak jedinjenja, njihovi InChl kljucevi, klasifikacija i PubMed iden-
tifikatori relevantnih referenci oba seta podataka prikazani su u Prilogu B, tabele
B.1iB.2.

3.2.2 Procena raznovrsnosti formiranih setova

Pokrivenost relevantnog hemijskog prostora jedinjenjima koja su usla u
sastav oformljenih setova procenjena je koris¢enjem DrugBank 3.0 [360| baze po-
dataka kao referentne kolekcije drug-like jedinjenja. Iz polazne kolekcije uklonjena
su jedinjenja neorganskog karaktera, a za preostale strukture izracunate su vred-
nosti glavnih komponentni (engl. principal components, PC) ChemGPS-NP sistema
[361] posredstvom javno dostupne internet aplikacije. Distribucija jedinjenja proce-
njena je u prostoru definisanom pomocu prve tri glavne komponente ChemGPS-NP
sistema, koje, redom, odrazavaju veli¢inu, aromati¢nost i polarnost jedinjenja. Ras-
podela jedinjenja u ovako definisanom hemijskom prostoru ilustrovana je na slici
3.2 i potvrduje da pripremljeni setovi poseduju strukturnu raznovrsnost koja ih ¢ini

pogodnim za razvoj globalno—primenjivih modela.

3.2.3 Priprema struktura i podela setova

Strukture svih jedinjenja preuzete su iz PubChem baze i njihove geomet-
rije su optimizovane AM1 semi-empirijskom metodom u programu Spartan [362].
Optimizovane trodimenzionalne strukture objedinjene su u jedan SDF fajl u koji

su dodate i oznake pripadnosti jedinjenja supstratima (oznaka S), odnosno nesup-
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PC-3 (polarnost)

PC-2 (aromati¢nost)

4

PC-1 (veli¢ina molekule) PC-2 (aromati¢nost)

(a) Set podataka za Pgp.

PC-3 (polarnost)

PC-2 (aromati¢nost)

4

PC-1 (veli¢ina molekule) PC-2 (aromati¢nost)

(b) Set podataka za BCRP.

Slika 3.2: Raspodela jedinjenja iz formiranih setova (oznafena na grafiku kao
narandzaste tacke) u hemijskom prostoru definisanom glavnim komponentama
ChemGPS-NP sistema. Osencene oblasti odgovaraju raspodeli jedinjenja iz Drug-
Bank 3.0 kolekcije, pri ¢emu tamnije regije odrazavaju vecu, a svetlije manju gustinu
referentnih jedinjenja.

stratima (oznaka NS) datog transportera. Pripremljeni SDF fajlovi koriSéeni su u
programu ADMET Predictor™ 5.5 [363] za sve dalje proracune. U prvom koraku,
ADMET Modeler™ modul programa ADMET Predictor upotrebljen je za izracu-
navanje preko 300 molekulskih deskriptora koji opisuju razli¢ita svojstva jedinjenja.
U izra¢unavanju deskriptora ¢ije vrednosti zavise od stanja jonizacije (pH-zavisni
deskriptori), koriséena je vrednost pH od 7,4 i konstante jonizacije jedinjenja koje
ADMET Predictor predvida automatski.

84



Kako bi se obezbedilo da na performanse razvijenih modela minimalno
utice metoda podele seta u set za uspostavljanje (trening set) i set za testiranje
modela (test set), koriS¢ena su tri razli¢ita pristupa podeli: manuelna podela, Ko-
honenove samoorganizuju¢e mape [364] (SOM) i k-means clustering [365]. Dok
raspodela pomocéu druge dve metode uzima u obzir samo hemijsku sli¢nost izmedu
jedinjenja, manuelnom podelom bilo je moguée osigurati i ravnomernu zastupljenost
kako supstrata tako i nesupstrata u oba seta dobijena podelom. Koriséenjem svake
od navedenih metoda, podela je izvrSena tako da 75% jedinjenja bude u trening
setu a 25% u setu za testiranje modela. Poseban deo trening seta bio je set za
verifikaciju, koji je korisé¢en prilikom treniranja vestackih neuronskih mreza u cilju
pravovremenog zaustavljanja algoritma i izbegavanja gubitka sposobnosti generali-
zacije uspostavljenog modela. Veli¢ina seta za verifikaciju bila je 25% od ukupne

veli¢ine seta.

Za manuelnu podelu setova koriséen je pristup slican procedurama koje su
prethodno opisane u literaturi [366, 367]. U prvom koraku, sa dostupnim vredno-
stima molekulskih deksriptora izvrSena je analiza glavnih komponenti i odabrane
su tri najznacajnije PC, svaka iz razli¢ite grupe tako da su glavne komponente re-
dom odrazavale: oblik i veli¢inu molekula, potencijal formiranja vodoni¢nih veza i
jonizacione karakteristike jedinjenja. Nakon mapiranja jedinjenja u ovako definisa-
nom trodimenzionalnom hemijskom prostoru pomoéu Miner3D™ modula ADMET
Predictor-a, izbor jedinjenja izvrSen je vizuelnom selekcijom sa ciljem ravnomernog

uzorkovanja u hemijskom prostoru pokrivenom setom u celini.

Podela zasnovana na SOM algoritmu izvrSena je pomo¢u mape dimenzija
17 x 17 za Pgp set, odnosno 11 x 11 neurona za BCRP set. Mapiranje je izvr-
Seno u dve faze: u prvoj fazi od 150 epoha, koeficijenti neurona podeSavani su u
okruzenju od 100 neurona u susedstvu pobednickog, dok je u drugoj fazi od 100
epoha podesavanje vrieno samo u sklopu pobednic¢kog i njemu najblizeg neurona u
prostoru vrednosti koeficijenata. Na kraju mapiranja, iz svakog od neurona mreze
na koji je mapirano vise od jednog jedinjenja izdvojene su komponente u trening
set. Ovaj postupak je ponavljan sve dok na mreZi nije preostalo 25% pocetnog broja

jedinjenja, koja su uzeta kao set za testiranje modela.

Podela pomoc¢u k-means clustering algoritma izvrsena je takode u dve faze.
U prvoj fazi, broj klastera odgovarao je broju jedinjenja trening seta, umanjen za
veli¢inu seta za verifikaciju. Iz svakog od klastera, centroid je zatim premesten u

trening set. U drugoj fazi, broj klastera podeSen je da odgovara broju jedinjenja
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u setu za verifikaciju, pri ¢emu su centroidi premesSteni u ovaj set, a sva preostala

jedinjenja uzeta su kao set za testiranje modela.

3.2.4 Razvoj modela
Izbor najznacajnijih deskriptora

Prvobitan broj izra¢unatih deskriptora smanjen je: (i) uklanjanjem des-
kriptora koji su imali nedostajuce ili vrednosti jednake nuli za preko 10% seta; (ii)
uklanjanjem deskriptora ¢iji je koeficijent varijacije bio < 3%; (iii) uklanjanjem des-
kriptora koji su bili visoko korelisani sa drugim deskriptorima (R > 0,8), tako sto
je zadrzan samo onaj deskriptor sa najvisom vredno$éu Spearmanov-og koeficijenta
korelacije u odnosu na zavisno promenjivu. Nakon inicijalne redukcije, u izboru
najznacajnijih deskriptora koriséena su dva pristupa. U okviru prvog pristupa, na
osnovu prethodnih studija koje su ukazale na znacajnost odredenih molekulskih ka-
rakteristika za predvidanje transporta Pgp-om i BCRP-om, manuelno je odabran
manji broj deskriptora. Odabrani deskriptori opisivali su veli¢inu molekula, njihovu
fleksibilnost, polarnost, lipofilnost, jonizacione karakteristike i potencijal formiranja
vodoni¢nih veza, i njihov eventualni znacaj jednostavno je moguce interpetirati u
kontekstu fenomena transporta Pgp-om odnosno BCRP-om. U okviru drugog pris-
tupa, svi deskriptori, bez prethodne manuelne selekcije, razmatrani su tokom izbora

najznacajnijih.

Sam izbor najznacajnijih deskriptora izvrSen je pomocu genetskog algo-
ritma (GA) implementiranog u ADMET Predictor-u uz koris¢enje metode najma-
njih kvadrata sa kernel funkcijom (engl. kernel partial least squares, KPLS) kao
regresione metode. Funkcija radijalne raspodele korisé¢ena je kao KPLS kernel. Ve-
licina populacije bila je dvostruko veé¢a od ukupnog broja deskriptora iz kojih je
vrSena selekcija. Broj deskriptora (gena) u okviru jedne individue odgovarao je
trazenom broju deskriptora za dati model, pri ¢emu je GA-KPLS selekcija vrsena
iznova za svaki trenirani model. GA implementiran u ADMET Modeler-u pred-
stavlja GA ravnoteznog stanja, tako da se nakon svake genetske operacije najloSije
reSenje postojeée populacije zamenjuje novim resenjem samo ukoliko je to novo re-
Senje prilagodenije i nije veé¢ zastupljeno u populaciji. Verovatnoca mutacije je u
okviru implementacije podesena na 0,9 a verovatnoc¢a ukrstanja na 0,1, i ovi para-
metri nisu varirani. Prilagodenost jedinki u populaciji procenjivana je unakrsnom

validacijom nakon uspostavljanja KPLS modela za jedinjenja trening seta korisce-
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njem date kombinacije deskriptora. Selekcija je vrSena kao selekcija tocka ruleta.
Maksimalan broj GA koraka (korak predstavlja jednu genetsku operaciju) podesen
je na 30.000, pri ¢emu bi selekcija bila ranije prekinuta u slu¢aju 100 uzastopnih
neuspelih koraka (genetska operacija koja ne dovodi do nove individue), 500 odba-
Cenih koraka (genetska operacija koja ne dovodi do prilagodenije jedinke) ili 1.000

koraka bez unapredenja prilagodenosti najprilagodenije jedinke u populaciji.

Uspostavljanje modela

Razvijene su dve grupe modela koji omogucavaju klasifikaciju jedinjenja
kao supstrata ili nesupstrata Pgp-a, odnosno BCRP-a: jednu grupu ¢inili su an-
sambli modela zasnovani na vestackim neuronskim mrezama (engl. artificial neural
networks, ANN) a drugu grupu ansambli modela zasnovani na support vector mac-
hine (SVM) klasifikacionim modelima. Svaki razvijeni ansambl karakterisu sledeci
parametri: (i) broj pojedinac¢nih klasifikacionih modela objedinjenih u ansambl; (ii)
broj deskriptora koji se nalaze u sklopu modela; i (iii) kod ANN-baziranih modela,
broj neurona u skrivenom sloju mreze. Zarad jednostavnosti, u daljem tekstu ¢e an-
sambli modela biti oznac¢avani samo kao modeli. Tokom njihovog razvoja, optimalan
izbor parametara modela identifikovan je kroz dve faze njihovog variranja. U prvoj,
eksploratornoj fazi, koris¢eni su veliki intervali: broj deskriptora variran je u opsegu
od 5 do 35 u razmacima od 5, a broj modela u ansamblu od 20 do 50 u koracima od
10. Najbolji izbor parametara iz prve faze dalje je optimizovan u drugoj fazi gde su
vrednosti parametara varirane u opsegu £ 5 od prvobitne vrednosti, sa razmacima
od 1. Iz dobijene matrice potencijalnih modela, odabran je najbolji za dalju valida-
ciju. Specifi¢ni parametri koriséeni u uspostavljanju ANN i SVM modela detaljnije

su opisani u narednim odeljcima.

ANN modeli Vestacke neuronske mreze implementirane u ADMET Modeler-u
predstavljaju backpropagation tip ANN-a sa hiperboli¢cnom tangencijalnom funkci-
jom aktivacije. Tokom razvoja testirane su razli¢ite arhitekture i broj ANN mreza
u modelu. Broj deskriptora variran je izmedu 5 i maksimalnog broja koji je dobijen
deljenjem broja jedinjenja u trening setu faktorom Sest. Broj neurona u ulaznom
sloju mreze uvek je odgovarao odabranom broju deskriptora. Sve trenirane mreze
sadrzale su samo jedan skriveni sloj, a broj neurona u ovom sloju biran je iz opsega
od 1 do 5. Optimalan broj ANN modela po ansamblu odreden je kao Sto je pret-

hodno opisano, s tim Sto je broj treniranih mreza uvek bio 5 puta veéi od trazenog
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broja. Na ovaj nac¢in su u ansambl svaki put objedinjeni najbolji ANN modeli iza-
brani iz redundantnog broja ukupno treniranih mreza. One arhitekture mreza gde
bi broj koeficijenata neurona ((broj neurona ulaznog sloja x broj neurona skrivenog
sloja) + broj neurona skrivenog sloja) prevazilazio 90% od ukupnog broja jedinjenja
u trening setu — nisu razmatrane. Inicijalizovanje pocetnih vrednosti koeficijenata
vrSeno je pojedina¢nim Monte Carlo simulacijama. Pre treniranja svake od mreza,
izvrSena je slucajna razmena delova trening seta i seta za verifikaciju modela, pri
¢emu set za verifikaciju nije kori¢en u treniranju mreze ve¢ samo u pracenju nje-
nih prediktivnih sposobnosti. Treniranje mreze bilo bi okonc¢ano u slucaju da njene
prediktivne sposobnosti pokazu opadanje kroz 15 uzastopnih epoha algoritma. U
izboru najboljih mreza koje su objedinjene u konac¢ni ansambl koriséen je Youden
indeks (senzitivnost + specifi¢nost - 1). Predvidanje klase jedinjenja pomocu ofor-
mljenog ansambla dobija se ,glasanjem™ klasa (S/NS) koju predvidi veéina ANN

modela uzima se kao rezultat predvidanja ansambla.

SVM modeli ADMET Modeler koristi implementaciju »-SVM algoritma opisanu
u literaturi [368] uz funkciju radijalne raspodele (engl. radial basis function, RBF)
kao kernel. Kao i prilikom uspostavljanja ANN modela, pre faze treninga delovi
trening seta i seta za verifikaciju modela nasumi¢no su razmenjivani. Optimalan
izbor SVM hiperparametara utvrdivan je iscprnim variranjem vrednosti konstante
,mekane margine” C' (engl. soft-margin constant), v parametra RBF funkcije i v pa-
rametra v-SVM algoritma. Optimalan izbor hiperparametara identifikovan je prema
performansama uspostavljenog modela u klasifikaciji jedinjenja seta za verifikaciju.
Prilikom treniranja SVM modela, broj modela po ansamblu variran je izmedu 20
i 40, a svaki put je uspostavljan redundantan broj (izmedu 30 i 50) iz kog bi bili
izabrani najbolji SVM modeli. Ovde treba naglasiti da, za razliku od ANN gde ini-
cijalizacija poc¢etnih vrednosti koeficijenata neurona daje delom stohasticki karakter
algoritmu, SVM modeli uspostavljeni sa istim izborom hiperparametara uvek daju
ista predvidanja, Sto ¢ini uspostavljanje ansambla suvisnim. Medutim, kako se pre
treninga svakog od SVM modela vrsi preraspodela jedinjenja seta za verifikaciju i
trening seta, manje razlike u izboru SVM hiperparametara i sastavu trening seta
uslovljavaju diverzitet modela u ansamblu. Kao i kod ANN modela, finalno predvi-
danje ansambla dobija se ,,glasanjem”, pri ¢emu predvidanje svakog od pojedinac¢nih

modela ima istu tezinu.
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3.2.5 Validacija modela

Najbolji ANN i SVM modeli izabrani su na osnovu vrednosti Youden in-
deksa za jedinjenja test seta, uzimajuéi u obzir i uravnotezenost performansi na
jedinjenjima trening i test seta, kao i jednostavnost modela. Odabrani modeli dalje
su validirani koriSéenjem alternativno podeljenih setova, dobijenih korig¢enjem SOM

odnosno k-means clustering raspodele.

U eksternoj validaciji koriséeni su drugi setovi dostupni u literaturi. Za
Pgp modele koriséen je set koji su objavili Levati¢ i saradnici [369] koji sadrzi 934
jedinjenja prikupljenih iz NCI-DTP baze. Od ovih 934 jedinjenja, 23 su ve¢ bila
zastupljena u setu oformljenom u sklopu ovog istrazivanja. Dodatnih 50 jedinje-
nja uklonjeno je iz originalnog seta jer su njihove strukture sadrzale nedefinisane
R-grupe, retke elemente ili neuobic¢ajena valentna stanja. Nakon uklanjanja ovih

jedinjenja, konacan set koriséen u validaciji sadrzao je 861 jedinjenje.

U validaciji BCRP transportnih modela koris¢en je set podataka koji su
objavili Zhong i saradnici [370], a koji je nakon uklanjanja veé¢ zastupljenih jedinjenja

sadrzao 94 komponente.

3.2.6 Definisanje domena primenjivosti modela

Domeni primenjivosti razvijenih modela definisani su u prostoru vrednosti
deskriptora, na nacin koji je konzistentan sa domenima primenjivosti integrisanih
modela ADMET Predictor-a. KoriSéenjem ovog pristupa, za svaki deskriptor u da-
tom modelu definiSe se opseg vrednost od X,,;, do Xz, koji obuhvataju jedinjenja
trening seta. Prilikom primene modela u klasifikaciji novih jedinjenja, ukoliko vred-
nost bilo kog od relevantnih deskriptora odstupa za vise od 10% od definisanog

intervala — smatra se da je takvo jedinjenje izvan domena primenjivosti modela.
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3.3 Racunarsko dizajniranje EZH2 inhibitora

3.3.1 Implementacija algoritma za de novo dizajn

U cilju racunarskog dizajniranja potencijalnih inhibitora EZH2, razvijen je
i implementiran algoritam koji ¢e u daljem tekstu biti oznacavan akronimom Phab-
bler (engl. Pharmacophore-based Building Block Assembler). Phabbler predstavlja
specijalizovanu implementaciju NSGA-II algoritma, opisanog u odeljku 1.5.2, koji
omogucava generisanje struktura iz manjih fragmenata (engl. building blocks) uz
istovremenu optimizaciju vise ciljeva dizajna. Kako bi se NSGA-II prilagodio ovoj
specificnoj nameni, razvijena je odgovarajuca genetska reprezentacija molekula, kon-
cipirani su genetski operatori mutacije i ukrStanja, i definisano vise funkcija prila-
godenosti, §to je detaljnije opisano u odeljku 4.3.1. Ovde su navedeni samo tehnicki

detalji implementacije.

Osim gde to nije drugacije naglaseno, celokupna implementacija algoritma
izvrSena je u programskom jeziku Python 2, prevashodno koriséenjem funkcional-
nosti RDKit biblioteka. Reakcije preuzete iz DOGS [279, 280] i AutoGrow [296, 298]
algoritama (ukupno 59) predstavljene su SMARTS sintaksom hemijskih transfor-
macija. Kao kolekcija fragmenata koriS¢ena je Enamine Building Blocks kolekcija
preuzeta iz ZINC baze podataka u februaru 2015. Iz pocetne kolekcije od 108.115
jedinjenja pomocu Silicos-it Filter-it [371] aplikacije uklonjena su sva jedinjenja koja
(i) sadrze elemente koji nisu H, C, O, N, F, Cl, Br, I, S, P ili B; (ii) koja sadrze
viSe od 7 rotabilnih veza; (iii) koja sadrze vise od jednog cikli¢nog sistema odnosno
viSe od dva prstena; (iv) koja sadrze prstene sa vise od 7 atoma; (v) ¢ija je mole-
kulska masa manja od 50 ili ve¢a od 300. Iz kolekcije su zatim uklonjene duplirane
strukture kao i ona jedinjenja koje ne mogu da ucestvuju ni u jednoj od 59 reak-
cija implementiranih u Phabbler-u. Konac¢na kolekcija koris¢éena u de novo dizajnu
sadrzala je 37.743 jedinstvena fragmenta. Farmakoforni otisak prsta izracunat je za
po jedan konformer svakog fragmenta koriséenjem Align-it aplikacije za percepciju
farmakofornih tacaka. Reaktivnost fragmenta, zapremina datog konformera i Bala-
banov J indeks izracunati su pomoc¢u RDKit-a. Ove informacije za celu kolekciju

sa¢uvane su u binarnom formatu i koris¢ene su u svakom sledeé¢em izvrsenju skripta.

Procena farmakoforne sli¢nosti generisanih molekula sa datom farmako-
fornom hipotezom vrSena je u svakoj generaciji algoritma na isti nacin kao $to je

opisano u odeljku 3.1.8, procedurom koris¢enom za validaciju uspostavljenog farma-
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kofornog modela. Pre generisanja konformernog ansambla, stanje jonizacije svakog
jedinjenja podeseno je koris¢enjem skupa jednostavnih pravila koja su definisana
SMARTS sintaksom transformacija (alifati¢ni amini su protonovani, karboksilne ki-
seline deprotonovane, i sl.). Align-it i Shape-it pozivani su kao eksterne aplikacije
iz Python procesa. Kako generisanje konformera i procena farmakoforne sli¢nosti
predstavljaju racunarski najzahtevnije delove algoritma koji se mogu nezavisnosti
izvrsavati za svako od reSenja u populaciji, ovaj deo skripta trivijalno je paralelizovan

koriS¢enjem concurrent Python biblioteke.

U proceni topoloske sli¢nosti izmedu dizajniranih molekula i poznatih in-
hibitora EZH2 koris¢ena je RDKit implementacija Morganovih cirkularnih otisaka
prstiju molekule [372]. Razmatrano je okruZenje atoma poluprecnika do 3 susedne
veze, pri ¢emu su u generisanju otisaka koriséena farmakoforna svojstva susednih
atoma, a ne podstrukture direktno. Ovakav otisak prsta moze se smatrati anolog-
nim sa FCFP6 otiscima prstiju [373]. HeSovana verzija otiska pretvorena je u binarni

vektor duzine 2048 bitova, a kao metrika sli¢nosti koris¢ena je Tanimoto sli¢nost.

Za procenu sintetske dostupnosti dizajniranih molekula koriséena su pravila
koja su predlozili Allui Oprea [374]. U okvirima ovog pristupa, svakoj strukturi se na
osnovu njene veli¢ine, topologije i prisustva odredenih podstruktura moze dodeliti
SMCM vrednost (engl. Synthetic and Molecular Complezity), pri ¢emu rastuce
SMCM vrednosti odgovaraju slozenijim strukturama. Odgovarajuc¢e podstrukture
predstavljene su kao SMARTS nizovi.

3.3.2 Redukovanje kolekcije dizajniranih jedinjenja

Nakon generisanja kolekcije novodizajniranih jedinjenja kroz nekoliko iz-
vrSenja Phabbler algoritma, primenjeno je nekoliko koraka filtriranja u cilju iden-
tifikovanja manjeg broja jedinjenja za dalje proucavanje. Iz kolekcije su, pomocu
Silicos-it Filter-it aplikacije prvo uklonjena jedinjenja ¢ija je molekulska masa bila
manja od 200 ili ve¢a od 500, koja su imala vise od 10 rotabilnih veza, vise od 5
donora ili vise od 10 akceptora vodoni¢ne veze. Nakon ovog koraka, iz kolekcije su
uklonjena sva jedinjenja koja sadrze reaktivne funkcionalne grupe koje mogu biti
uzrok nespecificnog formiranja adukta sa proteinima [375]. Konac¢no, na kolekciju
je primenjen skup podstrukturnih filtera za jedinjenja koja su ¢esto promiskuitetna
i pojavljuju se kao aktivna u velikom broju biohemijskih testova (engl. Pan Assay
Interference Compounds, PAINS) [376].
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Nakon opisanih koraka filtriranja, izvrSen je doking preostalih jedinjenja u
model EZH2 i to u dve konformacije: onoj koja odgovara reprezentativnoj strukturi
kompleksa sa G5K i onoj sa E5Z. Najbolji doking rezultat je zadrzan i odgovarajuci
kompleksi su vizuelno prouc¢avani. Na osnovu rezultata dokinga, predvidenog nacina
vezivanja i fizicko-hemijskih karakteristika, odabran je manji broj jedinjenja koja su
zatim proucavana simulacijama molekularne dinamike i primenom proracuna slo-
bodne energije vezivanja. Moguénost da ove molekule predstavljaju supstrate za Pgp
i/ili BCRP zatim je predvidena koris¢enjem modela ¢iji je razvoj opisan u odeljku
3.2. U slucaju novodizajniranih molekula gde je pokuSana optimizacija strukture
u cilju smanjenja verovatnoce za interakciju sa ovim transporterima, koriséena je
analiza senzitivnosti deskriptora, implementirana u ADMET Predictor-u. Analiza
senzitivnosti deskriptora moguca je kod ANN Kklasifikacionih modela, i olakSava iden-
tifikovanje molekulskih karakteristika ¢ija varijacija ima najizrazeniji potencijal da

izmeni predvideni afinitet molekule za dati transporter.

3.3.3 Simulacije molekularne dinamike

Odabrane dizajnirane molekule simulirane su u kompleksu sa EZH2 u cilju
pouzdanije procene moguénosti njihove interakcije sa kofaktor-vezivnim mestom en-
zima. Pocetne strukture kompleksa dobijene su molekulskim dokingom, kao Sto je
opisano u prethodnom odeljku. Za simulacije kompleksa koris¢eno je Amber ff99SB-
ILDN polje sila [377]. Parametrizacija liganada izvrSena je na na¢in opisan u odeljku

3.1.4, izuzev $to je koris¢ena verzija 1.7 GAFF polja sila.

Za simulacije je koriséen program Gromacs [378|, verzija 4.6.6. Jedini¢na
¢elija simulacije imala je oblik dodekaedra, dimenzija definisanih tako da sa svake
strane kompleksa bude sloj od barem 10 A rastvaraca. Minimizacija energije sis-
tema izvrSena je u dve faze metodom najstrmijeg spusta (engl. steepest descent).
U prvoj fazi, koordinate svih teskih atoma proteina i liganda bile su fiksirane, dok
je u drugoj fazi celokupan sistem bio slobodan. Minimizacija je vrsena do konver-

~2. Nakon minimizacije, brzine

gencije sila ispod vrednosti od 100 KJ mol™! nm
Cestica u sistemu inicijalizovane su u skladu sa Maksvelovom raspodelom na tempe-
raturi simulacije od 298 K. Ekvilibracija sistema zapoceta je kratkom simulacijom
u kanonskom ansamblu trajanja 100 ps, nakon cCega je simulacija nastavljena u
izotermalno-izobarskom ansamblu dodatnih 400 ps. Tokom termalizacije sistema za
kontrolu temperature koris¢en je Berendsenov termostat sa konstantom kuplovanja

od 0,2 ps, kao i Berendsenov barostat sa izotropnim skaliranjem dimenzija sistema,
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uz ciljni pritisak od 1 bara i konstantu kuplovanja od 1 ps. Atomi kompleksa i atomi
rastvaraca tretirani su kao dve odvojene grupe za potrebe kontrole temperature i pri-
tiska. Tokom termalizacije, polozaji atoma kostura proteina i liganda bili su vezani
za svoje pocetne koordinate koriséenjem konstante sile od 1.000 KJ mol~! nm—2.
Nakon prvih 0,5 ns termalizacije, ekvilibracija sistema nastavljena je dodatnih 10
ns. Tokom ekvilibracije i u daljim simulacijama, za kontrolu temperature koriséen je
algoritam skaliranja brzina (engl. velocity rescale), a za kontrolu pritiska Parrinello-
Rahman-ov barostat. Nakon ekvilibracije, simulacije su nastavljene dodatnih 5 ns

koje su tretirane kao produkciona faza; trajektorije ovih simulacija koriséene su u
MM /GBSA proracunima.

Za integraljenje jednacina kretanja koriS¢en je vremenski korak od 2 fs, uz
koriséenje LINCS algoritma za ogranicavanje fluktuacija vodonikovih atoma, odno-
sno SETTLE algoritma za molekule TIP3P vode. Izracunavanje van der Waals-ovih
i elektrostatickih sila izmedu parova atoma vrieno je do udaljenosti od 11 A, pri
¢emu je potencijal ,izmesten” tako da bude integral sile ¢ija je vrednost jednaka nuli
na odse¢noj udaljenosti. Energija sistema i doprinos pritisku analiticki su korigo-
vani u cilju kompenzacije skra¢enja Lennard-Jones-ovog potencijala. Elektrostaticke
interakcije procenjivane su pomocu particle-mesh Ewald metode, pri ¢emu je u re-

cipro¢nom prostoru koris¢ena mreza jedini¢ne dimenzije od 1,2 A.

Procena energije vezivanja novodizajniranih molekula za EZH2 izvrSena je
MM/GBSA metodom pomoéu MMPBSA.py programa iz AmberTools 14 paketa,
koristedi isti pristup koji opisan u odeljku 3.1.6, izuzev Sto su proracuni izvrSeni na
500 kadrova produkcionih trajektorija, koji su medusobno vremenski bili udaljeni 10
ps. Dodatno, umesto analize efekata mutageneze u alanin, u proceni pojedina¢nog
doprinosa aminokiselina vezivnog mesta stabilizaciji liganda — koriS¢ena je metoda

razlaganja energije po parovima (engl. pairwise free energy decomposition).
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Poglavlje 4

Rezultati 1 diskusija

4.1 Simulacije molekularne dinamike EZH2

4.1.1 Modeliranje mesta za vezivanje kofaktora

EZH2 postaje kataliticki kompetentna metiltransferaza tek nakon asocija-
cije sa SUZ12, EED i RBBP4/7 proteinima, koji zajedno formiraju funkcionalni, ¢e-
tvorokomponentni PRC2 kompleks (odeljak 1.2.1). Kristalografske studije izolovane
forme EZH2, skracene na kataliticki SET domen i susedni CXC domen, pokazale su
da enzim zauzima konformaciju uobicajenu za PKMT sa SET domenom i da obra-
zuje vezivno mesto u koje se moze uklopiti kofaktor SAM, u karakteristi¢noj kon-
formaciji poznatoj iz velikog broja struktura srodnih enzima [125, 126]. Medutim,
izotermalnom titracionom kalorimetrijom potvrdeno je da izolovana forma EZH2 ne
vezuje kofaktor SAM niti poznate piridonske inhibitore enzima. Kao potencijalno
objaSenjenje ovog rezultata, pretpostavljeno je da vezivanje kofaktora i inhibitora
zahteva struktuiranje i pravilno pozicioniranje post-SET domena. U dostupnim
kristalnim strukturama EZH2, post-SET domen je neureden a njegov pocetni deo
pruza se u pravcu koji je suprotan od ocekivanog polozaja u kom bi ovaj deo struk-
ture mogao da doprinese stabilizovanju kofaktora i supstrata (slika 1.5). Posledi¢no,
dostupne kristalne strukture ne mogu se direktno iskoristiti u proucavanju interak-
cije inhibitora sa EZH2. Ipak, najve¢i deo mesta za vezivanje kofaktora potpuno je
formiran, a poredenje apo, binarnih i tercijarnih kompleksa drugih PKMT ukazuje
da ovaj deo strukture ne podleZze znacajnijim promenama tokom vezivanja kofak-

tora i supstrata [67]. Stoga, dostupne kristalne strukture EZH2 mogu predstavljati
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pouzdanu osnovu za razvoj modela kompletnog kofaktor-vezivnog mesta enzima.

U cilju dobijanja takvog modela, u ovom radu prvo je izvreno modeliranje
strukture i polozaja post-SET domena EZH2, zasnovano na homologiji sa odgovara-
juéim delom strukture enzima SETD7 i SETDS, kao matricama. Post-SET domeni
ova dva enzima, kao i EZH2, ne sadrze veci broj cisteina koji bi mogli da koordi-
niraju jon cinka tokom uspostavljanja tercijarne strukture. Uprkos ¢injenici da je
post-SET domen EZH2 dugacak samo 19 aminokiselina, niska sli¢cnost njegove sek-
vence sa koriS¢éenim matricama, kao i inherentna fleksibilnost ovog dela strukture,
ukazali su na potrebu da se poc¢etni model dalje unapredi. Ovo je postignuto prime-
nom simulacija molekularne dinamike kroz razmatranje veceg broja fizicki dostup-
nih struktura u cilju identifikovanja najverovatnije konformacije i polozaja post-SET
domena. Pri tome, usavrsavanje modela bilo je bazirano na poznatim eksperimen-
talnim ¢injenicama, pre svega na tome da je konformacija kofaktora SAM, odnosno
proizvoda kofaktora SAH, gotovo identi¢na u svim strukturama PKMT. Fiksiranjem
polozaja i konformacije kofaktora u vezivnhom mestu tokom simulacija molekularne
dinamike, post-SET domenu je omogucéeno da se prilagodi preostalom delu strukture
bez udaljavanja SET domena od eksperimentalno odredenih koordinata. Ubrzana
molekularna dinamika (aMD) u dual boost reZzimu upotrebljena je kako bi se po-
boljsalo istrazivanje faznog prostora, i to kroz istovremeno i nezavisno pospesivanje
promena konformacije post-SET domena i njegovih difuzionih pokreta u rastvoru.
Pri tome treba naglasiti da primena aMD i dalje obezbeduje pravilno istrazivanje

svih minimuma slobodne energije sistema [313].

Kao rezultat simulacija aMD dobijena je verovatna struktura EZH2-SAH
kompleksa. Na slici 4.1 prikazani su razvijeni model i pocetna kristalna struktura
SET domena EZH2 (PDB unos 4MI0). Kao §to se moZe uo¢iti, najveci deo vezivnog
mesta razlikuje se veoma malo izmedu dve strukture, ali se u razvijenom modelu
post-SET domen nalazi u polozaju gde zatvara vezivno mesto i doprinosi stabilizaciji
SAH preko rezidua E742 i M743. U obe strukture, SAH mozZe da formira mrezu
vodonic¢nih veza izmedu svog aminokiselinskog dela, W624 i N688, odnosno izmedu
nukleozidnog dela svoje strukture i peptidnog kostura H689. Ovaj skup vodoni¢nih
veza karakteristicno je o¢uvan kod gotovo svih PKMT sa SET domenom za koje su
dostupne strukturne informacije [67]. Treba imati u vidu da dobijeni model i dalje ne
odrazava kataliticki kompetentnan enzim, buduéi da je polozaj I-SET domena i dalje
takav da sprecava vezivanje histonskog supstrata. Ipak, uzimajuéi u obzir uocene
interakcije izmedu kofaktora i EZH2, kao i ¢injenicu da kofaktor-vezivno mesto ne

podleze znacCajnijim promenama tokom vezivanja supstrata, moze se zakljuciti da
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Slika 4.1: Prikaz reprezentativne strukture razvijenog modela EZH2 (obojen pla-
vom) u kompleksu sa proizvodom kofaktora SAH (obojen zelenom). Model je super-
poniran na pocetnu kristalografsku strukturu SET domena enzima (obojena roze,
PDB ID: 4MI0). Vodonici su uklonjeni iz strukture radi jasnijeg prikaza.

razvijeni model predstavlja dobru osnovu za izucavanje molekulske osnove inhibicije
EZH2. U ovom kontekstu, vazno je naglasiti i podatak da svi dostupni biohemijski
dokazi upucuju na to da otkriveni piridonski inhibitori jesu kompetitivni samo sa
kofaktorom, ne i sa supstratom enzima, te da je za razumevanje njihove interakcije

sa KZH2 prevashodno vazna struktura mesta za vezivanje kofaktora.

Pocevsi od reprezentativne strukture prikazane na slici 4.1, u daljem toku
istrazivanja sprovedena je konvencionalna simulacija MD apo oblika enzima trajanja
15 ns. Cilj ove simulacije nije bilo iscrpno istrazivanje faznog prostora dostupnog
apo formi enzima, jer bi time struktura znacajno pocela da odstupa od one koje
odgovara binarnom EZH2-SAH kompleksu. Ovaj efekat nije bio pozeljan, buduéi da
je pretpostavljeno da se inhibitori vezuju za EZH2 delimi¢no reprodukujuéi odredene
interakcije prisutne u binarnom kompleksu. Medutim, izvestan stepen relaksacije
strukture bio je neophodan kako bi omogucio doking inhibitora u vezivno mesto.
Dodatno, analiza dobijene trajektorije dala je uvid u stabilnost i dinamiku razvijenog

modela.

Tokom trajanja simulacije, apo oblik enzima zadrzao je stabilnu strukturu

pri ¢emu su njegovi glavni pokreti bili ograni¢eni na otvaranje i zatvaranje ulaza
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(a) Tri strukture EZH2 ilustruju varija-
bilnost njegovih konformacija tokom tra-
janja simulacije: narandzastom bojom
prikazana je pocetna struktura, zelenom
je obojena struktura sa najveéim od-
stupanjem od pocetne, dok je plavom
bojom prikazana struktura reprezenta-
tivna za celu simulaciju, uzimajuéi u ob-
zir koordinate C,, atoma. MreZasto osen-
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(b) Mapa dinamicke unakrsne korela-
cije fluktuacija C, atoma u strukturi.
Opseg boja odgovara stepenu korelacije:
crvena podrucja odgovaraju parovima
atoma ¢iji su pokreti visoko korelisani,
plava odrazavaju anti-korelisane fluktua-
cije, dok bela boja ukazuje na odsustvo
korelacije u fluktuacijama odgovarajuceg
para atoma.

¢eno podrucje predstavlja volumetrijsku
mapu okupiranosti fleksibilnih aminoki-
selina na ulazu u kofaktor-vezivno mesto.

Slika 4.2: Dinamika apo oblika EZH2, analizirana na osnovu MD trajektorije tra-
janja 15 ns.

u kofaktor-vezivno mesto. Varijabilnost konformacija EZH2 tokom trajanja simu-
post-SET domen i kratka petlja koja spaja heliks i antiparalelnu beta-plo¢u I-SET
domena. Dodatno, znac¢ajnu pokretljivost je pokazao i deo enzima pri vrhu beta-
ukosnice koja formira jednu stranu mesta za vezivanje kofaktora. Analiza unakrsne
korelacije pokreta delova proteina (slika 4.2b) ukazala je na odredene pravilnosti
u dinamici enzima. Fluktuacije vrha spomenute beta-ukosnice (aminokiseline 620-
623) delimi¢no su anti-korelisane sa fluktuacijama C-terminalnih delova post-SET
domena. Dodatno, nesto izrazeniji stepen anti-korelisanih pokreta uocen je i izmedu
delova I-SET domena i delova post-SET domena koji su naspramno pozicionirani.
Ovi pokreti verovatno odrazavaju dinamiku enzima od znacaja za vezivanje kofak-

tora i histonskog supstrata. U celini, analiza dinamike modela ovog dela strukture
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EZH2 ukazuje na izrazenu plasticnost mesta za vezivanje kofaktora i potvrduje pos-
tojanje strukturne osnove za vezivanje malih organskih molekula. Konacno, treba
naglasiti da bi u limitu mnogo duze simulacije esencijalna dinamika sistema vero-
vatno odgovarala gubitku sekundarne strukture post-SET domena i njegovom uda-
ljavanju od vezivnog mesta; u odsustvu kofaktora i histona, malo je verovatno da bi

struktura zadrzala ovaj stepen uredenosti.
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Slika 4.3: Sli¢nost vezivnih mesta za kofaktor u PKMT enzimima sa dostupnom
kristalnom strukturom. Kao struktura EZH2 upotrebljen je razvijeni model. Stepen
slicnosti odgovara obojenosti datog polja, kao u legendi. Dendrogrami grupisanja
struktura prikazani su u levom delu svake slike.

Takode je analizirana i slicnost vezivnog mesta za kofaktor u razvijenom
modelu EZH2 i kristalografski resenim strukturama drugih PKMT sa SET dome-
nom. Rezultate sli¢ne analize u okviru familije PKMT enzima prethodno su objavili
Campagna-Slater i saradnici [210], ali u trenutku njihove studije, nijedna kristalna
struktura EZH2 nije bila dostupna. Visok stepen sli¢nost ortosternih mesta enzima
iz iste familije moZe preliminarno da ukaZe na rizik od promiskuitetnosti jedinjenja
koja se vezuju za takva mesta u jednom od ¢lanova familije. U tom smislu, relevant-
nan nivo sli¢nosti u velikoj meri zavisi od primenjene metode poredenja struktura
vezivnih mesta. U okviru FuzCav metode, koja je koriS¢ena za procenu sli¢nosti u
ovom radu, rezultat > 0,16 ukazuje na znacajan nivo sli¢nosti dva vezivna mesta
[322]. Nasa analiza obuhvatila je dva seta struktura: set PKMT skracenih na SET
domen i set PKMT sa celovitim vezivnim mestom, koje ukljucuje i pravilno pozici-
oniran post-SET domen. Ukoliko se razmotre samo delovi kofaktor-vezivnog mesta

koje formira SET domen (slika 4.3a), izvesno je da je ovaj deo strukture izuzetno
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oc¢uvan u okviru cele PKMT familije, pri ¢emu je FuzCav sli¢nost daleko iznad 0,16
za sve parove enzime, izuzev SETD7-Suv39H2 para. Medutim, kada se razmotre
kompletna vezivna mesta, nivo sli¢nosti izmedu PKMT je daleko nizi (slika 4.3b),
Sto ukazuje na to da post-SET domen kljuéno doprinosi njihovoj raznovrsnosti. Pri
tome, interesantno je da dobijeni dendrogrami sli¢nosti vezivnih mesta dobro osli-
kavaju filogenetske veze izmedu pojedinih ¢lanova PKMT familije, pretpostavljene
ranije samo na osnovu analize viSestrukog poravnanja njihovih primarnih sekvenci
[67]. Kada je re¢ o EZH2, njemu dva najsli¢nija vezivna mesta nalaze se u okviru
MLL (FuzCav sli¢nost 0,18) i SETDS (sli¢nost 0,16) enzima, dok je sli¢nost sa svim
ostalim PKMT znacajno niza. Iz ovih rezultata moze se zakljuciti da je raznovrs-
nost analiziranih vezivnih mesta u okviru PKMT familije verovatno dovoljno velika
da omogudéi dizajn jedinjenja specificnih za pojedina¢ne enzime, Sto je ujedno i pot-
vrdeno profilom selektivnosti piridonskih inhibitora EZH2. Kako kljuc¢an faktor
raznovrsnosti jesu aminokiseline post-SET domena, verovatno je da nacin vezivanja
selektivnih inhibitora mora da oslikava ovu ¢injenicu kroz odgovarajuce, energetski

povoljne kontakte sa ovim delom strukture.

4.1.2 Analiza interakcije piridonskih inhibitora i EZH2

Nakon simulacija apo oblika EZH2, kadrovi dobijene trajektorije grupisani
su i izdvojeno je nekoliko raznovrsnih, reprezentativnih struktura koje su upotreb-
ljene u molekulskom dokingu piridonskih inhibitora, koji je za cilj imao pripremu
pocetnih struktura kompleksa za dalje simulacije MD. Ovakav pristup sustinski je
slican ,metodi relaksiranog kompleksa” (engl. relazed complex scheme) [319] i treba
da omoguci ukljuc¢ivanje dinamic¢ne prirode receptora u korak dokinga koji ga inace
tretira kao rigidnu strukturu. Sve dostupne informacije o odnosima strukture i ak-
tivnosti piridonskih inhibitora (odeljak 1.3.2; slika 1.11) uzete su u obzir tako da su
iz veceg seta potencijalnih struktura kompleksa dobijenih ovim pristupom izdvojene
one koje su pokazivale najbolje slaganje sa dostupnim eksperimentalnim podacima.
Specifi¢no, odabrane su poze inhibitora u kojima su piridonski prsten i centralni
amid mogli da ostvaruju vodoni¢ne veze za enzimom, i gde je orjentacija supsti-
tuenta polozaja 6 indazolnog jezgra bila takva da se oni pruzaju ka spoljasnosti
vezivnog mesta. Odabrane poze uglavnom su bile medu energetski najpovoljnijim

(procenjeno Vina doking energijom) $to je prikazano u Prilogu A, tabela A.1.

Ekvilibracija pocetnih struktura kompleksa zahtevala je 5-16 ns simula-
cije MD. Poredenje dinamike apo oblika EZH2 i EZH2 u kompleksu sa inhibito-
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rima ukazalo je da vezivanje inhibitora dovodi do smanjenja fluktuacija strukture,
Sto je u skladu sa ¢vrstim vezivanjem ovih jedinjenja za kofaktor-vezivno mesto.
Na slici 4.4 ilustrovan je efekat prisustva nekoliko razli¢itih inhibitora na vrednosti
korena srednje vrednosti kvadrata fluktuacija (engl. root-mean-square fluctuation,
RMSF) C, atoma u EZH2. RMSF vrednosti izracunate su iz simulacija ekvilibri-
sanog sistema trajanja 4 ns. Uocljivo je izraZeno smanjenje RMSF vrednosti kod
veéine aminokiselina koja formiraju vezivno mesto, dok je ovo smanjenje neznatnije
u slu¢aju C-terminalnih rezidua post-SET domena koje ostaju slobodne i difuzno
pokretljive u rastvarac¢u. Aminokiseline broja 700-710 u sekvenci EZH2 uobic¢ajeno
su u konktaktu sa CXC domenom enzima, pa je nesto visi stepen njihove pokretlji-
vosti verovatno posledica skra¢enja modela na SET i post-SET domene. Kako su
ove rezidue prostorno udaljene od kofaktor-vezivnog mesta i ne stupaju u interakcije

sa inhibitorima, njihova dinamika nije uticala na sveukupnu stabilnost simuliranih

kompleksa.
45 —
G1K EL1
G3K E4Z
4= G4K E5Z
G5K Apo EZH2 ------

RMSF (A)

620 640 660 680 700 720 740
Broj aminokiseline

Slika 4.4: Efekat prisustva inhibitora na dinamiku EZH2, ilustrovan kroz smanjenje
vrednosti korena srednjeg kvadrata fluktuacija (RMSF) C, atoma u strukturi.

Produkcione simulacije trajanja 4 ns, koje su sprovedene nakon ekvilibra-
cije kompleksa, upotrebljene su u MM/GBSA proracunima kojima je ra¢unarskim
putem procenjena slobodna energija vezivanja proucavanih inhibitora za EZH2. Re-
zultati MM /GBSA prora¢una zatim su korelisani sa energijama vezivanja izra¢una-
tim iz eksperimentalno odredenih konstanti inhibicije u cilju procene koliko dobro
rezultati simulacija odgovaraju eksperimentalno odredenim afinitetima piridonskih
inhibitora za EZH2. Svi rezultati MM /GBSA prorac¢una sumirani su u Prilogu A,
tabela A.2, a korelacija sa eksperimentalnim vrednostima ilustrovana je na slici 4.5.

Kada se uzmu u obzir rezultati za svih 13 inhibitora, postoji dobra linearna korelacija
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izmedu AGyaryapsa 1 AGe,p Ciji koeficijent korelacije iznosi R = 0,74 (Spearman-ov
koeficijent korelacije p = 0,72). Kao §to je prikazano na slici 4.5, rezultati za dva
inhibitora znacajnije odstupaju od opsteg uocenog trenda: AGa/gBsa za najpo-
tentniji od proucavanih inhibitora, jedinjenje 126, je u rangu desetostruko manje
aktivnih jedinjenja, dok je izrac¢unata vrednost energije vezivanja za najslabiji od
proucavanih inhibitora, jedinjenje E1Z, u rangu sa desetostruko aktivnijim jedinje-
njima. Ukoliko se ova dva rezultata iskljuce iz korelacije, koeficijent korelacije ima
vrednost R = 0,88 (p = 0,88). U daljem tekstu ¢e detaljnije biti analizirani po-
tencijalni razlozi za odstupanje ova dva razultata od opsteg trenda. Ovde ¢e samo
kratko biti zakljuceno da je uoc¢ena korelacija izmedu eksperimentalnih i rac¢unarskih
rezultata uporediva sa rezultatima test studija pouzdanosti MM /GBSA prorac¢una.
Naime, u studijama gde su MM/GBSA proracuni bili bazirani na kristalografski
reSenim pocetnim strukturama kompleksa biomolekula i liganada, stepen korelacije
sa eksperimentalnim energijama vezivanja bio je u opsegu R izmedu 0,5 i 0,7 [379].
Time je R vrednost dobijena u ovoj studiji u nivou pouzdanosti same metode. Dobro
slaganje izmedu eksperimentalnih rezultata i izrac¢unatih vrednosti slobodne ener-
gije vezivanja daje podrsku zakljucku da nacin interakcije inhibitora i EZH2, koji
je uocen tokom simulacija, odgovara interakcijama relevantnim u bioloskom okru-
zenju. Stoga je bilo validno pristupiti detaljnijoj analizi prikupljenih trajektorija
u cilju identifikovanja interakcija koje klju¢no doprinose aktivnosti i selektivnosti
proucavanih jedinjenja.

Linearna korelacija, bez rezultata za E1Z 1126 (R

0.88) ——
Linearna korelacija, svi rezultati (R

0.74) v

-8.5
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Slika 4.5: Korelacija izmedu AGup/apsa 1 AGey, vrednosti za 13 piridonskih
inhibitora EZH2.

Takode je vazno naglasiti i da produzavanje produkcionih trajektorija u
rezimu konvencionalne MD nije dovelo do znacajnijih promena u stabilnosti simu-

liranih kompleksa niti u AGya/gpsa vrednostima. Procene slobodne energije ve-
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zivanja tokom dodatnih 10 ns simulacija zbirno su prikazane u Prilogu A, tabela
A.3. Na slici A.1 u Prilogu A takode je prikazana zavisnost koficijenta korelacije
izmedu AGya/gpsa 1 AGesp u funkciji duzine analizirane trajektorije. Ovim si-
mulacijama potvrdeno je da se, bar kada je re¢ o metodi ,krajnje tacke” kao Sto
je MM /GBSA, konvergirani rezultati za proucavani sistem mogu dobiti iz 4-5 ns

produkcionih simulacija, nakon ekvilibracije kompleksa dobijenog dokingom.

Tipi¢na poza piridonskog inhibitora u mestu za vezivanje kofaktora u EZH2
moZe se ilustrovati na primeru jedinjenja G3K (slika 4.6). Piridonski deo strukture
inhibitora stupa u interakciju sa peptidnim kosturom proteina u delu koji odgovara
rezidui H689, i to prevashodno kroz obrazovanje vodoni¢ne veze izmedu piridonskog
azota i karbonilnog kiseonika peptidne veze. Ukoliko se kao geometrijski kriterijumi
za postojanje vodoni¢ne veze uzmu donor—akceptor rastojanje od 3 A i odstupanje
od planarnosti ne veé¢e od 25°, ova vodoni¢na veza zastupljena je u oko 35% kadrova
produkcione trajektorije. Druga vodoni¢na veza, izmedu karbonila piridona i azota
peptidne veze, ima daleko manju zastupljenost. Kod struktura inhibitora sa azotom
u polozaju 2 indazolnog jezgra, ovaj azot moze biti alternativni akceptor, pri ¢emu
formiranje takve vodonicne veze deluje geometrijski povoljnije. Imajuéi u vidu da
su u okviru molekularno mehanickog polja sila zastupljena samo parcijalna atomska
naelektrisanja centrirana na koordinatama atoma, precizniji opis geometrije vodo-
ni¢nih veza u ovom delu strukture ogranic¢en je koriséenom metodologijom. Ipak,
malo je verovatan polozaj inhibitora gde bi on bio izmesten ka I-SET domenu, jer
bi time bili izgubljeni povoljni kontakti sa post-SET domenom. Naime, post-SET
domen zatvara znacajan deo piridonskog dela inhibitora u hidrofobnoj Supljini koju
formiraju aminokiseline 1739, E742 i M743, dok V621 doprinosi donjem delu veziv-
nog mesta. Pored piridona, i drugi delovi strukture analiziranih inhibitora takode
stupaju u relativno uniformne interakcije sa vezivnim mestom. Izopropil grupa po-
lozaja 1 indazolnog jezgra pruza se ka osnovi kanala za vezivanje lizina gde stupa u
povoljne disperzivne interakcije sa Y726 i F665. Centralni indazol stupa u interak-
cije sa vise aminokiselina [-SET domena, prevashodno sa C663, Y661 i F665. Boc¢ni
lanac C663 pozicioniran je tako da se atom sumpora nalazi priblizno 3,7 A iznad
ravni aromati¢nog jezgra inhibitora, tako da njihov relativni polozaj odgovara geo-
metriji sumpor-aren interakcije [380]. Orjentacija supstituenta polozaja 6, u skladu
sa pretpostavkama baziranim na eksperimentalnim podacima, uslovljava pruzanje
ovog dela strukture ka spoljasnjosti vezivnog mesta. Piridinski prsten ostvaruje
znacajnije interakcije sa enzimom, pre svega stupanjem u aromati¢nu interakciju sa
Y661, u ,paralelno izmestenoj” konfiguraciji. S druge strane, piperazinski deo struk-

ture zadrzava znacajniju pokretljivost usled delimic¢ne izloZenosti rastvaracu, uz tek
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prolazne kontakte prevashodno sa boc¢nim lancem W624. Opisani profil interakcija
sa vezivnim mestom odraZen je i u energiji vezivanja procenjenoj MM /GBSA me-
todom, gde je primetno da dominantna entalpijska komponenta energije vezivanja
G3K i sli¢nih inhibitora (G5K, E2Z, E3Z i E4Z) poti¢e od van der Waals-ovih

interakcija.

E742

w624

V621

Slika 4.6: Polozaj inhibitora G3K (obojen roze) u vezivnom mestu EZH2 (enzim
je prikazan polutransparentnom plavom). Tamnije plavom bojom prikazani su bo¢ni
lanci aminokiselina koje se nalaze na udaljenosti manjoj od 3 A od bilo kog atoma
inhibitora, i koji formiraju vezivno mesto. Radi jasnijeg prikaza, iz ilustracije su
izostavljeni atomi vodonika, aminokiseline F723 1 Y728.

lako su interakcije opisane za G3K veé¢inom prisutne i kod drugih piridon-
skih struktura, nekoliko prouc¢avanih inhibitora pokazalo je dodatne specifi¢nosti
interakcije sa EZH2, kao $to je ilustrovano na slici 4.7. Inhibitori G1K i G2K su
relativno slabo aktivna jedinjenja Sto se moze objasniti ograni¢enim interakcijama
sa aminokiselinama [-SET domena. Kao Sto je ilustrovano na slici 4.7a, ciklopropil
grupa kao supstituent u polozaju 6 indazolnog jezgra obezbeduje veoma ogranicene
kontakte sa F665 i C663, dok aromati¢ne interakcije sa Y661 izostaju u potpunosti.

Ova c¢injenica se jasno odrazava na energiju vezivanja ova dva inhibitora.

Za inhibitor EI1 (slika 4.7b) utvrden je jedinstven nacin vezivanja koga
prevashodno karakterise prisustvo dodatnih vodoni¢nih veza za peptidnim kosturom

I-SET domena. Specificno, EI1 naizmeni¢no obrazuje vodoni¢ne veze sa peptidnim
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F665
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vez21 F665

(a) Kompleks EZH2-G1K (b) Kompleks EZH2-EI1

M E5Z
V621 E742 M662 A622 V621

(c) Kompleks EZH2-E1Z (d) Kompleks EZH2-E5Z

Slika 4.7: Reprezentativne strukture kompleksa EZH2 i odabranih inhibitora koje
ilustruju dodatne interakcije ili razli¢ite nacine vezivanja u odnosu na opsti slucaj
prikazan na slici 4.6. Strukture liganada obojene su roze dok su aminokiseline ve-
zivnog mesta obojene plavom. Radi jasnijeg prikaza, atomi vodonika i drugi delovi
enzima nisu prikazani na slici. Vodoni¢ne veze prikazane su kao isprekidane crne
linije.

azotima C663 i M662 preko nitrilne grupe kao akceptora, pri ¢emu je svaka od ove
dve veze zastupljena u oko 15% kadrova produkcionih trajektorija. Usled moguc-
nosti obrazovanja ovih specificnih interakcija, struktura EI1 je blago izmeStena u
pravcu [I-SET domena, pri ¢emu centralno aromatic¢no jezgro ima nesto veci nagib
u odnosu na ravan piridona. U ovom polozaju, boc¢ni lanci M743 i V621 mogu
da obrazuju ,sendvi¢” oko piridona, znacajno redukujuci njegove fluktuacije, sto se
odrazava i na vodoni¢ne veze koje EI1 obrazuje sa peptidnim kosturom H689. Nas-
pram uobicajenih 35%, zastupljenost obe vodoni¢ne veze koje obrazuje piridonski
deo strukture iznosi priblizno 54%. Konac¢no, dodatna voluminoznost pentanskog
supstituenta u polozaju 1 indazola doprinosi hidrofobnim interakcijama sa odgo-

varajuéim dzepom u strukturi enzima. Zahvaljujuéi opisanim interakcijama, iako
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relativno mala molekula, EI1 ispoljava izrazenu efikasnost kao ligand.

Prisustvo 1,4-benzodioksana na polozaju 6 pirazolopiridinskog sistema u
inhibitoru E17Z (slika 4.7c) uslovljava uspostavljanje specificne konformacije fleksi-
bilne petlje I-SET domena u kojoj u stabilizaciji ovog dela strukture uc¢estvuju C663,
Y661, M662 1 W624. Tako su uspostavljeni kontakti entalpijski veoma povoljni, $to je
primetno iz niske vrednosti AGra/apsa, gubitak fleksibilnosti ovog dela strukture
EZH?2 entropijski je nepovoljan, §to je medutim zanemareno u nasim prorac¢unima.
Ovo ¢injenica pruza verovatno obrazloZenje za neslaganje AGa/agpsa sa eksperi-

mentalno odredenim afinitetom vezivanja.

Jedinjenje E5Z (slika 4.7d) je jedini od proucavanih inhibitora koji ne sa-
drzi centralni bicikli¢ni sistem. Tako su interakcije ove strukture sa EZH2 u najveéem
delu sli¢ne sa opstim sluc¢ajem opisanim za G3K, znacajnije razlike uocene su u re-
giji vezivnog mesta pri osnovi kanala za vezivanje supstratnog lizina. Otvaranje
centralnog biciklicnog sistema uslovljava da etil grupa tercijarnog amina zauzima
polozaj u hidrofobnom dzepu vezivnog mesta gde se kod ostalih inhibitora pozicio-
nira izopropil, dok se tetrahidropiranski prsten pruza paralelno sa pretpostavljenim
kanalom za vezivanje supstratnog lizina. Tetrahidropiran znac¢ajno doprinosi ener-
giji vezivanja kroz kontakte sa Y726, Y728 i Y736. Y728 obrazuje vodoni¢nu vezu
sa kiseonikom tetrahidropirana koja je prisutna u priblizno 50% kadrova produkci-
one trajektorije, dok Y726 i Y736 okruzuju prsten sa dve strane, zatvarajuéi ga u
hidrofobnom kanalu. Kao i kod EI1, polozaj E5Z je blago izmesten u smeru [I-SET
domena, sto doprinosi stabilizaciji piridona kroz kontakte sa 1739 i V621 kao i kroz
povoljniju geometriju za uspostavljanje vodoni¢nih veza sa H689. Drugi benzenov
prsten, vezan za centralni fenil, ostvaruje interakcije prevashodno sa C663, sli¢no
indazolnom jezgru G3K. Morfolinski deo strukture je veoma mobilan, i uspostavlja
prolazne kontakte sa M662 i W624. Interesantno je da je polozaj tetrahidropirana
takav da dalje produzavanje strukture moze da omoguéi dodatne kontakte sa amino-
kiselinama I-SET i naspramnih delova post-SET domena. U prilog ovoj moguénosti
govore i strukture kasnije objavljenih inhibitora CPI-169 i CPI-360 (slika 1.12),

za koje se ¢ini da eksploatisu upravo ovu mogucénost.

Konacno, za inhibitore G4K, G6K i 126 utvrdeno je da stupaju u interak-
ciju za vezivnim mestom na nacin koji je znac¢ajno drugaciji od preostalih inhibitora.
Inicijalno su se, tokom ekvilibracije kompleksa ova tri inhibitora, pojavile poteskoce
u stabilizovanju fluktuacija sistema usled ¢ega je pocetno vreme ekvilibracije od 4

ns produzeno. Pocevsi od uobicajene strukture kompleksa, nakon oko 10 ns simula-
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cije, rotacijom oko veza koje spajaju piridonski prsten sa centralnim amidom, doslo
je do reorjentacije piridonskog prstena. Reorjentacija piridona prac¢ena je prome-
nom rotamernog oblika N688 pri ¢emu je dobijeni kompleks ostao stabilan do kraja
simulacije trajanja 20 ns kao i tokom produkcionih simulacija. Opisana evolucija

trajektorije na primeru inhibitora G4K ilustrovana je na slici 4.8.

AL
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Slika 4.8: Evolucija orjentacije G4K u vezivnom mestu EZH2 tokom ekvilibracije
sistema trajanja 20 ns.

Reprezentativne strukture kompleksa ova tri inhibitora i EZH2 razlikuju
se od prethodno opisanih pre svega po orjentaciji i kontaktima piridonskog prstena.
Kao $to je ilustrovano na slici 4.9, supstituent polozaja 4 piridona usmeren je ka
post-SET domenu i stupa u interakcije sa bo¢nim lancima E742, M743 1 Y736. Do-
minantno zastupljena vodonicna veza postaje ona izmedu karbonilnog kiseonika pi-
ridona i azota amida u reorjentisanom bo¢nom lancu N688. Dodatno, azot piridona
moze da uspostavi kontakt sa peptidnim kosturom proteina posredstvom molekule
vode, ali je upitno koliko je ova interakcija znac¢ajna. Buduéi da nakon karakteriza-
cije ovog alternativnog nacina vezivanja nije bilo u celosti izvesno da li je opisana
poza energetski povoljnija i za druge inhibitore, sprovedene su dodatne simulacije.

Simulacije svih kompleksa produzene su dodatnih 10-20 ns, ali sli¢na promena poze
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nije ustanovljena ni kod jednog drugog inhibitora osim G4K, G6K i 126. Pocetne
konfiguracije kompleksa ova tri inhibitora zatim su ponovo pripremljene kori¢enjem
konformacije EZH2 iz kompleksa sa G3K, tako da budu $to sli¢nije ,,uobic¢ajenoj”
pozi ostalih inhibitora i simulacije su ponovljene. Tokom ponovljenih simulacija,
nijedan od ova tri inhibitora nije ostao stabilno vezan a rezultujuce energije veziva-
nja, procenjene MM/GBSA prora¢unima, bile su do 9 kcal mol™! manje povoljne
od prethodno dobijenih. Sli¢an pristup primenjen je i na prethodno proucavane in-
hibitore ali sa alternativhom konformacijom enzima; npr. inhibitor G5K dokovan
je u EZH2 tako da reprodukuje nac¢in vezivanja ustanovljen za G6K. lako je G5K
ostao stabilno vezan u ovoj pozi, MM /GBSA prora¢uni ukazali su da je ovaj alter-
nativni naé¢in vezivanja za oko 7 kcal mol~! manje povoljan. Kod manjih inhibitora,
kao sto je G1K, simulacije zapocete iz alternativne poze inhibitora dovode do nje-
gove disocijacije. Ovo je prevashodno uzrokovano ¢injenicom da promena rotamera
N688 dovodi do povecane fleksibilnost naspramne beta-ukosnice, koja dalje desta-
bilizuje manje inhibitore ¢iji supstituent polozaja 6 indazola nije dovoljno veliki za

,premoscavanje” vezivnog mesta.

(a) Kompleks EZH2-G4K (b) Kompleks EZH2-126

Slika 4.9: Reprezentativne strukture kompleksa EZH2 i inhibitora G4K odnosno
126, za koje je utvrden alternativni nacin vezivanja za enzim.

Nakon $to je dodatnim simulacijama potvrdeno da alternativni nacin vezi-
vanja ustanovljen za G4K, G6K i 126 nije artefakt stohasticke prirode simulacija,
pristupljeno je analizi faktora koji uslovljavaju uo¢ene promene. Analiza trajektorije
sa G4K kao inhibitorom, tokom njegovog premestanja iz ,uobi¢ajenog” u ,alterna-
tivni” nacin vezivanja, ukazala je da minimizacija kontakata propil grupe polozaja
4 piridona sa vodom verovatno kljuéno doprinosi ovoj reorjentaciji (slika 4.8e). Me-
dutim, iako u slu¢aju G4K i G6K, optimalno pozicioniranje propil grupe u odnosu

na post-SET domen moze biti razlog za reorjentaciju piridona, kod inhibitora 126
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to izvesno nije slu¢aj. Inhibitor 126 je strukturno najsli¢niji jedinjenju G3K (slika
1.10), ali se ova dva inhibitora znacajno razlikuju po svom inhibitornom potencijalu,
a pokazano je i da zauzimaju potencijalno razli¢ite poze u kompleksu sa enzimom. U
racionalizaciji ovih ¢injenica, paznja je inicijalno fokusirana na dodatnu metil grupu
prisutnu u polozaju 3 indolnog jezgra 126. Leung i saradnici [381] analizirali su
veliki broj primera gde uvodenje metil grupe u osnovnu strukturu dovodi do izra-
zenog poboljsanja aktivnosti. Povoljne interakcije dodatne metil grupe sa dzepom
vezivnog mesta i izmenjene konformacione preference liganda su dva osnovna faktora
koja su autori identifikovali kao odgovorne za povecanje afiniteta. Kako u slucaju
jedinjenja 126 dodatna metil grupa sterno moze da uti¢e na orjentaciju piridona,
izvrSeno je ispitivanje konformacionih preferenci G3K i 126 u rastvoru koriséenjem
metadinamike kao metode za ubrzavanje prevazilazenja energetskih barijera i rekon-
struisanje profila slobodne energije (ilustrovani na slikama 4.10e i 4.10f). Ukoliko
se razmotre poze inhibitora sa ,uobi¢ajenom” orjentacijom piridona (slike 4.10a i
4.10b), primetno je da se osnovna razlika ogleda u ¢injenici da prisustvo metil grupe
u 126 uslovljava da ravan centralnog amida zaklapa ugao sa ravni indola koji je za
oko 20° veéi u odnosu na G3K. Vrednosti obelezenih torzionih uglova ® i ¥ variraju
u funkeciji prilagodavanja piridona optimalnim kontaktima sa post-SET domenom,
N688 1 H689. U ,juobi¢ajenim” pozama, ove dve vrednosti se mogu mapirati na re-
konstruisanu povrsinu slobodne energije (engl. free energy surface, FES) kao tacke
A na slikama 4.10e i 4.10f. Kao $to se moZe uociti, konformacija 126 prikazana na
slici 4.10a je za oko 3 kcal mol™! iznad globalnog minimumuma energije. Nasuprot
ovoj ,uobicajenoj” pozi, u alternativnoj orjentaciji piridona (slike 4.10c i 4.10d),
vrednosti @ i ¥ mapiraju se kao tacke B na FES-u. Na slici 4.10e je ocigledno
da alternativna poza 126 odgovara minimumu slobodne energije. Dok je kod 126
razlika slobodnih energija oko 3 kcal mol~! u korist alternativne poze, kod G3K
je razlika zanemarljiva i iznosi oko 0,8 kcal mol~!, pri ¢emu je ,uobic¢ajeni” nacin

vezivanja energetski ukupno daleko povoljniji.

Stoga se moze zakljuciti da alternativna orjentacija koju 126 zauzima u ve-
zivnom mestu prevashodno predstavlja posledicu relaksacije konformacionog naboja,
pri ¢emu je alternativna bioaktivna konformacija dodatno stabilizovana prilagoda-
vanjem post-SET domena, i to kroz hidrofobne kontakte piridona i dodatne metil
grupe sa bo¢nim lancima aminokiselina 1739, Y728 i Y736. Iz povrsina slobodne
energije moze se primetiti i da prisustvo dodatne metil grupe dovodi do produblji-
vanja minimimuma slobodne energije, $to smanjuje verovatnocéu prelaska izmedu
razli¢itih konformacija, dovodeéi do ,preorganizacije” inhibitora u bioaktivnu kon-

formaciju. Ovaj efekat takode verovatno doprinosi povec¢anoj energiji vezivanja 126
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(a) Piridonski deo 126 u ,uobicajenoj”
orjentaciji, ozna¢enoj sa A na panelu (e)

(c) Piridonski deo 126 u ,alternativnoj”
orjentaciji, oznacenoj sa B na panelu (e)
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(e) Povrsina slobodne energije 126 u
rastvoru, rekonstruisana u funkciji dva
diedralna ugla ® i ¥, koji odgovaraju
vezama izmedu piridona i centralnog
amida.

%%9%%

(b) Piridonski deo G3K u ,uobi¢ajenoj”
orjentaciji, ozna¢enoj sa A na panelu (f)

»

(d) Piridonski deo G3K u ,alternativ-
noj” orjentaciji, oznacenoj sa B na pa-
nelu (f)

-15

@ (rad)

(f) Povrsina slobodne energije G3K u
rastvoru, rekonstruisana u funkciji dva
diedralna ugla ® i ¥, koji odgovaraju
vezama izmedu piridona i centralnog
amida.

Slika 4.10: Analiza konformacionih preferenci inhibitora 126 i G3K.

za EZH2. Ipak, treba imati u vidu da znacajni konformacioni naboji liganada ve-

zanih za proteine nisu neuobicajeni [382, 383|, te da 126 verovatno moze, barem

prelazno, da zauzima i pozu uobic¢ajenu za najveéi broj piridonskih inhibitora.

Dodatni dokazi u prilog hipotezi da G4K, G6K i 126 stupaju u interakciju
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sa vezivnim mestom EZH2 na nacin razli¢it od drugih piridonskih inhibitora mogu
se pronadi u studiji kinetike vezivanja G5K, G6K i 126 za aktiviranu i neaktiviranu
formu PRC2/EZH2 kompleksa [384]. U ovoj studiji pokazano je da je inhibicija alo-
sterno aktivirane forme PRC2/EZH2 pomoé¢u G5K koji sadrzi 4,6-dimetilpiridonsko
jezgro — brzo reverzibilna — dok je za G6K i 126 ustanovljeno dugotrajno vezivanje
za enzim, i to od 43 i 62 minuta, redom. Ovi rezultati ukazuju na ¢injenicu da rela-
tivno male varijacije strukture (produzenje alkil supstituenta na piridonu, uvodenje
dodatne metil grupe u indolno jezgro) mogu znacajno uticati kako na aktivnost, tako
i na kinetiku vezivanja, Sto potencijalno moze biti objasnjeno jedinstvenim nacinima
interakcije sa vezivnim mestom koji su uoceni tokom nasih simulacija. Ipak, treba
naglasiti da se navedeni eksperimentalni rezultati odnose na formu PRC2/EZH2
koja je alosterno aktivirana prisustvom histona sa trimetilovanim H3K27, te da se
stoga ne mogu smatrati direktno u vezi sa rezultatima nasih simulacija. Specifi¢no,
nase simulacije ne mogu pouzdano da predvide sve strukturne promene SET i post-
SET domena koje se odigravaju usled alosternih interakcija EZH2 sa EED, i ovaj

aspekat dinamike vezivnog mesta nije razmatran u sklopu trenutne studije.

U ovom kontekstu, medutim, interesantno je primetiti i razlike u dinamici
EZH2 kada se uporede kompleksi sa G3K i G4K (slika 4.4). Rezidualna mobilnost
enzima nakon vezivanja inhibitora, izrazena kroz RMSF vrednosti C, atoma, pri-
metno je veca u slucaju G4K (kao i G6K i 126; rezultati nisu ilustrovani). Ovaj
rezultat moze da sugeriSe da niske energije vezivanja tri najaktivnija inhibitora delom
jesu posledica i relativno niske entropijske ,kazne” formiranja kompleksa. Porede-
njem struktura apo enzima i kompleksa, uocljivo je da vecéina inhibitora stabilizuje
EZH2 u konformaciji koja je veoma sli¢na strukturi njegovog binarnog kompleksa
sa proizvodom kofaktora SAH. Nasuprot vecine inhibitora, G4K, G6K i 126 po-
kazuju afinitet za konformaciju EZH2 u kojoj je vezivno mesto neSto otvorenije i
poseduje izrazeniju fleksibilnost, odnosno konformaciju koja deli sli¢nost sa verovat-
nim prelaznim stanjem enzima tokom razmene proizvoda kofaktora SAH i dodatne
molekule SAM.

4.1.3 Analiza efekata mutageneze u alanin

U cilju uspostavljanja mere relativnog doprinosa svake od aminokiselina
vezivnog mesta energiji vezivanja piridonskih inhibitora, sprovedena je analiza efe-
kata mutageneze u alanin. Promena u slobodnoj energiji vezivanja inhibitora nakon

uklanjanja datog bo¢nog lanca (,mutacije” u alanin) ukazuje, pre svega, na relati-
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van znacaj datog bo¢nog lanca u stabilizaciji inhibitora. Numericki rezultati analize
za sve inhibitore prikazani su u tabeli A.4 priloga A, a za manji podset inhibitora
ilustrovani su na slici 4.11. Na slici 4.11 moze su uociti da pojedine aminokiseline
daju konstantan doprinos stabilizaciji ve¢ine inhibitora, dok se kod drugih uocavaju
razlike koje i kvantitativno ilustruju razlike u na¢inu vezivanja inhibitora opisane u

prethodnom odeljku.

G1K mmmm G3K mmmm GoK e E|1 1 E4Z 1 E57 mmm

AAGypycasa (keal mol™)

Mutacija

Slika 4.11: Rezultati analize efekata mutageneze u alanin.

Bo¢ni lanci aminokiselina uklju¢enih u interakcije sa piridonskim delom
strukture inhibitora, V621, N688, 1739, E742 i M743, daju slican doprinos stabili-
zaciji gotovo svih inhibitora, sa izuzetkom EI1 i G6K (kao i slicnih G4K i 126).
Kao $to je prethodno opisano, M743 pozicioniran je direktno iznad ravni piridona
u kompleksu EZH2 i EI1, usled cega daje izrazen doprinos energiji vezivanja ovog
inhibitora. Sli¢no, relativno veliko uces¢e N688 u energiji vezivanja G6K odgovara
dodatnim vodoni¢nim vezama koje se formiraju nakon reorjentacije piridonskog dela
strukture i promene rotamera samog asparagina. Ova reorjentacija ujedno uslovljava
i manje izrazene efekte I739A mutacije, buduci da propil grupa G4K i G6K ostva-
ruje opseznije kontakte sa bo¢nim lancem Y736. E742A mutacija ima zanemarljive
efekte Sto odgovara ¢injenici da je prevashodno Cg atom ukljucen u interakciju sa

inhibitorima.

Nekoliko aromati¢nih aminokiselina SET domena klju¢no doprinosi veziva-
nju inhibitora. Y726, F665 i Y661 pojedina¢no daju najizrazenije doprinose: Y726 i
F665 stupaju u hidrofobne interakcije sa centralnim aromati¢nim sistemom i njego-
vim alkil supstituentom polozaja 1, dok je Y661 uklju¢en u aromaticéne interakcije
sa piridinskim delom supstituenta u polozaju 6. Vazna uloga Y661 u stabilizaciji

piridonskih inhibitora nedavno je potvrdena i eksperimentalno, u studiji koja je po-
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kazala da Y661D mutacija dovodi do drasti¢nog gubitka afiniteta inhibitora za EZH2
[385]. Dok Y728 umereno doprinosi energiji vezivanja vec¢ine inhibitora, znacajan
pad energije vezivanja E5Z za Y728A mutant odrazava znacaj vodoni¢ne veze ove

rezidue i tetrahidropiranskog dela strukture inhibitora.

Efekti mutacija C663A i M743A su posebno interesantni buduci da se ami-
nokiseline na ovim polozajima razlikuju izmedu sekvenci EZH2 i EZH1, pa potenci-
jalno mogu ukazati na strukturnu osnovu delimi¢ne selektivnosti inhibitora za EZH2
naspram EZH1. U EZH1, ove dve aminokiseline zamenjuju S664 i T744, pri ¢emu je
T744 prva od Cetiri C-terminalne aminokiseline post-SET domena koje se razlikuju
izmedu inhibitora, dok je C663-S664 izmena izolovana unutar inace identi¢nog I-
SET domena. Ukoliko se pretpostavi da je sekundardna struktura post-SET domena
slicna izmedu EZH2 i EZH1, jasno je kako zamena relativno hidrofobnog metionina
— treoninom znacajno moze uticati na vezivanje inhibitora. Manji i polarniji bo¢ni
lanac treonina verovatno uslovljava suboptimalnu stabilizaciju piridonskog jezgra i
posledi¢no nizi afinitet za EZH1. Ovo je posebno oc¢igledno na primeru EI1, koji go-
vori u prilog ovoj hipotezi. Naime, EI1 je najselektivniji od svih poznatih inhibitora,
sa [C50(EZH2) od 0,009 uM i IC50(EZH1) od 1,34 uM, $to odgovara razlici u energiji
vezivanja od priblizno 3 kcal mol™!. Kako rezultati analize efekata mutageneze u
alanin ukazuju da M743 daje klju¢an doprinos energiji vezivanja EI1, jasno je da
prisustvo treonina u ovom polozaju moze predstavljati strukturnu osnovu opisane
selektivnosti. Stoga se moze zakljuciti da su interakcije sa ovim delom strukture

post-SET domena kljuéna odrednica selektivnosti za EZH2 naspram EZHI1.

S druge strane, razlika izmedu cisteina (C663) i serina (S664) je znacajno
manja. C663A mutacija negativno se odrazava na energiju vezivanja svih inhibitora,
Sto ukazuje na ucesée sumporovog atoma u interakcijama sa centralnim aromatic-
nim biciklom inhibitora. Iako bi serin na istom polozaju hipoteticki mogao da bude
uklju¢en u uspostavljanje slabe vodoni¢ne veze sa m-sistemom inhibitora, nasa je
pretpostavka da ovo nije energetski povoljno iz jednog od dva razloga. Ukoliko
se uzme u obzir orjentacija C663 u kristalnim strukturama EZH2, S664 u istom
polozaju efektivno bi predstavljao mimetik prolina kroz uspostavljanje vodoni¢ne
veze sa karbonilnim kiseonikom peptidne veze susednog S665. Raskidanje ove veze
je energetski nepovoljno, sto ¢ini potencijalnu reorjentaciju serina manje verovat-
nom. Dodatno, energetska cena desolvatacije serina je vec¢a nego sto je to slucaj sa
cisteinom, $to takode potencijalno doprinosi manjoj verovatnoéi uspostavljanja od-
govarajuce interakcije ove aminokiseline sa indazolnim delom strukture inhibitora.

Sveukupno uzevsi, rezultati obavljenih simulacija pruzaju dobru osnovu za razu-
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mevanje selektivnosti piridonskih inhibitora za EZH2 naspram EZH1, $to dodatno

potkrepljuje validnost predloZzenog nacina vezivanja.

Strukturna racionalizacija SAR

Na osnovu rezultata simulacija MD i analize efekata ra¢unarske mutageneze
u alanin, odnos izmedu strukture piridonskih inhibitora i njihove inhibitorne aktiv-
nosti moguée je razjasniti iz perspektive strukture samog vezivnog mesta odnosno

kompleksa EZH2 i proucavanih inhibitora, kroz slede¢a opazanja:

1. Piridonsko jezgro predstavlja deo strukture klju¢an za formiranje stabilnog
kompleksa kroz obrazovanje vodoni¢nih veza izmedu azota piridona i karbo-
nilnog kiseonika H689. Tako je moguce formiranje vodoni¢ne veze izmedu kar-
bonilnog kiseonika piridona i azota H689, u formiranom kompleksu ova vodo-
nic¢na veza ne daje znacajan doprinos energiji vezivanja. Moguce je da se obe
veze formiraju tokom inicijalnih faza asocijacije, ali da prilagodavanjem en-
zima inhibitoru samo jedna ostaje dominantno zastupljena. Moze se zakljuciti
da prisustvo donora vodoni¢ne veze u ovom polozaju predstavlja klju¢an deo
farmakofore piridonskih inhibitora EZH2.

2. Alkil supstituenti piridona polozaja 4 i 6 vazni su za aktivnost usled kontakata
koje uspostavljaju sa post-SET domenom, prevashodno sa E742 i M743. Po-
voljne hidrofobne interakcije sa post-SET domenom pomazu stabilizaciju de-
limi¢no spregnute konformacije inhibitora koja nastaje tokom uspostavljanja
specifi¢ne orjentacije piridona u odnosu na centralni amid i aromati¢no jezgro.
Zamena metil grupe polozaja 4 n-propil supstituentom favorizuje reorjenta-
ciju piridonskog jezgra a dodatni kontakti sa post-SET domenom doprinose

aktivnosti ovih inhibitora.

3. Odstupanje amidskog linkera od koplanarnosti sa ravni centralnog aromati¢nog
jezgra (indazola ili indola) pruza optimalnu geometriju ovom delu strukture,
pri ¢emu amid doprinosi elektrostatskim interakcijama vezivanju inhibitora, a
delimi¢no i kroz jasno usmerene interakcije (vodoni¢ne veze) sa bo¢nim lancem
N688. Gubitak aktivnost dimetil-supstituisanih inhibitora stoga je jasna po-
sledica gubitka klju¢nih donora vodoni¢nih veza, uvodenja sterno ometajuc¢ih

grupa i promena oblika rezultujué¢ih molekula.
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4. Alkil supstituenti u polozaju 1 centralnog aromatic¢nog jezgra stupaju u hidro-
fobne interakcije sa dzepom koji formiraju bo¢ni lanci F665 i Y726, usled cega
aktivnost inhibitora dosledno raste sa porastom broja ugljenika ovog supstitu-
enta. No, kako je ovaj deo strukture vezivnog mesta najpodlozniji izmenama
uzrokovanim somatskim mutacijama enzima (videti odeljak 4.1.5), variranje
ovog supstituenta moze potencijalno biti iskoriS¢eno u optimizaciji selektiv-

nosti inhibitora EZH2 za odredene mutirane forme enzima.

5. Centralno aromati¢no jezgro ukljuceno je u kontakte sa C663 i F665, i uklapa
se u dominantno hidrofoban deo vezivnog mesta. Azot polozaja 7 u azainda-
zolnim strukturama (G1K, E1Z, E2Z) ne moze da ucestvuje u bilo kakvim
polarnim interakcijama, a doprinosi energiji desolvatacije, usled ¢ega inda-
zolne strukture imaju veéu aktivnost. lako azot polozaja 2 indazola poten-
cijalno moze da obrazuje vodoni¢ne veze sa H689, indolne strukture nemaju

smanjenu aktivnost verovatno usled njihovog m-suficitarnog karaktera.

6. Aromati¢ni prsten u polozaju 6 centralnog bicikli¢nog sistema znacajno dopri-
nosi aktivnosti kroz aromaticne interakcije sa bo¢nim lancem Y661. Bicikli¢ni
supstituenti u ovom polozaju (E1Z) nisu optimalan izbor za povecanje aktiv-
nosti jer zahtevaju uspostavljanje specificnog polozaja i gubitak fleksibilnosti
petlje I-SET domena, Sto je sveukupno nepovoljno za njihovu energiju veziva-

nja.

4.1.4 Farmakoforni model inhibitora EZH?2

Kao sto je u prethodnim odeljcima detaljno opisano, analiza struktura
kompleksa EZH2 i piridonskih inhibitora ukazala je na postojanje znacajnih razlika
u nacinu interakcije razli¢itih inhibitora sa vezivnim mestom enzima. U razvoju
farmakofornog modela zasnovanog na strukturi kompleksa moguce je pokusati iden-
tifikaciju najmanjeg zajednickog sadrzaoca superponiranih farmakofornih elemenata
veceg broja aktivnih jedinjenja. Medutim, u situaciji kada postoje znacajne razlike
u bioaktivnim konformacijama i tipu klju¢nih interakcija sa vezivnim mestom, ovaj
pristup nije nuzno optimalan. Kao $§to je pokazano u retrospektivnim studijama,
uspesnost farmakoforne pretrage moze se znacajno poboljsati ukoliko se istovremeno
koristi vise farmakofornih hipoteza koje kodiraju razli¢ite mogucénosti interakcije sa
ciljnim mestom dejstva [386]. Sta viSe, kombinovanje farmakofornog modela sa obli-

kom molekule kao kriterijumom sli¢nosti daje rezultate bolje od svakog od ovih
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pristupa ponaosob, kao i uspesnost pretrage ve¢u od racunarski zahtevnijih metoda
kao §to je molekulski doking [387].

(a) Farmakoforni model izveden iz G5K (b) Farmakoforni model izveden iz E5Z

Slika 4.12: Ilustracija farmakofornih modela inhibitora EZH2. Farmakoforni ele-
menti prikazani su kao obojene sfere: crvenom su predstavljene lipofilne grupe,
zelenom aromaticni centri, plavom donori a roze bojom akceptori vodoni¢ne veze.
Sive sfere odgovaraju sferama iskljucenja.

U skladu sa ovim ¢injenicama, odabrano je da se u daljem racunarskom
dizajnu koriste dve farmakoforne hipoteze. Kao predstavnik piridonskih inhibitora
sa bicikli¢nim centralnim sistemom odabrana je struktura G5K, dok je za definisa-
nje drugog farmakofornog modela koriséena struktura E5Z. E5Z se, kako po svojoj
konformaciji i obliku, tako i po dodatnim interakcijama tetrahidropiranskog dela
strukture izdvaja od ostalih izucavanih inhibitora. Interakcije sa delom vezivnog
mesta koji se pruza ka useku za vezivanje supstrata predstavljaju jedinstvenu ka-
rakteristiku ovog inhibitora, koja, kao $to primeri inhibitora CPI-169, CPI-360
(slika 1.12) i heksahidroizohinolinskih struktura (slika 1.14) ilustruju — moze dopri-
neti razvoju visoko-aktivnih inhibitora. Da bi farmakoforni model bio upotrebljiv
u identifikaciji novih bioaktivnih molekula, uobicajeno je da broj farmakofornih ta-
¢aka u modelu bude ogranicen na 3-7 [388|. U definisanju klju¢nih farmakofornih
tacaka u GBK i E5Z koris¢eni su prethodno izlozeni rezultati simulacija moleku-
larne dinamike, pa su zadrzane farmakoforne tacke liganda koje: (i) ucestvuju u
obrazovanju vodoni¢nih veza sa kosturom proteina, odnosno H689; (ii) ucestvuju u
hidrofobnim interakcijama sa odgovaraju¢im dzepom koji formiraju Y726 i F665;
(iii) odgovaraju centralnom jezgru strukture. Dodatno, u farmakoforu izvedenu iz
G5K ukljucen je aromati¢ni centar koji stupa u interakciju sa Y661, dok je kod

E57Z zadrzan i akceptor koji obrazuje vodoni¢nu vezu sa Y728. Kako bi se u potpu-
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nosi iskoristila dostupnost trodimenzionalne strukture kompleksa, u farmakoforne
modele ukljuc¢ene su sfere iskljuc¢enja koje odgovaraju obliku vezivnog mesta EZH2.

Rezultujuci farmakoforni modeli ilustrovani su na slici 4.12.

Rezultati validacije farmakofornih modela na setu od 2.800 molekula ,,ma-
maca’ prikazani su u tabeli 4.1. Oba modela, u kombinaciji sa srednjim rezultatom
Tversky sli¢nosti farmakofora i oblika referentnih molekula, pokazala su veoma dobru
sposobnost identifikacije poznatih bioaktivnih molekula. Dobijene su visoke vred-
nosti metrika ranog obogacenja, kao i postojane performanse modela u bootstrap
validaciji. Model izveden iz jedinjenja G5K ima nesto bolje performanse, ali oba
farmakoforna modela pokazuju veoma dobru sposobnost generalizacije Sto ukazuje
na njihov potencijal u identifikaciji novih osnovnih struktura. U ovom kontekstu,
vazno je naglasiti da iako su modeli izvedeni iz piridonskih struktura, u 28 aktiv-
nih molekula seta koriséenog u validaciji bile su zastupljene sve poznate osnovne
strukture kofaktor-kompetitvnih inhibitora (odeljak 1.3.2), uklju¢ujuéi tetrametilpi-
peridinske i heksahidroizohinolinske strukture. Ocekivano, kori§¢enjem oba modela

u pretrazi dobijaju se rezultati bolji od svakog modela ponaosob.

Tabela 4.1: Performanse farmakofornih modela u identifikaciji 28 inhibitora EZH2
u setu sa 2.800 molekula ,mamaca”

Farmakoforni model Metrika Ceo set Bootstrap validacija®
G5K EF59 13,57 13,48 + 1,65
AUROC 0,913 0,902 £ 0,027
BEDROC,—2 0,692 0,671 £+ 0,067
E57Z EF5y 10,71 10,68 £+ 1,70
AUROC 0,874 0,857 £ 0,034
BEDROC,-2 0,620 0,596 + 0,076
G5K + E5Z EF;5y 14,29 14,22 + 1,63
AUROC 0,926 0,911 £ 0,030
BEDROC,—o 0,738 0,718 £ 0,076

¢ Prikazane su srednje vrednosti uz standardnu devijaciju za 100 ponavljanja

Ovako definisani i validirani farmakoforni modeli koriséeni su u algoritmu
za de novo dizajn kao osnovne matrice u identifikaciji novih potencijalnih inhibitora
EZH2 (odeljak 4.3).
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4.1.5 Uticaj somatskih mutacija EZH2 na vezivanje inhibi-

tora

Kao $to je detaljnije izlozeno u uvodnom odeljku 1.2.3, do danas je opisan
niz somatskih mutacija EZH2 koje menjaju supstratnu specificnost enzima i tako
kljuéno doprinose etiopatogenezi specificnih formi kancera. Iako pojedine mutirane
forme enzima (EZH2Y®4F EZH24%87V) gube afinitet prema nemetilovanom H3K27
usled ¢ega zavise od funkcije neizmenjenog EZH2 (EZH2"T), adekvatna aktivnost
inhibitora EZH2 i prema ovim mutiranim formama od velikog je terapijskog znacaja.
Za E4Z i E5Z pokazano je da ispoljavaju i do pet puta veéi afinitet prema A677G
i A687V mutantima naspram EZH2"W7T, uz priblizno istu ili neznatno umanjenu

aktivnost prema Y641(F/C/S/H/N) mutantima [187, 188].

U cilju razumevanja kako ove mutacije uticu na strukturu vezivnog mesta
i afinitet inhibitora prema EZH2, sprovedene su simulacije slede¢ih kompleksa:
EZH24677C F47, EZH24677¢ E57, EZH24%87V E57, EZH2Y 1P F47 i EZH2Y 6417
E5Z. Svaki od kompleksa sa mutiranom formom enzima analiziran je nasuprot od-

govarajuéeg kompleksa sa EZH2WT

. Veéina promena vezivnog mesta koje su uo-
¢ene odgovaraju predvidanjima koja su ranije predloZzena na osnovu samih kristalnih
struktura SET domena [125, 126]. Za mutaciju A677 u glicin se veruje da dovodi
do uvecanja vezivnog mesta koje je dovoljno da omoguci reorjentaciju H3K27me2 u
cilju prenosa tre¢e metil grupe. Nasim simulacijama je ustanovljeno da ova muta-
cija uzrokuje preuredenje niza aminokiselina u blizini pretpostavljenog dna kanala
za vezivanje lizina. Kao sto je ilustrovano na slici 4.13a, u odsustvu sterne smetnje
alaninovog Cg atoma, bo¢ni lanac Y641 se izmeSta ka gore, Sto zauzvrat omogucéava
bo¢nim lancima F665 i Y726 da se pomere ka unutrasnjosti enzima, time znacajno
uvecavajuéi zapreminu vezivnog mesta (slika 4.13c). U kontekstu vezivanja inhibi-
tora, prosirenje hidrofobnog dZzepa pri osnovi kanala za lizin omogucava alkil grupi

polozaja 1 centralnog jezgra da se veze dublje.

Mutacija A687V dovodi do izmestanja veceg broja aminokiselina, kao Sto
je ilustrovano na slici 4.13b. Iako su polozaji veéeg broja hidrofobnih aminokise-
lina koje okruzuju ovaj polozaj (1722, 1684, 1626, F724, F723 i F686) izmenjeni
usled prisustva voluminoznijeg valina, najuocljivija promena je i kod ovog mutanta
izmesStanje Y641, $to je dosledno sa njegovom predlozenom ulogom ,Cuvara kapije”
i glavne odrednice supstratne specificnosti PKMT sa SET domenom. Kao i kod
A677G mutacije, neto efekat jeste uvecanje zapremine vezivnog mesta, mada je sa

A687V mutacijom ova promena manje izraZena (slika 4.13c). Sa aspekta vezivanja
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Y641 F724

1684 ﬁ A687V

L722
1626
F723
F686
(a) E4Z (obojen ljubic¢asto) u komp- (b) E5Z (obojen ljubi¢asto) u komp-
leksu sa neizmenjenim EZH2 (prikazan leksu sa neizmenjenim EZH2 (prikazan
roze) odnosno A677G mutantom (pri- roze) odnosno A687V mutantom (prika-
kazan pastelno zelenom). Strukture su zan plavom). Strukture su preklopljene
preklopljene po koordinatama C, atoma. po koordinatama C, atoma.

Normalizovana zapremina dzepa (V,,/ Vi)

5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9
Trajanje simulacije (ns)

(c) Srednja vrednost zapremine vezivnog mesta za kofaktor, prika-
zana u funkciji trajanja simulacije. Boje linija odgovaraju razli¢itim
mutiranim formama EZH2, kao u legendi. Zapremine su normali-
zovane srednjom vrednoS¢éu zapremine vezivnog mesta kod neizme-
njenog enzima, tako da vrednosti veée od 1 odgovaraju uveéanju, a
vrednosti manje od 1 smanjenju zapremine u odnosu na neizmenjeni
enzim.

Slika 4.13: Uticaj somatskih mutacija EZH2 na strukturu vezivnog mesta za ko-
faktor.

inhibitora, promene su sustinski identi¢ne onima ustanovljenim kod A677G mu-
tanta. Konac¢no, mutacija Y641F dovodi do najmanje izrazenih promena, izuzev
blagog pomeranja bo¢nog lanca fenilalanina navise. Ova blaga promena polozaja ne
dovodi do zna¢ajnog prosirenja vezivnog mesta (slika 4.13c), $to nije ni ocekivano

buducéi da se pretpostavlja da ova mutacija pre svega uti¢e na moguénost formiranja
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vodonic¢ne veze sa slobodnim elektronskim parom e-azota supstratnog lizina.

Promene strukture vezivnog mesta uocene tokom trajanja simulacija nisu
dovele do znacajnijih promena u pozi inhibitora E4Z i E5Z, niti u na¢inu njihove in-
terakcije sa enzimom. Koris¢enjem MM /GBSA proracuna, nisu ustanovljene razlike
u energiji vezivanja inhibitora vece od nivoa statisticke neizvesnosti same metode.

94677G 4 dno-

Eksperimentalni podaci sugerisu da bi energija vezivanja E4Z za EZH
sno E5Z za EZH24677¢ { EZH24%87V  trebalo da bude oko 1 kcal mol~! negativnija u
poredenju sa EZH2"?. Na osnovu uoéenih promena, nasa je hipoteza da je za razu-
mevanje pove¢anog afiniteta inhibitora za ove mutirane forme vazno adekvatno uzeti
u obzir razlike u hidrataciji vezivnog mesta. Preciznije, u kristalnim strukturama,
Y641 uspostavlja vodoni¢nu vezu sa molekulom vode, koja je dodatno stabilizovana
i drugim vezama sa karbonilnim kiseonicima kostura proteina. Tokom vezivanja
liganda, ova voda mora biti istisnuta iz vezivnog mesta, pri ¢emu bi promena orjen-
tacije Y641 uocena tokom svih simulacija mutanata olaksala ovaj proces. Medutim,
isto objasnjenje bi bilo validno i za Y641F mutant (koji nema sposobnost usposta-
vljanja vodoni¢ne veze sa spomenutom molekulom vode), ali je, naprotiv, slobodna
energija vezivanja E4Z i E5SZ za ovako izmenjen enzim oko 0,2 kcal mol~! pozi-
tivnija u odnosu na EZH2"?. Stoga na osnovu trenutno dostupnih rezultata nije
moguce dati celokupno objasnjenje promena u afinitetu inhibitora prema mutiranim
formama enzima. Dodatne simulacije koje bi ispitale celokupan proces asocijacije
liganda i enzima, uzimajuéi u obzir atomske detalje procesa desolvatacije vezivnog
mesta i liganada, mogle bi da pruze kompletnije objasnjenje ustanovljenih razlika u

afinitetu.

Interesantno je uociti i da razli¢ite mutacije EZH2 dovode do dobro defini-
sanih promena vezivnog mesta, Sto moze predstavljati strukturnu osnovu za dizajn
inhibitora koji ¢e ispoljavati veéu selektivnost za ove patoloski izmenjene forme
EZH2. Pored veé opisanih, simulacije apo oblika EZH2Y41C i EZH2Y%4!N dodatno
ilustruju ovu moguénost. Kao Sto je prikazano na slikama 4.14a i 4.14b, mutacije
Y641 mogu dovesti do otvaranja novih dzepova u vezivnhom mestu, ¢ija je zapremina
dovoljno velika (slika 4.14c) za prihvat adekvatno odabranih supstituenata inhibi-
tora. Razlike u polarnosti ovih dzepova (slika 4.14d) ilustruju da postoji potencijal
za dizajn mutant-specificnih inhibitora koji bi predstavljali interesantno orude u
ispitivanjima hemijske biologije EZH2. Variranje supstituenta polozaja 1 central-
nog jezgra poznatih piridonskih inhibitora bio bi logi¢an prvi korak u istrazivanju

mogucnosti dizajna takvih molekula.
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(a) Promene vezivnog mesta kod Y641C
mutanta. MreZasti roze prikaz odgovara
obrisima dZepa u vezivnom mestu.
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(c) Prose¢na zapremina formiranih dze-
pova u funkciji trajanja simulacije. Boje
linija odgovaraju razli¢itim mutantima,
kao u legendi.

(b) Promene vezivnog mesta kod Y641N
mutanta. MreZasti roze prikaz odgovara
obrisima dZepa u vezivnhom mestu.
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(d) Prose¢na polarnost formiranih dze-
pova u funkciji trajanja simulacije. Boje
linija odgovaraju razli¢itim mutantima,
kao u legendi.

Slika 4.14: Ilustracija potencijalne strukturne osnove za dizajn mutant-selektivnih
inhibitora EZH2 kroz eksploataciju dodatnih Supljina u vezivnom mestu.

4.1.6 Rezime

U ovom segmentu istrazivanja, razvijen je model EZH2 sa celovitim veziv-
nim mestom za kofaktor koji je usavrsen simulacijama molekularne dinamike. Ovaj
model je zatim upotrebljen za istrazivanje strukturne osnove aktivnosti i selektiv-
nosti poznatih piridonskih inhibitora EZH2. Iako metodologija koriS¢ena u proceni
slobodne energije vezivanja ima viSe ogranic¢enja, dobro slaganje izmedu svih dostup-
nih eksperimentalnih podataka i rezultata izvrSenih simulacija ukazuju da razvijeni
model pruza dobru osnovu za razumevanje nacina na koji inhibitori stupaju u in-

terakciju sa svojim vezivnim mestom na enzimu. Uz ste¢eno razumevanje odrednica
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aktivnosti poznatih inhibitora, bilo je moguce razviti i validirati farmakoforni model
inhibitora EZH2 koji je upotrebljen u dizajnu novih potencijalnih inhibitora ovog
enzima (rezultati izloZeni u odeljku 4.3). Nadalje, validirani model strukture EZH2

omogucio je istrazivanje dinamike kompleksa enzima i novodizajniranih molekula.
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4.2 Modeli za predvidanje transporta posredovanog
Pgp-om i BCRP-om

4.2.1 Modeli za predvidanje transporta posredovanog Pgp-

om

Primenom razli¢itih pristupa opisanih u Eksperimentalnom delu razvijena
su tri kona¢na modela za predvidanje transporta posredovanog Pgp-om. Od toga
su dva zasnovana na ansamblima veStackih neuronskih mreza i to jedan dobijen
koriséenjem svih dostupnih deskriptora (u daljem tekstu ANN-24-3), i jedan razvijen
nakon ru¢nog odabira manjeg broja deskriptora za koje je pretpostavljeno da dobro
opisuju molekulske karakterstike od znacaja za transport posredovan Pgp-om (u
daljem tekstu ANN-8-1). Treé¢i model bio je zasnovan na ansamblu SVM modela
i u njegovom razvoju koriS¢eni su svi dostupni deskriptori, bez prethodnog ru¢nog

odabira. Prediktivne sposobnosti razvijenih modela zbirno su prikazane u tabeli 4.2.

Tabela 4.2: Performanse kona¢nih modela za predvidanje transporta posredovanog
Pgp-om.

Model Parametri Set Senzitivnost® Specifi¢nost’ Youden indeks® Taénost?
ANN-24-3 50 ANN treningy,osek 0,89 0,90 0,78 89%
3 neurona® testmanueini 0,83 0,84 0,67 83%
24 deskriptora testgon f 0,82 0,80 0,62 81%
Nirening = 232 testr_means | 0,81 0,82 0,63 81%
Niyest = T8 teStprosck 0,82 0,82 0,64 82%
ANN-8-1 50 ANN treningyrosek 0,87 0,78 0,64 82%
1 neuron testmanuelni 0,85 0,76 0,61 81%
8 deskriptora  testsons 0,82 0,89 0,71 86%
Nirening = 232 testx_means 0,80 0,79 0,59 79%
Niest = 78 testprosek 0,82 0,81 0,63 82%
SVM 33 SVM trening,osek 0,81 0,84 0,65 82%
testmanueini 0,78 0,84 0,62 81%
29 deskriptora testgon 0,80 0,78 0,58 79%
Nirening = 232 testk_means 0,83 0,73 0,56 7%
Niest = 78 teStprosek 0,80 0,78 0,59 79%

¢ Udeo tacno predvidenih supstrata u ukupnom broju supstrata

b Udeo tacno predvidenih nesupstrata u ukupnom broju nesupstrata
¢ Izracunat kao: Senzitivnost + Specifi¢nost - 1

¢ Procenat ta¢nih predvidanja

¢ Broj neurona skrivenog sloja

/ Srednja vrednost 10 nezavisnih raspodela seta

Kao $to se moze uociti iz tabele 4.2, sva tri modela pokazuju zadovoljava-
juce prediktivne sposobnosti, pri ¢emu ANN modeli imaju nesto bolje performanse.

Interesantno je primetiti da najjednostavniji model, ANN-8-1, razvijen koris¢enjem
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pristupa zasnovanog na prethodnom manuelnom izboru deskriptora, daje slicnu tac-
nost predvidanja kao i slozeniji ANN model sa 24 deskriptora. Medutim, ANN-24-3
ima bolji odnos senzitivnosti i specificnosti, budué¢i da se primenom ANN-8-1 ne-
supstrati mogu identifikovati sa nesto manjom pouzdanoséu. Svi deskriptori koji su

ukljuceni u ove modele navedeni su u prilogu B, tabela B.3.

Tako tacan mehanizam transporta posredovanog Pgp-om nije u celosti raz-
jasnjen, u literaturi postoji konsenzus da je preduslov za transport supstrata nji-
hova raspodela i zadrzavanje u unutrasnjoj ovojnici lipidnog dvosloja membrane,
gde mogu stupiti u interakciju za vezivnom Supljinom Pgp-a, u njegovoj otvorenoj
konformaciji [389-391]. Samo uklapanje u vezivnu Supljinu zavisi od specifi¢nih in-
termolekulskih interakcija, ¢ija raznovrsnost uslovljava i raznovrsnost struktura po-
tencijalnih supstrata. Deskriptori koji ¢ine kona¢ne modele razvijene u ovoj studiji
opisuju molekulske karakteristike od znacaja za oba koraka transporta. Deskriptori
lipofilnosti, polarnosti, veli¢ine i fleksibilnosti odrazavaju sposobnost molekule da se
preraspodeli u lipidni dvosloj. Sli¢no, deskriptori lipofilnost i polarnost, deskriptori
koji opisuju sposobnost molekule da formira vodoni¢ne veze, deskriptori polarnih
povrsina i raspodele naelektrisanja — kvantifikuju karakteristike od klju¢nog znacaja

za interakciju molekule sa aminokiselinama vezivne Supljine transportera.

Glavne razlike izmedu deskriptora uklju¢enih u model ANN-24-3 naspram
ANN-8-1 ogledaju se u prisustvu deskriptora na ¢iju vrednost uti¢u jonizacione
karakteristike jedinjenja. U sastav ANN-24-3 ulaze dva deskriptora (QAvgNeg i
QAvgPos) koji kvantifikuju proseceno naelektrisanje molekule pri pH od 7,4, §to od-
govara intracelularnoj sredini. Ustanovljeno je da postoji jasna i statisticki znacajna
razlika (p < 0.005) u neto naelektrisanju supstrata i nesupstrata u nasem setu, pri
¢emu molekule koje su pri fizioloskoj pH znacajnije zastupljene u jonizovanom obliku
imaju daleko manju verovatnoé¢u da budu supstrati Pgp-a. Ovo opazanje ukazuje
na mogucénost da duzina zadrzavanja u membrani uti¢e na povecanje verovatnoce
transporta posredovanog Pgp-om. Takav zakljucak je u skladu sa eksperimentalnim
rezultatima koji ukazuju na vecu efikasnost transporta neutralnih oblika molekula
[392]. Daljom analizom jonizacionih karakteristika jedinjenja u nasem setu takode je
uocena pravilnost u pogledu kiselinsko-baznih karakteristika supstrata i nesupstrata.
U skladu sa stanovistem da je Pgp transporter prevashodno neutralnih jedinjenja
ili katjona, neto naelektrisanje analiziranih jedinjenja bilo je pozitivno za 102 sup-
strata, nula za 17 i negativno za samo 40 supstrata. Od jedinjenja koja su negativno
naelektrisana pri fizioloskoj pH, prosecno neto naelektrisanje svih oblika iznosilo je

0,01 kod supstrata, odnosno 0,20 kod nesupstrata. Izrazen diskriminativni karakter
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deskriptora jonizacije verovatno doprinosi ta¢nosti predvidanja modela ANN-24-3,
naspram ANN-8-1, i ukazuje na korisnost upotrebe pH-senzitivnih deskriptora u

modelovanju transporta posredovanog Pgp-om.

Zajednicka karakteristika ANN-8-1 i SVM modela ogleda se u prisustvu
deskriptora izvedenih iz rada Ane Seelig o farmakofornim karakteristikama Pgp sup-
strata [393]. Tako je ovaj rad bio baziran na relativno malom setu od 100 jedinjenja,
rezultati nasih modela sugerisu da klju¢ne molekulske karakteristike supstrata, iden-
tifikovane u tadasnjem radu, znac¢ajno doprinose pouzdanosti predvidanja i u daleko
Sirem hemijskom prostoru. U referenci [393| opisane su dve farmakofore: tip I koji
ukljucuje dva elektron—donora na rastojanju od 2.5 + 0,3 A; i tip II koji ¢ine dva
elektron—donora na rastojanju od 4,6 + 0,6 A ili tri elektron—donora ¢iji je medu-
sobni prostorni raspored takav da se dva najudaljenija nalaze na rastojanju od 4,6
+ 0,6 A. U ovom radu dalje je zakljufeno da jedinjenja koja poseduju barem jednu
farmakoforu tipa I ili jednu farmakoforu tipa II imaju veliku verovatnoé¢u da budu
supstrati Pgp-a. Nasi rezultati ukazuju da se ovi kriterijumi mogu smatrati mini-
malnim zahtevom u identifikaciji supstrata, ali i da bi predvidanja bazirana samo na
ovim farmakoforama imala veoma nisku specificnost. Naime, kao $to je ilustrovano
na slici 4.15, iako je izvesno da supstrati sadrze daleko veéi broj grupa tipa I'i II, ne-
supstrati u proseku takode sadrze barem jednu od ove dve farmakofore u strukturi.
Stoga, iako samostalno ovi deskriptori ne mogu biti osnova za pouzdana predvida-
nja, njihovo ukljuc¢ivanje u slozenije modele znac¢ajno doprinosi ukupnoj tac¢nosti
predvidanja i istovremeno omogucava razvoj modela sa manjim brojem deksriptora.

12
Supstrati ——
Nesupstrati EX=x1

Vrednost deskriptora
o

TE

PEoEDIa PEOEDIb PEoEDIla PEOEDIIb

Slika 4.15: Vrednosti deskriptora izvedenih iz farmakofora tipa Ii I (videti tekst)
za supstrate i nesupstrate Pgp-a. Donja i gornja granica svakog pravougaonika
odgovaraju prvom i treéem kvartilu raspodele. Medijana je oznacena horizontalnom
crtom. Krajevi vertikalnih linija oznacavaju minimalne i maksimalne vrednosti.
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4.2.2 Modeli za predvidanje transporta posredovanog BCRP-

om

Performanse modela razvijenih za predvidanje transporta posredovanog
BCRP-om prikazane su u tabeli 4.3. Za razliku od Pgp-a, gde su ANN modeli bili
nesto pouzdaniji, SVM model je u slucaju transporta BCRP-om pokazao najveéu
pouzdanost predvidanja. Najjednostavniji od tri konac¢na modela, ANN-5-1, po-
kazao je performanse koje su uporedive sa slozenijim ANN-15-1 i SVM modelima,
koji su razvijeni bez prethodnog ru¢nog odabira manjeg broja deskriptora. Ipak,
kao i kod analognih Pgp modela, ANN-5-1 se pokazao nesto manje pouzdanim u
identifikovanju nesupstrata, tako da ANN-15-1 1 SVM modeli imaju bolji odnos sen-
zitivnosti i specifi¢nosti. Deskriptori ukljuc¢eni u tri kona¢na modela navedeni su u
prilogu B, tabela B.4.

Tabela 4.3: Performanse kona¢nih modela za predvidanje transporta posredovanog
BCRP-om.

Model Parametri Set Senzitivnost® Specificnost’ Youden indeks® Taénost?
ANN-15-1 30 ANN trening,osek 0,94 0,94 0,87 94%
1 neuron® testmanueini 0,75 0,88 0,63 81%
15 deskriptora testgons © 0,88 0,86 0,75 87%
Nivening = 232 test g —means * 0,90 0,92 0,82 91%
Niest = 78 testprosek 0,84 0,89 0,73 86%
ANN-5-1 30 ANN treningy,,osek 0,95 0,86 0,81 91%
1 neuron testmanucini 0,88 0,81 0,69 84%
5 deskriptora  testgons 0,96 0,77 0,73 86%
Nirening = 232 testx _means 0,92 0,78 0,70 85%
Niest = 78 testprosek 0,92 0,79 0,71 85%
SVM 20 SVM treningy,rosek 0,94 0,92 0,85 93%
testmanuetni 0,88 0,81 0,69 84%
12 deskriptora testsons 0,89 0,91 0,80 89%
Nirening = 232 testx _means 0,95 0,88 0,83 92%
Niest = 78 testprosek 0,91 0,87 0,77 88%

¢ Udeo tacno predvidenih supstrata u ukupnom broju supstrata

b Udeo tacno predvidenih nesupstrata u ukupnom broju nesupstrata
¢ Izracunat kao: Senzitivnost + Specifi¢nost - 1

¢ Procenat ta¢nih predvidanja

¢ Broj neurona skrivenog sloja

J Srednja vrednost 10 nezavisnih raspodela seta

Za ABC transportere se pretpostavlja da dele zajednicki mehanizam trans-
porta supstrata [394, 395]. lako su detalji transporta posredovanog BCRP-om na
molekularnom nivou relativno nepoznati, verovatno je da izmedu Pgp-a i BCRP-a
postoje znacajne slicnosti. Moguéa razlika se ogleda u ¢injenici da BCRP potenci-
jalno preuzima supstrate iz regije izmedu dve ovojnice lipidnog dvosloja membrane

[396], ali je najve¢i deo molekularnih odrednica transporta posredovanog Pgp-om
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primenjiv i na BCRP [366]. Ipak, poredenje deskriptora iz uspostavljenih modela
istovremeno ukazuje da pored sli¢nosti, postoje i odredene razlike u najznacajnijim
strukturnim karakteristikama supstrata, sto je u skladu sa tek delimi¢nim preklapa-

njem supstratne specifi¢nosti ova dva transportera.

4.2.3 Analiza preklapanja supstratne specificnosti Pgp-a
i BCRP-a

Do danas je u literaturi dokumentovan veliki broj primera jedinjenja koja
istovremeno predstavljaju supstrate Pgp-a i BCRP-a. Ovakva jedinjenja ¢esée imaju
neadekvatan farmakokineticki profil, stupaju u veéi broj interakcija sa drugim leko-
vima i podloznija su razvoju rezistencije. Ipak, veoma malo je poznato o molekular-
noj osnovi supstratnog preklapanja, kao i o tome da li postoje odredene strukturne
osobine koje su karakteristicno prisutne kod dvojnih supstrata ova dva transportera.
Primera radi, poredenje ANN-8-1 Pgp modela i ANN-5-1 BCRP modela ukazuje na
znacajnost prisustva farmakofore tipa I, definisane u referenci [393|, za transport
posredovan i jednim i drugim transporterom. Ovo zapazanje moze ukazati na pos-
tojanje zajednicke molekularne osnove za prepoznavanje supstrata, barem u nekom
delu hemijskog prostora. Takva slicnost je iznenadujuca, medutim, imajuéi u vidu
da transmembranski delovi ova dva proteina, u okviru kojih se nalazi vezivna Su-

pljina, dele minimalnu identi¢nost sekvenci [397].

U cilju daljeg istrazivanja preklapanja supstratne specificnost Pgp-a i BCRP-
a, izdvojen je skup jedinjenja koja su bila prisutna u oba seta koriS¢ena za uspostav-
ljanje prediktivnih modela; tacnije, identifikovana su ona jedinjenja ¢iji je transport
okarakterisan na oba transportera. Takvih jedinjenja bilo je ukupno 107 i to: 38
supstrata oba transportera (dvojni supstrati), 25 jedinjenja koja transportuje Pgp
ali ne i BCRP, 11 jedinjenja koje transportuje BCRP ali ne i Pgp, i 33 jedinje-
nja koja nisu supstrati ni Pgp-a ni BCRP-a. Koris¢enjem dostupnih molekulskih
deskriptora, izvrSena je analiza glavnih komponenti i rezultati su prikazani graficki
(slike 4.16 i 4.17). Distribucija ovih jedinjenja analizirana je u hemijskom prostoru
definisanom sa tri najznacajnije komponente. PC-1 opisuje oblik i veli¢inu molekule,
pri ¢emu vrednosti PC-1 rastu sa porastom broja atoma u molekuli, njenom povrsi-
nom i zapreminom. PC-2 opisuje jonizacione karakteristike, pri ¢emu vece vrednosti
ove glavne komponente imaju jedinjenja sa veé¢im broj kiselih funkcionalnih grupa
i ona jedinjenja koja su u vecoj meri jonizovana pri fizioloskoj pH. PC-3 opisuje

sposobnost molekule da formira vodoni¢ne veze, pri ¢emu vece vrednosti odgovaraju
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veéem broju atoma koji su

PC-2 (jonizacione karakteristike)

PC-2 (jonizacione karakteristike)

Slika 4.16: Distribucija supstrata i nesupstrata Pgp-a i BCRP-a u hemijskom

akceptori ili donori

vodonicne veze.
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(b) Transport posredovan BCRP-om.

prostoru definisanom vrednostima tri glavne komponente (PC) opisane u tekstu.

prostoru, kao i odsustvo jasne linije razdvajanja supstrata i nesupstrata, sto zajedno
ilustruje izrazenu supstratnu polispecificnost oba transportera. Ipak, neke pravil-
nosti se mogu definisati. Pgp je promiskuitetniji transporter od BCRP-a, barem u
delu hemijskog prostora obuhvaé¢enim formiranim setom. Dok Pgp preferencijalno
transportuje umereno do izrazito velike molekule, BCRP ispoljava afinitet prema
kompaktnijim supstratima. Takode, BCRP ¢e verovatnije transportovati visoko na-
elektrisane, anjonske supstrate, bez obzira na njihovu veli¢inu, dok ovakva jedinjenja

nisu dobri supstrati za Pgp. Uopsteno se ¢ini da kiselinsko-bazna priroda jedinjenja

Na slikama 4.16 i 4.17 uocljiva je Siroka distribucija supstrata u hemijskom



dozvoljava razlikovanje Pgp i BCRP supstrata: Pgp je efikasan transporter baza,
dok je BCRP efikasan transporter kiselina. Nijedan od ova dva transportera, napro-
tiv, nije efikasan u transportu malih, hidrofobnih molekula sa ograni¢enim brojem
donora i akceptora vodoni¢nih veza. Verovatno je da ovakve molekule ne stupaju u
visokoafinitetne interakcije sa vezivnom Supljinom, a pored toga, poseduju i visoku
pasivnu permeabilnost. Jedan podset ovakvih molekula posebno je interesantan jer
mogu predstavljati inhibitore Pgp-a ¢ija karakterizacija pomocu testova transcelu-
larnog transporta daje nepouzdane rezultate. Primera radi, blokatori kalcijumovih
kanala, kao Sto su verapamil, nifedipin i nitrendipin, pravilno se mogu klasifikovati
samo kao ,netransportovani supstrati” [242]. Iako stupaju u interakcije sa vezivnom
Supljinom transportera, izrazena pasivna permeabilnost ovih jedinjenja u visokim
koncentracijama dovodi do njegove saturacije, usled ¢ega je stepen njihov transce-
lularnog transporta prividno nizak. Neslaganje eksperimentalnog rezultata i pred-
vidanja modela u takvim sluc¢ajevima mogu posluziti kao indikacija za testiranje

jedinjenja u nizoj koncentraciji.

Tako se uopsteno moze reci da jedinjenja niske permeabilnosti (visoke vred-
nosti PC-2 i PC-3) uglavnom predstavljaju supstrate Pgp-a i BCRP-a, jedan broj
dvojnih nesupstrata ukazuje na postojanje izuzetaka od ovog pravila. Sterno kom-
paktna, polarna jedinjenja kao $to su albendazol, etosukcimid, valproat i 2-fluoro-
A-85380 mogu u celini da izbegnu transport membranskim transporterima Sto je
verovatno posledica njihovog veoma kratkog zadrzavanja u lipidnom dvosloju mem-

brane.

Gore izlozena diskusija dobro se ogleda i u vrednostima jednostavnih mo-
lekulskih karakteristika 107 analiziranih jedinjenja, zbirno prikazanih u tabeli 4.4.
Sveukupno se moze zakljuciti da Pgp i BCRP ispoljavaju sinergisticke i komplemen-
tarne uloge u zastiti tkiva od ksenobiotika, i da unija njihovih supstratnih specifi¢-
nosti pokriva izuzetno veliki deo hemijskog prostora. Dvojni nesupstrati ograniceni
su na molekule niske molekulske mase i male polarne povrsine. S druge strane,
dvojni supstrati najcesé¢e se nalaze u prostoru umereno velikih molekula koje su ne-
utralne pri fizioloskoj pH. Precizne molekulske karakteristike dvojnih supstrata, kao
Sto je specifican prostorni raspored donora i akceptora vodoni¢nih veza, zahtevaju

dodatno proucavanje.
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Slika 4.17: Preklapanje supstratne specificnosti Pgp-a i BCRP-a, ilustrovano kroz
distribuciju odabranih jedinjenja u hemijskom prostoru definisanom vrednostima tri
glavne komponente (PC) opisane u tekstu.

4.2.4 Eksterna validacija modela
Rigorozan pristup prikupljanju i proceni eksperimentalnih podataka prili-

kom formiranja setova koris¢enih u ovoj studiji predstavlja vremenski-zahtevan pro-

ces 1 u velikoj meri ogranic¢ava veli¢inu seta koji je moguée pripremiti. Nedavno je
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Tabela 4.4: Vrednosti jednostavnih molekulskih karakteristika dvojnih supstrata i
nesupstrata Pgp-a i BCRP-a, odnosno jedinjenja koje transportuje samo jedan od
ova dva transportera.

Supstrat? Osobina (srednja vrednost + standardna devijacija; opseg dat u zagradi)
Pgp BCRP MW MlogP PSA HBD HBA QAvgNeg QAvgPos

ne ne 345 2,60 61 14 4.3 0,18 0,30
+ 100 +0,95 +31 +14 +16  +046 + 0,40
(141-501)  (0,39-4,32)  (3-130) (0-4) (1-7)  (0-1,93) (0-0,98)

da ne 523 1,74 115 3 8,2 0,03 0,24
+ 99 + 1,36 + 57 +13 45 + 0,10 + 0,32
(232-1203) (-0,85-4,36) (44-279) (0-6) (4-23)  (0-1) (0-1,98)

ne da 345 1,03 115 2,8 7,2 0,66 0,01
+ 120 + 1,54 + 54 +15 +£35 =+ 0,70 + 0,03
(130-544)  (0,39-4,32) (49-211) (1-6) (2-13)  (0-1,98) (0-0,78)

da  da 440 1,43 108 27 15 0,15 0,29
+ 235 +1,24 +40 +15 +£28  £033 + 0,45

(234-657)  (0,39-4,32) (48-206) (1-8) (3-13)  (0-1) (0-1)

MW — molekulska tezina; MlogP — logP izra¢unat metodom po Moriguchi-ju;

PSA — polarna povrsina; HBD — broj donora vodoni¢ne veze; HBA — broj akceptora vodoni¢ne veze;
QAvgNeg — srednja vrednost formalno negativnog naelektrisanja svih jonizovanih oblika molekule;
QAvgPos — srednja vrednost formalno pozitivnog naelektrisanja svih jonizovanih oblika molekule;

opisan alternativni pristup koji se oslanja na veliku koli¢inu biologkih podataka koji
su javno dostupni a predstavljaju rezultate testiranje raznovrsnih eksperimentalnih
jedinjenja na panelu ¢elijskih linija koje je sproveo americki Nacionalni institut za
kancer u sklopu Programa razvoja novih terapeutika (NCI-DTP). Koris¢enjem poda-
taka o citotoksi¢nosti testiranih jedinjenja iz NCI-DTP programa i uzimajuéi u obzir
nivoe ekspresije Pgp-a u tretiranim ¢elijskim linijama, Levati¢ i saradnici su nedavno
objavili do sada najveci set podataka o transportu posredovanom Pgp-om koji, do-
datno, pokazuje minimalno preklapanje sa drugim setovima iz literature [369]. U
eksternoj validaciji razvijenih Pgp modela, odabran je upravo ovaj set buduéi da
pruza uvid u performanse modela u klasifikaciji veoma raznovrsnih jedinjenja. Po-
red toga, koriS¢enje ovog seta i interpretacija dobijenih rezultata pruzili su uvid u to
kako klasifikacija jedinjenja bazirana na razli¢itim eksperimentalnim podacima utice
na predvidanja rac¢unarskih modela. U validaciji BCRP modela, takode je koris¢en
najraznovrsniji set koji je u datom trenutku bio dostupan u literaturi. Rezultati

eksterne validacije sumirani su u tabeli 4.5.

Sa aspekta performansi Pgp modela, primetno je da senzitivnost predvida-
nja ostaje na nivou koji je ustanovljen prilikom internog testiranja (tabela 4.2), ali
da je broj jedinjenja koja su pogresno klasifikovana kao Pgp supstrati izrazito pove-

¢an. Povecanje udela lazno pozitivnih rezultata moze biti posledica nacina na koji su
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Tabela 4.5: Rezultati eksterne validacije razvijenih modela.

Model U domenu primenjivosti TP TN FP FN Se Sp Y Ac

Pgp modeli (broj jedinjenja seta za validaciju: 861)

ANN-24-3 744 (86%) 254 257 161 72 0,78 0,61 0,39 69%

ANN-8-1 780 (90%) 317 204 225 34 090 048 0,38 68%

SVM 623 (72%) 213 208 155 47 0,82 0,58 0,40 68%
BCRP modeli (broj jedinjenja seta za validaciju: 94)

ANN-15-1 80 (85%) 3 23 4 18 066 08 051 72%

ANN-5-1 93 (99%) 39 22 5 14 0,74 081 0,55 76%

SVM 80 (85%) 36 21 6 16 069 0,78 047 72%

TP — stvarno pozitivni; TN — stvarno negativni; FP — lazno pozitivni; FN — lazno negativni;
Se — senzitivnost; Sp — specificnost; Y — Youden indeks; Ac — ta¢nost.

jedinjenja klasifikovana u supstrate i nesupstrate. Naime, koris¢enjem eksperimen-
talnih podataka o citotoksi¢nosti sustinski se ne uzima direktno u obzir moguénost
interakcije sa transporterom, ve¢ samo sposobnost jedinjenja da ostvari znacajnu
koncentraciju u ¢elijama koje eksprimiraju Pgp. Stoga jedinjenja sa visokom pasiv-
nom permeabilnoséu, koja mogu da prezasite transporter, mogu dati ¢elijski odgovor
koji je konzistentan sa efektima nesupstrata, iako potencijalno stupaju u interak-
cije sa Pgp-om. Buduéi da je u ovoj studiji usvojena definicija supstrata (odeljak
3.2.1) koja odgovara nameri da se izvr$i modelovanje interakcije sa transporterom,
a ne samo neto efekat na intracelularnu koncentraciju jedinjenja, razlike u tome
kako se jedinjenje klasifikuje kao nesupstrat mogu biti uzrok pove¢anog broja lazno

pozitivnih predvidanja.

U cilju daljeg istrazivanja ovog potencijalnog uzroka smanjene specifi¢nosti
predvidanja modela, izvrSena je analiza distribucije izracunatih logD vrednosti svih
jedinjenja pri pH 7,4 (logD74). Ustanovljeno je da postoje statisticki znacajne raz-
like u vrednostima logD7 4 (jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA), p < 0,001)
u grupama tac¢no i pogresno klasifikovanih supstrata i nesupstrata iz seta za vali-
daciju, dok takve razlike nisu prisutne u samom setu koris¢enom za uspostavljanje
modela (p = 0,38). Preciznije, lazni supstrati imaju proseénu logD7 4 vrednost od
3,29 §to je vise od prose¢nih vrednosti ovog parametra u ostalim grupama (stvarni
supstrati, srednja vrednost logD7 4 od 2,16, p < 0,001; stvarni nesupstrati, srednja
vrednost logD7 4 od 2,97, p = 0,09; laZzni nesupstrati, srednja vrednost logD74 od
1,97, p < 0,001). Uloga pasivne permeabilnosti u ograni¢avanju efekata Pgp-a na
transcelularni transport jedinjenja dobro je poznata i veruje se da doprinosi gubitku
pouzdanosti ve¢ine modela dostupnih u literaturi [398]. U ovom kontekstu, pojedini

autori su predlozili i moguénost uklju¢ivanja netransportovanih supstrata (jedinje-
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nja koja stupaju u interakciju sa transporterom ali prevazilaze njegov transportni
kapacitet) kao zasebne kategorije u prediktivne modele [398] jer bi na ovaj nacin
potencijalno bilo moguce posti¢i bolji odnos izmedu parametera modela koji opisuju

molekularne interakcije i onih koji oslikavaju pasivnu permeabilnost jedinjenja.

Dodatan faktor ¢iji je uticaj ispitivan bila je i definicija domena primenji-
vosti. Naime, neadekvatna definicija moze usloviti pogorsanje performansi ukoliko
jedinjenja iz seta za validaciju pripadaju delu hemijskog prostora gde testirani mo-
deli nisu primenjivi. Pristup baziran na opsezima vrednosti deskriptora, korisé¢en za
razvijene modele, ima slabost koja postaje o¢igledna ukoliko u okvirima definisanih
opsega postoje znacajni ,prazni prostori’. Jedinjenje koje pripada ovom ,praznom
prostoru” naizgled ulazi u domen primenjivosti modela, iako zapravo predvidanja
njegovih karakteristika jesu daleko manje pouzdana [399, 400]. Iz ovog razloga, po-
kusano je definisanje domena primenjivosti na dva alternativna nacina, bazirana
na hemijskoj sli¢nosti [401] i Euklidskim udaljenostima u hemijskom prostoru [402].
Koris¢enje ovih pristupa, medutim, nije dovelo do poboljSanja pouzdanosti pred-
vidanja u redefinisanim domenima primenjivosti (rezultati prikazani u prilogu B,

tabela B.5), usled ¢ega su zadrzane jednostavnije, prethodno opisane definicije.

Sveukupno, moze se zakljuciti da je eksterna validacija modela potvrdila
njihove prediktivne sposobnosti. Ocekivano, utvrdena pouzdanost je nesto niza u
poredenju sa internim setom za testiranje. Ipak, poredenje modela iz literature (pre-
gledno prikazani u referenci [403]) sa racunarskim modelima razvijenim u ovoj studiji
ukazuje da je dostignuti nivo pouzdanosti predvidanja u celosti uporediv sa ve¢inom
publikovanih modela globalne primenjivosti. Posebno u slu¢aju BCRP modela, koji
su zasnovani na relativno malom setu podataka, unapredenje pouzdanosti se moze
oc¢ekivati njihovim ponovnim uspostavljanjem uz koriséenje dodatnih eksperimental-
nih podataka, kada oni postanu dostupni. Na osnovu uporednih performansi modela
razvijenih u ovoj studiji, moze se zakljuciti da su za dalju primenu optimalan izbor
modeli ANN-24-3, za transport posredovan Pgp-om, odnosno ANN-5-1, za transport
posredovan BCRP-om.

4.2.5 Rezime

U ovom delu istrazivanja, razvijeni su i validirani modeli za klasifikaciju
jedinjenja u supstrate i nesupstrate Pgp-a i BCRP-a, kao dva membranska trans-

portera koji mogu klju¢no uticati na farmakokinetiku i efikasnost antitumorskih
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lekova. Ispitivanjem pouzdanosti modela na eksternim setovima za validaciju, iden-
tifikovana su dva modela sa optimalnim prediktivnim karakteristikama koja ¢e biti
koris¢ena u daljem istrazivanju, za predvidanje moguénosti transporta novodizaj-
niranih jedinjenja. Analiza supstratne specificnosti oba transportera, medutim, jo$
jednom je ukazala na njihovu izrazenu promiskuitetnost kao i na preklapanje nji-
hovih supstratnih specifi¢nosti u znac¢ajnom delu hemijskog prostora. Ovaj nalaz
upucuje da je optimizacija strukture u cilju eliminisanja afiniteta za Pgp i BCRP
veliki izazov. Kao §to su drugi autori prethodno zakljucili, onda kada se farmako-
fora od znacaja za aktivnost preklapa sa pretpostavljenim strukturnim odrednicama
vecanje pasivne permeabilnosti jedinjenja [404]. I pored moguénosti interakcije sa
transporterom, na jedinjenja koja poseduju izrazenu pasivnu permeabilnost i koja
su aktivna u niskim koncentracijama, membranski transporteri ne moraju ispoljiti
znacajne efekte. Ipak, interpretabilnost modela razvijenih u ovoj studiji ostavlja
mogucnost racionalne i specificne modifikacije strukture u cilju smanjenja rizika od
znacajnije interakcije sa Pgp-om i BCRP-om. Primer ovog pristupa i primenjivosti

razvijenih modela biée ilustrovan na novodizajniranim strukturama u odeljku 4.3.4.
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4.3 Dizajn novih potencijalnih inhibitora EZH2

4.3.1 Implementacija algoritma za de novo dizajn hemijskih

struktura
Osnovni koncept

De novo dizajn postaje sve popularniji pristup u racunarskom dizajnira-
nju jedinjenja jer omogucava formiranje fokusiranih kolekcija uz istrazivanje delova
hemijskog prostora koji najc¢esc¢e nisu zastupljeni u postoje¢im kolekcijama komer-
cijalno dostupnih jedinjenja. Ovaj pristup dizajnu takode moze omoguciti prevazi-
lazenje patentnih barijera u otkri¢u novih lekova [273]. Implementacija algoritma
za de novo dizajn mora da obezbedi adekvatan odgovor na nekoliko glavnih iza-
zova u primeni ove metode [276]: (i) kako pristupiti ,kombinatorijskoj eksploziji”
potencijalnih reSenja u hemijskom prostoru; (ii) kako obezbediti sintetsku dostup-
nost dizajniranih struktura; (iii) kako pristupiti optimizaciji u kontekstu ¢injenice da
dizajn potencijalno bioaktivnih struktura najcesée podrazumeva zadovoljenje medu-
sobno suprotstavljenih ciljeva. U literaturi su opisane desetine algoritama za de novo
dizajn, od kojih svaki na specifican nacin odgovara na ove izazove, pa je implemen-
tacija algoritma u ovoj studiji izvrSena na osnovama pojedinih elemenata prethodno
opisanih algoritama. Osnovni zahtevi koje je novi algoritam trebalo da ispuni bili su:
(i) da razmatranje sintetske dostupnosti jedinjenja bude kljucan element generisanja
novih molekula; (ii) da implementirana funkcija procene koristi podatke o kljuénim
odrednicama aktivnosti poznatih inhibitora, koji su prikupljeni simulacijama MD u

prvom delu ove studije.

U skladu sa svojim osnovnim karakteristikama, algoritam implementiran u
ovoj studiji u daljem tekstu ¢e biti oznacavan akronimom Phabbler (engl.

Pharmacophore-based Building Block Assembler).

Dva algoritma opisana u literaturi koriste in silico reakcije kao metod ge-
nerisanja novih molekula, $to znacajno uvecava sintetsku dostupnost uobicajenog
resenja: DOGS [279] i AutoGrow [296]|. Kao funkcija procene, medutim, u DOGS
algoritmu se koristi mera topoloske sli¢nosti poznatih inhibitora i generisanih mole-
kula, usled ¢ega nije moguce koriséenje dostupnih informacija o trodimenzionalnog
strukturi kompleksa ciljnog mesta i liganda. Dok je DOGS-u implementirano preko

50 reakcija, AutoGrow metoda je bazirana iskljuc¢ivo na reakcijama ,klik hemije”
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Sto potencijalno ogranic¢ava raznovrsnost generisanih struktura. S druge strane, Au-
toGrow koristi rezultate dokinga kao funkciju procene, sto omogucava koriséenje
trodimenzionalne strukture receptora. Ipak, vise retrospektivnih studija pokazalo je
da koris¢enje dokinga u identifikaciji aktivnih molekula virtuelnim skriningom daje
losije rezultate i od molekulskih otisaka prstiju i od pristupa baziranih na farma-
koforama [387, 405, 406]. Stoga Phabbler implementira samo pristup generisanju
novih molekula iz ova dva algoritma i koristi in silico reakcije u spajanju fragmenata

kao metodu generisanja struktura koje bi sintetski trebalo da budu dostupne.

Imajuéi u vidu prethodno navedenu ¢injenicu da metode zasnovane na po-
redenju oblika i farmakofora imaju veéu uspesnost od molekulskog dokinga, osnovna
funkcija procene Phabbler algoritma upravo predstavlja kombinovanu meru farmako-
forne i sli¢nosti oblika generisane i referentne molekule. Ovakav izbor osnovne funk-
cije procene omogucava poptuno iskoriséenje prethodno uspostavljene strukturne
osnove aktivnosti poznatih inhibitora. Ipak, ovaj metod zahteva generisanje konfor-
mernog ansambla svake novogenerisane molekule, a ukljucuje i rac¢unarski relativno
zahtevan korak superponiranja svakog od konformera sa referentnom farmakoforom.
Ova ¢injenica je znacajna jer rac¢unarska zahtevnost procene prilagodenosti resenja
utice na izbor metaheuristike koja ¢e biti upotrebljena u optimizaciji. Primera radi,
,pohlepni algoritam” koji koristi DOGS podrazumeva veliki broj evaluacija prilago-

denosti, Sto je prakticno samo ukoliko je funkcija procene racunarski efikasna.

Dodatan faktor u izboru metaheuristike predstavljala je i potreba za isto-
vremenom optimizacijom vise ciljeva dizajna. Primera radi, sa porastom molekulske
mase, broja donora i akceptora vodoni¢nih veza — raste i prosec¢an broj farmakofornih
tacaka, pa i verovatnoca boljeg slaganja sa referentnom farmakofornom hipotezom.
S druge strane, ovakve molekule sintetski su sloZenije i ¢esée poseduju neadekvatne
biofarmaceutske karakterstike. Stoga je odluceno da algoritam treba da obezbedi
podrsku za optimizaciju viSe ciljeva, a konac¢an izbor metaheuristike predstavljao je
genetski algoritam. Preciznije, Phabbler predstavlja specijalizovanu implementaciju
dobro poznatog NSGA-II algoritma. Jedinstvenost svake implementacije predstav-
ljaju nacin kodiranja genotipa reSenja i implementacija genetskih operatora koji su

u daljem tekstu detaljnije opisani.
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Genetska reprezentacija molekula

Kao sto je prethodno istaknuto, generisanje novih molekula u okviru Phab-
bler-a odigrava se in silico reakcijama spajanja odabranih fragmenata iz odgovara-
juce kolekcije komercijalno dostupnih jedinjenja. Nac¢in kodiranja genotipa reSenja
prilagoden je ovoj osnovnoj ideji algoritma, pa se svako potencijalno resenje pred-
stavlja kao niz jedinstvenih identifikacionih brojeva fragmenata iz kolekcije i reakcija

upotrebljenih za njihovo in silico spajanje (slika 4.18a).

Kako bi se omogucéilo ukrstanje resenja i njihova mutacija, svaki gen (frag-
menat) u genotipu poseduje i odgovarajuéu numericku reprezentaciju kojom su ko-
dirane njegove kljuéne molekulske karakteristike (slika 4.18b). Prvi deo gena ¢ini
binarni vektor duzine 108 bitova koji predstavlja farmakoforni otisak prsta frag-
menta. Otisak prsta generise se u dve faze. U prvoj fazi, u trodimenzionalnoj
strukturi fragmenta identifikuju se farmakoforne tacke koje mogu biti aromati¢ni
centri, hidrofobne grupe, donori i akceptori vodoni¢ne veze, odnosno pozitivno i
negativno naelektrisane funkcionalne grupe. U drugoj fazi, procenjuje se prisustvo
farmakofornih dubleta na fiksnim rastojanjima od 0 do 3, od 3do 5iod 5do 7,5 A, i
odgovarajuci bit se podesava u skladu sa odsustvom ili prisustvom tog dubleta. lako
je, u principu, bilo moguce koristiti i farmakoforne triplete odnosno kvartete, kao
i vec¢i broj odabranih rastojanja, dobijeni otisci prsta su za molekule veli¢ine frag-
menta slabo popunjeni usled ¢ega je u trenutnoj implementaciji koriséen relativno
mali otisak prsta. Preostale dve numericke vrednosti koje ¢ine gen imaju decimalne
vrednosti i predstavljaju molekulsku zapreminu i Balabanov J indeks. Koriséenjem
ovakve genetske reprezentacije, gen sadrzi informacije o farmakofornim karakteristi-
kama fragmenata, njihovoj veli¢ini i obliku, i to u formatu pogodnom za primenu
uobic¢ajenih genetskih operatora. Nadalje, odabrana reprezentacija omogucava da
se mutacijama i ukrStanjem istrazuje prostor koji u najve¢oj meri odgovara funk-
ciji procene zasnovane na slicnosti dizajnirane molekule definisanoj farmakofornoj
hipotezi. Stoga je evolucija reSenja prevashodno orjentisana na maksimizaciju far-
makoforne sli¢nosti dizajniranih molekula sa datom hipotezom. Medutim, buduéi da
NSGA-II pociva na konceptu Pareto optimalnosti, reSenja koja su bolja u kontekstu

drugih funkcija prilagodenosti ostaju u populaciji i doprinose njenoj raznovrsnosti.
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Slika 4.18: Ilustracija predstavljanja genotipa molekule u Phabbler algoritmu.

Mutacija

Mutacija je u Phabbler-u implementirana kao genetska operacija kojom
se stohasticki menja postojeéi genotip: (i) bez promene njegove duzine (klasi¢na
mutacija); (ii) kroz uvodenje dodatnog gena (duplikacija). U slucaju da se geno-
tip odabrane individue podvrgava duplikaciji, prvo se generise skup svih reakcija u

kojima data molekula moze da ucestvuje. Iz tog skupa, nasumicno se bira jedna
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reakcija i definiSe reaktivnost kompatibilnog fragmenta koji se moze dodati na pos-
toje¢u molekulu. Celokupna kolekcija fragmenata se zatim pretrazuje i iz skupa svih
kompatibilnih fragmenata nasumicno se bira jedan. Kako se reaktivnost svih frag-
menata u kolekciji unapred procenjuje, ova operacija traje relativno kratko. Nakon
izbora kompatibilnog fragmenta, gen se dodaje u postojecéi genotip i vrsi se in silico

spajanje.

Klasi¢ni operator mutacije implementiran je tako da menja samo jedan gen
u genotipu. Nad binarnim vektorom sluc¢ajno odabranog gena vrsi se obrtanje na-
sumi¢no odabranih bitova (maksimalno jedne desetine celokupnog vektora) dok se
decimalne vrednosti u genu podvrgavaju Gausovskoj konvoluciji. Mutirani gen pred-
stavlja prototip jer ne odgovara nuzno ni jednom fragmentu dostupnom u kolekciji.
Dodatno, mutacija moze da izmeni reaktivnost fragmenta uslovljavaju¢i nemoguc-
nost njegovog spajanja sa drugim genima u genotipu roditeljskog reSenja. Stoga u
Phabbler-u mutacija moze imati konzervativan ili segregativan karakter. U sluc¢aju
konzervativne mutacije, prvo se identifikuje skup fragmenata iz kolekcije ¢ija je re-
aktivnost kompatibilna sa ostalim fragmentima roditeljskog resenja. Iz ovog skupa
se zatim bira fragmenat koji je najblizi mutiranom genu (prototipu fragmenta) i on
zamenjuje dati gen u genotipu mutirane individue. Udaljenost izmedu fragmenata
se rac¢una sabiranjem Tanimoto rastojanja binarnih vektora sa razlikama vrednosti
molekulskih zapremina i J indeksa, normalizovanih tako da uzimaju vrednosti iz in-
tervala [0, 1] u datom skupu gena. Efektivno, konzervativna mutacija dovodi samo
do zamene jednog fragmenta u molekuli drugim. U sluc¢aju segregativne mutacije,
iz celokupne kolekcije fragmenta se identifikuje gen najblizi prototipu, sa jedinim
ograni¢enjem da odabrani fragmenat mora sadrzati broj reaktivnih centara koji nije
manji od ovog broja u prvobitnom fragmentu. Ovim uslovom se obezbeduje da
mutirana individua moze sadrzati isti broj gena kao i roditeljsko resenje. Nakon
segregativne mutacije, jedan ili viSe gena roditeljskog resenja moze biti nekompati-
bilno sa mutiranim genom (nema reakcije kojom se mogu spojiti). U tom slucaju,
iz kolekcije fragmenata se identifikuje najsli¢nija zamena (udaljenost se ra¢una kao
Sto je prethodno opisano) koja poseduje neophodnu reaktivnost. Nova molekula se
zatim rekonstruise pra¢enjem sekvence reakcija kodirane mutiranim genotipom. Na
ovaj nacin, nakon segregativne mutacije, u novoj molekuli je zamenjen barem jedan

a potencijalno i svi fragmenti.

Relativna verovatnoca da operator mutacije dovede do duplikacije, konzer-
vativne ili segregativne mutacije moze se podesavati. U trenutnoj implementaciji,

odnos verovatnoca je 0,9:0,67:0,5, imajuc¢i u vidu da segregativna mutacija dovodi
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do najveé¢ih promena rezultujuée molekule i da je rac¢unarski najmanje efikasna.

Ukrstanje

Ukrstanje genotipa dva resSenja zapocinje sparivanjem gena izmedu kojih
¢e doc¢i do razmene. Kako polozaj gena u genotipu (lokus), na na¢in na koji je
on predstavljen u Phabbler-u, ne odrazava slicnost izmedu gena, sparivanje se vrsi
Madarskom metodom [407] pri ¢emu se udaljenost gena racuna kao $to je opisano u
prethodnom odeljku. Buduéi da genotipovi mogu imati razli¢itu duzinu, nespareni
geni ostaju nepromenjeni. U okviru svakog para gena, binarni vektori se ukrstaju
uniformno, sa verovatno¢om od 0,5 za razmenu bitova. Decimalni deo gena ukrsta se
intermedijernom rekombinacijom. Rekombinantni geni, slicno mutiranim, predstav-
ljaju prototipove. U sluc¢aju ukrstanja, najblizi fragmenat se, medutim, uvek trazi
tako da poseduje istu (ili 8iru) reaktivnost u odnosu na odgovarajuéi gen roditelj-
skog resenja. Nakon ukrstanja svih sparenih gena, molekule potomaka rekonstruisu

se pra¢enjem sekvence reakcija kodirane ukrstenim genotipovima.

Funkcije procene prilagodenosti

NSGA-IT omogucava upotrebu proizvoljnog broja funkcija procene, ali je
poznato da ukljuc¢ivanje vise od 4 faktora dovodi do znacajnog smanjenja efikasnosti
optimizacije. Pored osnovnog cilja optimizacije — maksimizacije farmakoforne sli¢-
nosti — optimizacija u Phabbler-u moze da podrazumeva i maksimizaciju topoloske
sli¢nosti sa poznatom aktivnom molekulom (ili molekulama), minimizaciju sintetske
slozenosti i minimizaciju broja molekulskih karakteristika koje su ¢esto udruzene sa

neadekvatnim biofarmaceutskih svojstvima.

Ukljucivanje funkcije procene topologke sli¢nosti u optimizaciju moze imati
razli¢ite efekte. S jedne strane, ovakva funkcija moze dovesti do generisanja resenja
koja su isuviSe slicna poznatim inhibitorima odnosno matrici dizajna, $to nije po-
zeljno. S druge strane, vise studija je pokazalo da molekulski otisci prstiju zasnovani
na topologiji molekule imaju znacajan i ¢esto potcenjen potencijal za identifikaciju
bioizosternih zamena [408|. Imajuéi ovu ¢injenicu u vidu, ukljucivanje ovakve funk-
cije procene u optimizaciju moze doprineti ranoj identifikaciji bioizostera privile-
govane osnovne strukture i time moze ubrzati konvergenciju algoritma. U okviru

ovog istrazivanja, pokuSana su izvrSenja Phabbler-a sa i bez ove funkcije, a efekti su
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diskutovani u odeljku 4.3.1.

Iako broj gena pojedina¢nog resenja posredno odrazava njegovu slozenost
i broj reakcija izmedu fragmenata neophodnih za in silico ,sintezu”, ovaj broj je
relativno losa mera stvarne sintetske slozenosti date molekule. Izmedu ostalog, ¢ak
i ukoliko je sintetski put upotrebljen u Phabbler-u direktno izvodiv, veliki broj
specifi¢nih gradivnih jedinica (fragmenata) koje bi morale da budu na raspolaganju
¢ini ga neprakticnim i ekonomski skupim. Iz ovog razloga je u pracenju sintetske
kompleksnosti resenja upotrebljena funkcija bazirana na SMCM proceni koju su
predlozili Allu i Oprea [374].

Konacno, broj krsenja pravila Lipinskog treba da obezbedi eliminaciju onih
reSenja koja imaju rizik od posedovanja neadekvatnih biofarmaceutskih karakteris-
tika.

Druge izmene NSGA-II

U okviru poredenja prilagodenosti dve individue u populaciji, NSGA-II
pored Pareto ranga uzima u obzir i crowding distance parametar koji odgovara
udaljenosti date individue od drugih individua na istom Pareto frontu, u prostoru
svih ciljeva optimizacije. Upotreba crowding distance parametra treba da obezbedi
ravnomernu rasporedenost optimalnih resenja duz Pareto fronta, odnosno posredno
favorizuje o¢uvanje diverziteta populacije. U dizajnu optimalnog seta struktura,
raznovrsnost reSenja je svrsishodnije definisati u hemijskom a ne prostoru vrednosti
funkcija procene. Iz ovog razloga, u Phabbler-u je dodeljivanje crowding distance
vrednosti implementirano kao mera strukturne razli¢itosti dva resenja, procenjene
poredenjem FCFP6 molekulskih otisaka prstiju. Slican pristup prvobitno su opisali
Kruisselbrink i saradnici [409]. Na ovaj nacin, crowding distance vrednost odgovara
Tanimoto udaljenosti datog resenja od njemu najsli¢nijeg resenja na istom Pareto
frontu. Time se dodatno favorizuje o¢uvanje raznovrsnosti populacije tokom evolu-

cije reSenja.

Parametri algoritma

U literaturi je poznato da nije moguée analiticki obezbediti dokaz da pri-
mena NSGA-II, sa bilo kojim izborom parametara i/ili funkcija procene, obezbe-

duje konvergenciju do Pareto-optimalnog skupa resenja [410]. Medutim, kako iz-
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bor verovatnoé¢e mutacije i ukrStanja nesumnjivo utice na konvergenciju algoritma
i kvalitet finalne populacije, kroz veliki broj preliminarnih izvrSenja pokuSana je
empirijska identifikacija optimalnih vrednosti ovih parametara. Takode je ispitivano
kako razli¢ite funkcije procene uti¢u na evoluciju reSenja. Sustinski, izbor parame-
tara Phabbler-a jeste slozen problem hiperoptimizacije, Ciji je rezultat osetljiv i na
faktore Ciji uticaj nije ispitivan, kao Sto su: sastav i veli¢ina kolekcije fragmenata,
variranje referentne farmakofore, interakcije izmedu razlic¢itih faktora i slicno. Stoga
su prikupljeni rezultati pre svega bili korisni u definisanju vrednosti koje ¢e biti kori-
S¢ene u izvrsenjima Phabbler-a u ovoj studiji, i ne treba ih posmatrati kao generalne

zakljucke o optimalnom setu parametara Phabbler algoritma.

U prvom koraku, kao faktor je varirana verovatnoéa mutacije, dok je ve-
rovatnoca ukrStanja fiksirana na vrednost od 0,80, broj jedinki u populaciji bio je
100, optimizacija je trajala 100 generacija, pri ¢emu su koriSéene sve cetiri funkcije
prilagodenosti, odnosno sva 4 cilja optimizacije. Verovatno¢a mutacije varirana je u
opsegu od 0,05 do 0,25, a za svaki izbor parametara izvrsenje algoritma ponovljeno je
4 puta i analizirane su medijane. Evolucija prose¢ne i maksimalne farmakoforne slic-
nosti resenja u populaciji sa referentnom farmakoforom ilustrovana je na slici 4.19a.
Primetan je uravnotezen trend konvergencije, bez skokova, koji je prisutan neza-
visno od izbora verovatnoc¢e mutacije i oslikava elitisticku prirodu algoritma. Iako
se moze zakljuciti da su sva izvrSenja algoritma konvergirala ka reSenjima priblizno
iste prilagodenosti, treba imati u vidu da je odnos izmedu farmakoforne sli¢nosti
i verovatnoce da je identifikovana molekula podjednako aktivna kao referentna —
zapravo eksponencijalan (slika C.1 u prilogu C). Stoga male promene u vrednosti
farmakoforne sli¢nosti iznad 0,6 odgovaraju znacajnijem porastu verovatnoce identi-
fikovanja aktivne molekule. Sa ovom ¢injenicom u vidu, moze se zakljuciti da nesto
veca vrednost verovatno¢e mutacije doprinose brzoj konvergenciji algoritma kao bo-
ljim reSenjima. Ovo je verovatan efekat brzeg uvecanja prosecne veli¢ine molekule
duplikacijama (slika 4.19b). Medutim, ucestalost mutacija uti¢e pre svega na brzinu
konvergencije, a ne nuzno i na optimalnost konac¢nog skupa resenja. Tako trajanje
optimizacije od 200 generacija omoguc¢ava dostizanje farmakoforne sli¢nosti od =~
0,7 i uz najnizu verovatno¢u mutacije od 0,05. Ipak, kao sto je prikazano na slici
4.19¢c, veoma visoke i veoma niske vrednosti verovatnoc¢e mutacije povezane su sa
najizrazenijim smanjenjem raznovrsnosti populacije. U prvom slucaju, verovatno
je da znacajan deo potomaka nastalih mutacijama biva odbacen pre ukrstanja sa
postoje¢im c¢lanovima populacije, dok je u drugom slucaju ucestalost mutacija ne-
dovoljna za uvodenje dodatne raznovrsnosti u populaciju. Na temeljima ove analize,

moze se zakljuciti da vrednost ucestalosti mutacija od 0,10 predstavlja dobar kom-
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promis izmedu brzine konvergencije, odrzanja raznovrsnosti populacije i dostizanja

zeljene farmakoforne podudarnosti sa matricom dizajna.
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(c) Proseéna Tanimoto udaljenost izmedu resenja u populaciji, u funkciji trajanja
optimizacije.

Slika 4.19: Uticaj izbora verovatnoc¢e mutacije na neke aspekte konvergencije Phab-
bler algoritma. Razli¢ite boje linija odgovaraju razli¢itim verovatno¢ama mutacije
koje su testirane, kao u legendi.
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U drugom koraku, kao faktor je varirana verovatnoca ukrstanja, pri ¢emu
je verovatnoc¢a mutacije fiksirana na vrednost od 0,10 a svi ostali parametetri bili su
isti kao u prethodnom setu izvrSenja Phabbler-a. Testirane vrednosti verovatnoce
ukrstanja kretale su se u opsegu od 0,60 do 0,90. Kao $to je ilustrovano na slici
4.20, izbor verovatnoce ukr§tanja ima manje izrazen uticaj na konvergenciju algo-
ritma od prethodno razmatranog uticaja verovatnoce mutacije. Ovakvom rezultatu
doprinosi ¢injenica da je trenutna implementacija algoritma takva da se potomci
roditelja odbacuju ukoliko su istovetni roditeljskim reSenjima. Preciznije, ukoliko se
nakon selekcije roditelja potomci ne podvrgnu niti mutaciji niti ukr$tanju, oni ne
postaju deo nove populacije. Tako je ovo resenje bilo neophodno u cilju sprecavanja
gubitka raznovrsnosti populacije u okvirima elitisticke prirode NSGA-II, ono isto-
vremeno podrazumeva da izbor verovatnoé¢e mutacije i ukrstanja pre svega odreduje
relativnu ucestalost jedne odnosno druge genetske operacije, a ne nuzno njihovu ap-
solutnu verovatno¢u. Uzimajuéi u obzir dato ogranicenje, interesantno je primetiti
da se populacije resenja dobijene sa verovatno¢om ukrstanja od 0,85 jasno izdvajaju
od ostalih. Ova ¢injenica moze ukazati na postojanje optimalnog odnosa izmedu
verovatnoce ukrstanja i mutacije, koji bi, prema dobijenim rezultatima, trebalo da
bude oko 8-10:1.
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(a) Prose¢na (isprekidane linije) i maksimalna (pune linije) sli¢nost izmedu resenja u
populaciji i zadate farmakoforne hipoteze, u funkciji trajanja optimizacije.

0.92 - b

oouoo

Prose¢na Tanimoto udaljenost

0.76 | 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Broj generacija

(b) Prose¢na Tanimoto udaljenost izmedu reSenja u populaciji, u funkciji trajanja
optimizacije.

Slika 4.20: Uticaj izbora verovatnoce ukrstanja na neke aspekte konvergencije
Phabbler algoritma. Razli¢ite boje linija odgovaraju razli¢itim verovatno¢ama ukr-
Stanja koje su testirane, kao u legendi.
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U sledeé¢im koracima, ispitivani su efekti eliminacije jednog od 4 ciljeva
dizajna, pri ¢emu su verovatnoce ukrstanja i mutacije fiksirane na vrednosti od 0,80
i 0,10, redom. Efekti iskljucivanja FCFP6 funkcije procene iz procesa optimizacije
ilustrovani su na slici 4.21. Uklanjanje jednog cilja dizajna ocekivano ¢ini algoritam
nesto efikasnijim, odnosno uslovljava njegovu brzu konvergenciju. Medutim, uko-
liko se uporede farmakoforne sli¢nosti optimalnih resenja dobijenih sa i bez FCFP6
funkcije, primetno je da su razlike gotovo neznatne (slika 4.21a). S druge strane,
strukturna raznovrsnost populacije znacajno brze opada kada se FCFP6 ne koristi
(slika 4.21b). Tako ovo opazanje deluje kontraintuitivno, ono je efektivno posledica
¢injenice da Pareto optimalna resenja Cesto mogu imati izrazenu prilagodenost u
prostoru razli¢itih funkcija prilagodenosti. Stoga dodavanje mere topoloske sli¢no-
sti u ciljeve optimizacije moze biti korisno kada se zeli diverzifikacija populacije
reSenja, ali pre svega u slucajevima kada je pozeljno da generisane molekule budu
derivati ili bioizosteri odredene privilegovane osnovne strukture prisutne u referent-
nom jedinjenju. U drugim sluc¢ajevima, eliminisanje ovog cilja dizajna moze ubrzati

konvergenciju algoritma.

Analiza efekata SMCM funkcije na evoluciju resenja ukazala je da, uop-
Steno, njena primena u algoritmu favorizuje reSenja sa nizom molekulskom masom
(slika 4.22a) i ve¢im udelom heteroatoma (slika 4.22b). Kako ova ¢injenica potenci-
jalno ukazuje da SMCM procena nije dovoljno osetljiva za datu namenu, odluceno
je da je potrebno dodatno ispitati da li ova mera adekvatno oslikava sintetsku slo-
zenost struktura, na nacin koji bi odgovarao percepciji medicinskog hemicara. U tu
svrhu, iskoriséene su subjektivne procene sintetske slozenosti hemicara kompanije
Merck ¢iji su rezultati nedavno objavljeni [411]. U citiranoj studiji, velikom broju
medicinskih hemicara randomizovano su prezentovane hemijske strukture koje su
oni ocenjivali vrednostima od 1 do 5, gde ocena 1 odgovara sintetski najjednostav-
nijim, a ocena 5 najslozenijim strukturama. Srednje vrednosti ovih ocena za 1731
jedinjenje uporedene su sa izracunatim SMCM vrednostima. Utvrdeno je da postoji
dobro linearno slaganje (R = 0,74, slika C.2) izmedu izra¢unatih SMCM vrednosti
i prosecne ocene sintetske slozenosti koju su dali medicinski hemicari. Pri tome,
treba naglasiti da je prose¢na standardna devijacija srednje subjektivne ocene bila
~ 1 [411]. Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da SMCM rezultati nisu
nespecificni ve¢ da adekvatno kvantifikuju sintetsku slozenost. Klju¢no je istaéi da
optimizacija SMCM tokom izvrSenja algoritma uslovlja generisanje molekula koje su
znacajno sintetski dostupnije i manje slozene, ali da pri tome smanjuje farmakofornu
slicnost hipotezi za oko 0,05 u poredenju sa optimalnim reSenjima koja nisu ogra-

nicavana SMCM vredno$céu (slika 4.22c). Prose¢no resenje dobijeno uz optimizaciju
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(a) Prosecna (isprekidane linije) i maksimalna (pune linije) sli¢nost izmedu resenja u

populaciji i zadate farmakoforne hipoteze, u funkciji trajanja optimizacije.
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(b) Prose¢na Tanimoto udaljenost izmedu reSenja u populaciji, u funkciji trajanja
optimizacije.

Slika 4.21: Uticaj uklanjanja maksimizacije topoloske sli¢nosti, kao cilja dizajna,
na konvergenciju Phabbler algoritma. Kao mera topoloske sli¢nosti koriséena je
Tanimoto sli¢nost FCFP6 otisaka prstiju (FCEFP6 funkcija procene).

SMCM tako u najvec¢oj meri odgovara manjoj molekuli pogodnoj za dalje struk-
turne modifikacije, dok su prosecna resenja neograni¢ena SMCM vredno$c¢u sli¢nija
finalnim proizvodima dizajna. Medutim, skup Pareto—optimalnih resenja u oba slu-
¢aja ukljucuje i relativno slozene molekule, pod uslovom da je njihova farmakoforna
slicnost hipotezi visoka. Iz ovog razloga je prednost optimizacije SMCM najcesce
daleko veca u odnosu na relativno mali gubitak farmakoforne sli¢nosti optimalnih
reSenja. Tokom evolucije duze od 100 generacija, SMCM je neophodna za adekvatno
ogranicavanje ,rasta’ molekula, jer se broj krSenja pravila Lipinskog nije pokazao

kao dovoljan za ovu namenu.
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(a) Prose¢na (isprekidane linije) i maksimalna (pune linije) molekulska masa resenja
u populaciji, u funkciji trajanja optimizacije.
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(b) Prose¢an udeo heteroatoma u teskim atomima molekula u populaciji, u funkciji
trajanja optimizacije.
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(c) Prosecna (isprekidane linije) i maksimalna (pune linije) sli¢nost izmedu resenja u
populaciji i zadate farmakoforne hipoteze, u funkciji trajanja optimizacije.

Slika 4.22: Uticaj uklanjanja minimizacije sintetske slozenosti, kao cilja dizajna,
na konvergenciju Phabbler algoritma. Kao mera sintetske slozenosti koris¢ena je
SMCM vrednost molekula (SMCM funkcija procene).
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Na osnovu izloZene analize uticaja izbora parametara na efikasnost Phab-
bler algoritma, u de novo dizajnu kolekcije potencijalnih EZH2 inhibitora, korisé¢ena
je verovatnoca mutacija od 0,10, verovatnoca ukrstanja od 0,80-0,85 kao i sva 4 cilja
optimizacije. Radi dodatne diverzifikacije formirane kolekcije, u nekoliko izvrSenja
bili su isklju¢eni maksimizacija topoloske sli¢nosti, odnosno minimizacija SMCM

vrednosti, kao ciljevi dizajna.

4.3.2 De novo dizajn kolekcije potencijalnih EZH2 inhibitora

Kroz nekoliko izvrSenja Phabbler algoritma sa odabranim parametrima, uz
naizmenic¢no koriSéenje jedne, druge ili obe razvijene farmakoforne hipoteze, dizajni-
rana je virtuelna kolekcija koje je sadrzala 2.237 strukturno jedinstvenih molekula.
Ova pocetna kolekcija zatim je filtrirana u cilju ukljanjanja zaostalih fragmenata
kao i jedinjenja veoma visoke molekulske mase, a zatim i onih jedinjenja koja sadrze
podstrukture koje su ¢esto odgovorne za promiskuitetno ponasanje u biohemijskim
testovima, i kao takve imaju mali potencijal za dalji razvoj u selektivne inhibitore.
Time je iz kolekcije eliminisano 460 jedinjenja. Sa preostalih 1.777 jedinjenja izvr-
Sen je molekulski doking u dve konformacije EZH2, koje odgovaraju kompleksima
sa GBK i E5Z, ¢ime su dobijene dve liste jedinjenja rangiranih po Vina doking
energijama. [z svake liste odabrano je 100 najbolje rangiranih jedinjenja za ponovni
doking, s tim $to je ovaj put sa¢uvano po 5 najboljih poza za vizuelno istrazivanje.
Ovde treba naglasiti da je u okviru najuzeg kruga jedinjenja bilo zastupljeno vise
strukturnih analoga svake jedinstvene osnovne strukture, sto ilustruje sposobnost
Phabbler algoritma da kroz ukrstanje reSenja temeljno istrazuje odabrane delove
hemijskog prostora. Raznovrsnost osnovnih struktura u kolekciji, s druge strane,
ukazuje da algoritam nije bio ograni¢en na mali deo hemijskog prostora, veé¢ da je
istrazivanje imalo i globalni karakter. Vizuelna analiza struktura kompleksa EZH2
i dizajniranih jedinjenja potvrdila je da je primenom Phabbler algoritma moguce
generisati relevantne pocetne strukture jedinjenja koja zadovoljavaju definisanu far-
makofornu hipotezu a strukturno su razli¢ita od poznatih inhibitora datog ciljnog

mesta dejstva.

Kako bi detaljnije istrazili interakciju vise razli¢itih osnovnih struktura sa
EZH2, iz rangiranih lista odabrano je 11 strukturno raznovrsnih jedinjenja (prika-
zana na slici 4.23) ¢ija je interakcija sa enzimom ispitivana simulacijama molekularne

dinamike. Ovaj korak je takode bio vazan imajuc¢i u vidu da je u vise studija po-
kazano da je simulacijama MD i MM/GBSA ili MM /PBSA prora¢unima znacajno
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moguce unaprediti verovatnocu identifikacije stvarno aktivnih jedinjenja u virtuel-
nom skriningu [412, 413].
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Slika 4.23: Strukture 11 jedinjenja iz de novo dizajnirane kolekcije ¢ija je interakcija
za EZH2 proucavana simulacijama MD.

4.3.3 Simulacije molekularne dinamike dizajniranih jedinje-

nja

Od 11 jedinjenja Cija je interakcija sa EZH2 istrazivana molekularnom dina-
mikom, 5 jedinjenja je tokom ekvilibracije i produkcionih simulacija ostalo stabilno
vezano u vezivnom mestu za kofaktor. Rezultati MM /GBSA proracuna za ova jedi-
njenja zbirno su prikazani u tabeli 4.6, a na¢in njihove interakcije sa EZH2 detaljnije

je opisan u daljem tekstu.
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Tabela 4.6: Rezultati MM/GBSA prora¢una za 5 novodizajniranih jedinjenja u
kompleksu sa EZH2

Jedinjenje Molekularna masa ClogP AGrm/cBsa ®
PHB-00099 316,34 1,01 -26,48 + 0,14
PHB-00394 493,57 3,50 -42,34 + 0,16
PHB-00471 342,38 3,76 -29,68 £+ 0,14
PHB-00577 432,86 3,13 -37,34 £ 0,13
PHB-02060 443,50 3,87 -29,84 + 0,18

@ Prikazane su srednje vrednosti uz standardnu gresku u kcal mol ™!

PHB-00099 dizajniran je na osnovu farmakofore izvedene iz E5Z, sto
se jasno odrazava na nacin vezivanja ove molekule za EZH2, ustanovljen u simu-
lacijama MD. Kao $to je ilustrovano na slici 4.24b, veliki deo molekule stupa u
interakcije sa I-SET domenom u polozaju koji je upravan na tipi¢nu orjentaciju in-
hibitora u vezivnom mestu. Ovakva orjentacija je interesantna jer primeri E5Z,
CPI-169 i CPI-360 ukazuju da dodatni akceptori vodoni¢ne veze, €iji oCekivan
polozaj odgovara pirimidinskom delu strukture PHB-00099, mogu znacajno dopri-
neti aktivnosti. Analiza trajektorije simulacije PHB-00099 u kompleksu za EZH2
ukazuje na prisustvo vise vodoni¢nih veza i polarnih interakcija koje dominantno
doprinose stabilizaciji liganda. Amino grupa polozaja 2 tiazola uspostavlja vodo-
ni¢ne veze sa bo¢nim lancem N688 i E742, dok sam tiazol ostvaruje kontakte sa
H689 i 1739 iz post-SET domena. Triazolni deo strukture prevashodno stabilizuje
vodoni¢na veza sa karbonilnim kiseonikom A687. Najvecéi broj polarnih interakcija
obrazuje amid koji povezuje triazol sa pirimidinom, tako naizmenicno interagujuci
sa peptidnim skeletom S664, F665 i L.666. Piridin je zatvoren u hidrofobnom dzepu
koji se obrazuje prilagodavanjem post-SET domena ligandu i u ¢ijem formiranju uce-
stvuju bo¢ni lanci L666, Y728 i Y736. Razlaganje energije vezivanja PHB-00099
po parovima interakcija sa aminokiselinama vezivnog mesta i kvantitativno pokazuje

znacaj opisanih interakcija (slika 4.24c).

Kako je PHB-00099 relativno mala i polarna molekula za koju simula-
cije MD ukazuju da se potencijalno vezuje za EZH2 sa visokom specifi¢cno§éu, ovo
dizajnirano jedinjenje poseduje znacajan potencijal dalje optimizacije. Iako je izra-
cunata vrednost AG sy apsa relativno visoka (tabela 4.6), efikasnost ovog liganda u
kontekstu njegove lipofilnosti i molekulske mase je veoma povoljna. Dodatkom aro-
mati¢nog supstituenta, koji bi se granao od dela strukture izmedu triazola i amida,
bilo bi mogucée ostvariti povoljne interakcije sa Y661, za koje je poznato da znacajno

doprinose energiji vezivanja. Dodatno, uvodenjem rac¢vastog alkil supstituenta u po-
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Slika 4.24: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00099 i EZH2.

lozaj 5 tiazola bilo bi moguce ostvariti dodatne interakcije sa hidrofobnim bo¢nim

lancima post-SET domena.

Najvece od 5 jedinjenja koja su pokazala afinitet za EZH2 u MD simu-
lacijima je PHB-00394, cija je reprezentativna struktura kompleksa sa enzimom
prikazana na slici 4.25b. Prisustvo 4H-benzo|h|hromen-4-ona u strukturi uslovljava
veoma povoljne hidrofobne i aromati¢ne interakcije ove molekule sa Y661 i F665,
Sto odgovara ulozi supstituenta polozaja 6 centralnog jezgra u poznatim piridon-
skim inhibitorima EZH2. Sliécnost PHB-00394 sa poznatim inhibitorima oc¢igledna
je i centralnom delu strukture, gde je prisutan indazol koji ostvaruje ocekivane in-
terakcije sa C663, H689, Y726 i A622. Kod ove molekule, medutim, znac¢ajan deo
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strukture uspostavlja interakcije sa post-SET domenom i vrhom beta-ukosnice koja
se nalazi nasuprot motiva pseudo-¢vora. Ovaj deo strukture povezan je sa central-
nim jezgrom etarskom vezom, pri ¢emu njegov ugljovodoni¢ni deo ostvaruje brojne
hidrofobne kontakte sa 1739, Y728, Y736 i bo¢nim lancem H689. Sekundarni amin
u strukturi ukljucen je u formiranje vodoni¢ne veze sa peptidnim skeletom beta-
ukosnice, preko V621. Ovu vodoni¢nu vezu moze da formira i indazol, ali on zadr-
zava znacajno veci stepen fleksibilnosti i naizmeni¢no stupa u interakcije sa bo¢nim

lancem V621 i aminokiselinama post-SET domena.

1739

(b) PHB-00394 (prikazan roze) u
kompleksu za EZH2.

Kostur proteina
Bocni lanac ===
Ukupan doprinos s

AGuwaasa (keal mol™)

Aminokiselina

(c) Doprinos razli¢itih aminokiselina vezivnog mesta
energiji vezivanja PHB-00394

Slika 4.25: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00394 i EZH2.

Na osnovu analize razloZene energije vezivanja PHB-00394 (ilustrovano
na slici 4.25¢), moze se zakljuciti da najizrazeniji doprinos vrednosti AGuya/aBsa

daju interakcije benzohromenskog dela strukture. Kao sto je ilustrovano na primeru
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poznatog inhibitora E1Z, kondenzovani supstituenti polozaja 6 centralnog aromatic-
nog jezgra daju znacajan entalpijski doprinos energiji vezivanja ali se ovo ne prevodi
u znacajan afinitet za enzim, verovatno usled entropijske kompenzacije vezane za
gubitak fleksibilnosti petlje [-.SET domena. Stoga dobijenu energiju vezivanja, naj-
nizu u seriji proucavanih jedinjenja (tabela 4.6) treba razmatrati u kontekstu ovog

ogranicenja.

PHB-00471 ima najmanje sli¢nosti, u pogledu nacina interakcije sa veziv-
nim mestom, u odnosu na poznate inhibitore EZH2. Ova molekula sadrzi u strukturi
nesupstituisani pirazolo[3,4-b|piridin-3-on koji moze postojati u ve¢em broju tauto-
mernih oblika. Za simulacije je odabran tautomerni oblik za koji je Calculator
Plugin-om programa Marvin 15.1.19 predvideno da predstavlja dominantnu formu
na pH 8. U ovom tautomernom obliku, pirazolonski deo stukture uspostavlja dve
vodonicne veze sa peptidnim kosturom EZH2 preko A687 i R685, koje znac¢ajno dop-
rinose energiji vezivanja (slika 4.26). Azot piridinskog dela strukture, kao i sredisnji
1,2,4-oksadiazol, stupaju u polarne interakcije sa peptidnim kosturom H689 i boc-
nim lancem N688, pri ¢emu elektrostaticka komplementarnost ovih delova molekule
i enzima uslovljavaju dodatno snizenje AG yar/gpsa- 4,5-dimetil supstituisani tiazol
je, s druge strane, dominantno ukljuc¢en u hidrofobne kontakte sa aminokiselinama

post-SET domena kao i bo¢nim lancem V621 sa vrha beta-ukosnice.

I pored brojnih energetski povoljnih interakcija u koje PHB-00471 stupa
sa aminokiselinama vezivnog mesta, visoka energija desolvatacije ovako polarne
strukture negativno se odrazava na apsolutnu vrednost AGa/gesa. 1z repre-
zentativne poze molekule (slika 4.26b) ocigledno je da postoji moguénost za vise
strukturnih izmena koje bi kroz dodatne hidrofobne interakcije mogle da doprinesu
energiji vezivanja. Jedinstven nacin interakcije sa EZH2 ¢ini PHB-00471 veoma
interesantnim hemotipom za dalje istrazivanje, uz ¢injenicu da njegova relativno

niska molekulska masa pruza znacajan prostor za dalje modifikacije strukture.

PHB-00577 je strukturno slican PHB-00394 ali je benzohromenon za-
menjen hromen-4-onom, a deo strukture koji je u kontaktu sa post-SET domenom
i NHS motivom — znacajno je uproséen. lako aromati¢ne interakcije hromenonskog
dela strukture sa Y661 i F665 i dalje daju izrazen doprinos ukupnoj izrac¢unatoj
energiji vezivanja (slika 4.27c), glavni doprinos AGya/epsa daju vodoniéne veze
koje aminopiridinski deo strukture obrazuje sa N688 i H689. Kao Sto je ilustro-
vano na slici 4.27b, N688 je u alternativnom rotamernom obliku, kao kod kompleksa

EZH2 sa G6K ili 126, pri ¢emu je i orjentacija piridinskog prstena sli¢na ,alterna-
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Slika 4.26: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00471 i EZH2.

tivnoj” orjentaciji piridona kod ovih inhibitora. Dodatnu stabilizaciju piridinu daju
interakcije sa V621 i A622, kao i hidrofobne interakcije sa M743 i 1739 post-SET

domena.

Kao sto je prethodno diskutovano, kondenzovani bicikli¢ni sistemi nisu
nuzno najbolji izbor u eksploatisanju interakcije sa Y661 i F665, pa bi jedna od
mogucénosti optimizacije aktivnosti ovog jedinjenja bila zamena hromenona drugim
aromati¢nim supstituentom. Znacajnije, supstituisanje piridina dodatnim alkil sup-
stituentima u polozaju 3 i 4 moglo bi da omoguéi ostvarivanje opseznijih hidrofobnih
kontakata sa post-SET domenom. Zamena aminopiridinske strukture aminohinolin-
skom, ili aminotetrahidrohinolinskom strukturom takode su potencijalni nacini za

poboljSanje energije vezivanja ove molekule.
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Slika 4.27: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00577 i EZH2.

Konac¢no, simulacije MD PHB-02060 u kompleksu sa EZH2 ukazale su
da dipeptidna struktura ove molekule potencijalno moze da ucestvuje u formiranju
snaznih polarnih interakcija sa NHS motivom enzima, prevashodno kroz uspostav-
ljanje vodoni¢nih veza sa bo¢nim lancem N688 (slika 4.28). Specifi¢nosti interakcije
ove molekule sa EZH2 mogu doprineti hidrofobni kontakti koje benzenov prsten i
propil grupa uspostavljaju sa F665, F686 i C663, a u manjoj meri i sa W624. Ben-
zofuranski deo strukture pozicioniran je sli¢no tetrahidropiranu u E5Z, ali slabe
akceptorske karakteristike kiseonika u ovom heterociklu uz neodgovarajuc¢u orjen-
taciju onemogucavaju uspostavljanje jakih vodoni¢nih veza sa Y728 ili peptidnim

kosturom I-SET domena.

Piridinski deo strukture PHB-02060 ne stupa u znacajnije interakcije
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Slika 4.28: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-02060 i EZH2.

sa vezivnim mestom, izuzev prolaznih kontakata sa beta-ukosnicom naspramnoj
NHS motivu. Kod ove molekule izostaju kontakti sa post-SET domenom, Sto je
karakteristika koja nije uo¢ena kod poznatih inhibitora EZH2. Stoga je, u poredenju
sa ostalim opisanim molekulama koje su rezultat de novo dizajna, potencijal PHB-

02060 za dalji razvoj najmanje izvestan.

156



4.3.4 Modifikacija strukture u cilju eliminisanja afiniteta za

Pgp

Primenom razvijenih modela za predvidanje transporta posredovanog Pgp-
om i BCRP-om, ustanovljeno je da svih 5 struktura koje su izabrane za simulacije
MD predstavljaju supstrate ova dva transportera. lako je bilo moguée modele is-
koristiti ranije, u filtriranju pocetne kolekcije dizajniranih struktura, ¢ime bi izbor
manje kolekcije jedinjenja bio ograni¢en samo na nesupstrate, odluceno je da ovaj
pristup nije optimalan. Prevashodno, Siroka supstratna specificnost Pgp-a i BCRP-
a uslovila bi eliminaciju potencijalno interesantnih struktura inhibitora i time bi ih

preuranjeno eliminisala iz daljeg istrazivanja.

Ipak, rano definisan cilj dizajna novih potencijalnih inhibitora u ovoj studiji
bila je minimizacija rizika za interakciju sa membranskim transporterima. U tom
kontekstu, razvijeni prediktivni modeli za transport posredovan Pgp-om i BCRP-
om, s jedne strane, i znac¢ajna korisnost modela EZH2 u kombinaciji sa simulacijama
MD, s druge strane, omogucavaju racionalnu modifikaciju dizajniranih struktura. Za
optimizaciju odabran je PHB-00471 zbog svoje dobre efikasnosti u smislu odnosa
procenjene energije vezivanja i broja atoma u molekuli. Prevashodan cilj modifika-
cije strukture bila je eliminacija afiniteta za Pgp, zbog njegovog izrazenijeg uticaja
u poredenju sa BCRP-om, uz o¢uvanje ili poboljsanje afiniteta za EZH2. Izracunate
osobine jedinjenja dizajniranih tokom optimizacije, ukljuc¢ujuci predviden afinitet za
Pgp i BCRP, odnosno izra¢unatu energiju vezivanja za EZH2, zbirno su prikazane
u tabeli 4.7.

Tabela 4.7: Izracunate osobine jedinjenja dizajniranih tokom modifikacije PHB-
00471

Jedinjenje Supstrat za AGuyy/gpsa © MW ClogP

Pgp BCRP
PHB-00471 da da -29,68 £ 0,14 342,38 3,76
PHB-00471f ne da -36,72 + 0,14 354,41 3,39
PHB-00471i ne ne -28,40 + 0,16 348,44 2,53
PHB-00471m ne da -34,21 + 0,14 384,44 2,02

@ Prikazane su srednje vrednosti uz standardnu gresku u kcal mol=!

Kao pocetna tacka u modifikaciji strukture PHB-00471 upotrebljena je
analiza senzitivnosti deskriptora Pgp modela ANN-24-3. Analiza senzitivnosti des-
kriptora klasifikacionih modela u ADMET Predictor-u omoguéava identifikaciju onih

deskriptora ¢ije promene vrednosti imaju najizrazeniji potencijal da ,preokrenu”
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predvidanje modela. Tacnije, za svaki od deskriptora moguce je dobiti meru rela-
tivne uticajnosti na predvidanje modela, kao i smer promene (povecanje ili smanjenje
vrednosti, ili oba) kojim je moguée uticati na promenu predvidanja. Rezultat analize

senzitivnosti deskriptora za PHB-00471 graficki je prikazan na slici 4.29.

1
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Slika 4.29: Graficki prikaz rezultata analize senzitivnosti deskriptora u modelu
ANN-24-3 (transport posredovan Pgp-om) za strukturu PHB-00471.

Na osnovu rezultata analize senzitivnosti deskriptora, zakljuc¢eno je da naj-
dostupniji put za smanjenje verovatoée za interakciju sa Pgp-om predstavlja smanje-
nje broja aromaticnih azota u strukturi, kao i uklanjanje sumpora kao heteroatoma
u aromaticnoj strukturi koja stupa u interakcije sa post-SET domenom. Kako bi
se ovo postiglo, inicijalno je dizajnirano nekoliko jedinjenja koja su, umesto 1,2,4-
oksadiazola, imala amidski linker u strukturi i kod kojih je tiazol bio zamenjen
jednostavnim benzenovim prstenom. Dobijene strukture po predvidanjima modela,
medutim, i dalje su predstavljale supstrate za Pgp, pri ¢emu je broj aromati¢nih
pirazolopiridinonska struktura zamenjena je benzopirazolonskom. Ponovljena ana-
liza senzitivnosti deskriptora zatim je ukazala na neophodnost uklanjanja amida iz
strukture, pri ¢emu je povec¢anje broja estarskih funkcionalnih grupa bilo udruzeno
sa visokom senzitivnoséu ,obrtanja” klase jedinjenja. Stoga je centralni amid zame-
njen estrom, ¢ime je dobijen prvi analog PHB-00471 za koji je predvideno da ne
predstavlja supstrat za Pgp. Ipak, uvodenje hemijski labilne funkcionalne grupe u
strukturu nije smatrano dobrim reSenjem, ali drugi linkeri (keto, etarski, tioetarski)
davali su strukture za koje je predvideno da predstavljaju supstrate Pgp-a. Susedni
ugljenikov atom estra kvaternizovan je u cilju pruzanja dodatne sterne zastite, aliiu
cilju ostvarivanja dodatnih hidrofobnih kontakata sa post-SET domenom. Dodatno,

metil supstituent benzopirazolonske strukture zamenjen je izopropil grupom, u cilju
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ostvarivanja izrazenijih interakcija sa Y726, Y728 i Y736. Konac¢no, u cilju smanje-
nja lipofilnosti, benzen koji je prvobitno iskoriséen kao zamena tiazola, zamenjen je
piridazinom. Struktura dizajniranog jedinjenja PHB-00471f prikazana je na slici

4.30a. Dizajnirana molekula zatim je simulirana u kompleksu sa EZH?2.
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Slika 4.30: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00471f i EZH2.

Kao $to se moze uociti na slici 4.30b, orjentacija PHB-00471f u vezivnhom
mestu slicna je onoj koja je ustanovljena za polazno jedinjenje, ali je cela struktura
delimi¢no izmestena ka post-SET domenu. Ovo je prevashodno posledica zamene pi-
razolopiridinonske benzopirazolonskom strukturom, odnosno efekat odsustvo azota
kao akceptora i dodatne voluminoznosti nove strukture. Razlaganje energije ve-
zivanja po parovima interakcija (slika 4.30c) ukazuje da vodoni¢na veza sa R685
nastavlja da daje znacajan doprinos energiji vezivanja, dok je analogna interakcija

sa A687 marginalno zastupljena usled izmeStanja strukture. S druge strane, kar-

159



bonilni kiseonik estra uspostavlja povoljne interakcije sa peptidnim azotom H689.
Ipak, dominantan entalpijski doprinos energiji vezivanja daju hidrofobne interakcije
izopropil grupe benzopirazolona sa tri tirozina vezivnog mesta i 1739, kao i inter-
akcije piridazina sa post-SET domenom, V621 i A622. Ove dodatne interakcije, uz
oc¢uvanje klju¢énih vodonic¢nih veza sa H689 i R685, uslovljavaju poboljSanje energije

vezivanja od oko 7 kcal mol™!, u odnosu na polazno jedinjenje.

Kao $to je prethodno navedeno, u nastojanju da se estar iz strukture PHB-
00471f zameni stabilnijom funckionalnom grupom pokusane su razli¢ite zamene, ali
predvidanja modela nisu ukazala na moguénost dizajna nesupstrata koris¢enjem po-
Cetne osnovne strukture i drugih linkera. Stoga je razmotrena moguénost zamene
benzopirazolona drugom strukturom koja bi zadrzala istu sposobnost formiranja
klju¢nih vodoni¢nih veza sa vezivnim mestom EZH2. Kako vodoni¢na veza sa A687
daje relativno mali doprinos energiji vezivanja, dok elektrostaticke interakcije sa
NHS motivom, kao i vodoni¢na veza sa kosturom proteina u regiji R685 imaju iz-
razeniji uticaj, pokusano je otvaranje pirazolopiridinonske strukture. Dizajniran je
piridinski derivat, pri ¢emu je u strukturi privremeno zadrzan estar, ¢ime je dobijena
struktura PHB-00471i (slika 4.31a), za koju je takode predvideno da ne predstav-
lja supstrat za Pgp. Prilikom dizajna PHB-00471i istovremeno je pokuSana i
optimizacija interakcija sa post-SET domenom, V621 i A622 zamenom piridazina

hidrofobnijim tetrahidropiranom.

Simulacije MD kompleksa PHB-00471i i EZH2 ukazale su da otvaranje
pirazolopiridinonskog prstena ne uslovljava potpuni gubitak afiniteta potencijalnog
inhibitora za enzim, iako uslovljava znacajnije promene u njegovoj orjentaciji u ve-
zivnom mestu (slika 4.31b). Piridonsko jezgro uspostavlja povoljne elektrostaticke
interakcije sa peptidnim azotom H689, a amid polozaja 5 naizmeni¢no uspostavlja
vodoni¢nu vezu sa karbonilnim kiseonicima R685 1 A686. U ovom polozaju piridin-
skog jezgra, medutim, gube se entalpijski znacajne hidrofobne interakcije izopropil
grupe sa bo¢nim lancima Y728, Y736 i 1739 (slika 4.31c), usled ¢ega je AGnm/aBsA
vrednost za PHB-00471i oko 8 kcal mol~! veé¢a u odnosu na PHB-00471f, mada
veoma bliska vrednosti polaznog jedinjenja (tabela 4.7). S druge strane, uvodenje
tetrahidropirana u strukturu imalo je Zeljeni efekat izrazenijih interakcija sa post-
SET domenom i beta-ukosnicom koje je naspramna HNS motivu. Ipak, najznacaj-
niji rezultat dizajna PHB-00471i ogleda se u ¢injenici da je nakon modifikacije
benzopirazolonskog dela strukture utvrdena moguénost zamene estarskog linkera
amidom, pri ¢emu je za rezultujucu strukturu predvideno da ne predstavlja sup-

strat Pgp-a. Na ovaj nacin bilo je moguce ukloniti hemijski nestabilnu funkcionalnu
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Slika 4.31: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00471i i EZH2.

grupu. Istovremeno, nova orjentacija inhibitora u vezivnom mestu iskoris¢ena je u
cilju ostvarivanja dodatnih kontakata sa I-SET domenom, zamenom izopropil grupe
dodatnim aromati¢nim prstenom, za koji se ocekivalo da ¢e istovremeno ponovo
omoguciti uspostavljanje interakcija inhibitora sa tirozinima vezivnog mesta i 1739.
Kroz ove modifikacije strukture dizajniran je PHB-00471m (slika 4.32a) kao finalni
rezultat optimizacije PHB-00471.

Nacin vezivanja PHB-00471m za vezivno mesto na enzimu (slika 4.32b),
utvrden simulacijama MD kompleksa, ukazuje da piridinski azot i amid polozaja 1
uspostavljaju povoljne elektrostaticke interakcije sa N688 i H689, dok amid polozaja
5 nastavlja da obrazuje vodoni¢nu vezu sa karbolnilnim kiseonikom R685. Tetra-

hidropiranski deo strukture, kao i dve metil grupe kvaternernog ugljenika, stupaju
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Slika 4.32: Reprezentativna struktura kompleksa i rezultati razlaganja energije
vezivanja za kompleks PHB-00471m i EZH2.

u brojne hidrofobne interakcije sa bo¢nim lancima aminokiselina post-SET domena,
kao i V621, pri ¢emu ovaj deo strukture zadrzava znacajnu mobilnost. Uklanjanje
jednog ugljenika iz niza koji spaja amid i tetrahidropiran, u odnosu na strukturu
PHB-004711i, omoguc¢ilo je optimizaciju ovih interakcija. Dodatni piridin u struk-
turi, kao aromati¢an prsten povezan etrom za centralni deo inhibitora, pokazuje
sposobnost uspostavljanja hidrofobnih interakcija sa Y728, Y736 i [739, koje su bile
odsutne kod PHB-00471i. Dodatno, azot piridina kao akceptor protona, moze pro-
lazno da formira vodoni¢ne veze sa kosturom I-SET domena. Ovi kontakti, pored
klju¢énih elekstrostatskih interakcija sa NHS motivom i R685 (slika 4.32¢), uslovlja-
vaju poboljSanje procenjene energije vezivanja: AGyy/apsa za PHB-00471m je
oko 5 kcal mol™! niZza od vrednosti za polazno jedinjenje. U tabeli 4.7 se takode

moze uociti da je eliminisanje predvidenog afiniteta za Pgp izvrSeno bez znacajnijeg
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povecanja molekulske mase i lipofilnosti jedinjenja, i uz istovremeno poboljsanje iz-
racunate energije vezivanja za EZH2. Interesantno je i da orjentacija PHB-00471m
u vezivnom mestu otvara dodatne moguénosti optimizacije interakcija sa I-SET do-
menom, koje nisu bile jednostavne sa strukturom polaznog jedinjenja. Takode,
variranjem linkera izmedu dva aromati¢na prstena moguce je favorizovati reorjenta-
ciju amida polozaja 5 piridina, ¢ime se potencijalno dalje moze optimizovati jacina

polarnih interakcija sa kosturom R685 i A687.

4.3.5 Rezime

U ovom delu istrazivanja, implementiran je algoritam za de novo dizajn
hemijskih struktura koje zadovoljavaju prethodno definisani farmakoforni model in-
hibitora EZH2. Primenom algoritma dizajnirana je fokusirana kolekcija jedinjenja
iz koje je, kroz nekoliko koraka filtriranja, izdvojeno 11 struktura sa izucavanje pri-
menom MD. Pet struktura sa najveé¢im procenjenim afinitetom predlozene su kao
potencijalni novi inhibitori EZH2. Ova jedinjenja detaljnije su analizirana u kontek-
stu sli¢nosti sa poznatim inhibitorima i moguénostima za dalje unapredenje energije
vezivanja. Ustanovljeno je da dizajnirana jedinjenja poseduju Zeljene farmakoforne
sli¢nosti za poznatim inhibitorima iako predstavljaju nove hemotipove. Pokazana je
izvodljivost racionalne modifikacije dizajniranih struktura, vodene razvijenim mo-
delima za predvidanje transporta posredovanog Pgp-om i dodatnim simulacijama
MD, koja moze da doprinese dizajnu novih inhibitora EZH2 koji nisu supstrati ovog
membranskog transportera. Rezultati ove studije, potvrdeni sintezom i eksperimen-
talnom karakterizacijom predlozenih molekula, mogu da predstavljaju polaznu tacku

u razvoju novog hemotipa selektivnih inhibitora EZH2.
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Poglavlje 5

Zakljucak

Bioloska ispitivanja, rezultati pretklinickih studija, kao i preliminarni rezul-
tati klinickih ispitivanja ukazuju da je inihibicija EZH2 validan nov pristup le¢enju
specifi¢nih formi hematologkih maligniteta koji su inace refraktarni na druge vidove
terapije. U okviru ove doktorske disertacije dat je doprinos otkri¢u novih inhibitora
EZH2, koji treba da omoguce dalje ispitivanje hemijske biologije ovog epigenetskog

regulatora i posluze kao osnova u razvoju novih potencijalnih antitumorskih lekova:

1. Razvijen je trodimenzionalni model kofaktor-vezivnog mesta EZH2, koji je
u sprezi sa simulacijama molekularne dinamike i MM /GBSA prorac¢unima
omogucio sticanje razumevanja strukturnih odrednica aktivnosti i selektiv-
nosti piridonskih inhibitora ovog enzima. Utvrdeno je dobro slaganje iz-
medu MM/GBSA rezultata i eksperimenalno odredenih energija vezivanja
(R = 0,74 — 0,88) sto podrzava validnost uspostavljenog modela. Katali-
ticki segmenat EZH2 ispoljava znacajnu fleksibilnost a njegov post-SET do-
men igra kljuénu ulogu u stabilizaciji liganada i vazna je odrednica njihove
selektivnosti. Najznacajniji entalpijski doprinos energiji vezivanja piridonskih
inhibitora daju: hidrofobne interakcije piridonskog dela strukture sa bo¢nim
lancima aminokiselina 1739, E742 i M743 post-SET domena; elektrostaticke
interakcije piridona i amidskog linkera sa N688 i H689; hidrofobne interakcije
centralnog biciklicnog sistema sa Y726, F665 i C663; kao i aromati¢ne interak-
cije sa Y661. Istovremeno, utvrdeno je da male varijacije u strukturi inhbitora
znacajno uti¢u na njihov nac¢in interakcije sa EZH2. Na osnovama ove analize i
koris¢enjem struktura kompleksa, uspostavljeni su farmakoforni modeli EZH2

inhibitora. Primena ovih farmakofornih modela omoguc¢ava uspesnu identi-
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fikaciju inhibitora razli¢itih osnovnih struktura, sto je potvrdeno njihovom
validacijom (AUROC 0,874-0,926; EF5y 10,71-14,29). Zbirno, ovi rezultati
predstavljaju racionalnu osnovu za dizajn novih i optimizaciju postoje¢ih in-
hibitora EZH2.

. Razvijeni su klasifikacioni modeli za predvidanje transporta posredovanog Pgp-
om i BCRP-om koji su primenjeni u dizajnu novih inhibitora, koji neée biti
supstrati ovih transportera. Konzistentnost oformljenih setova podataka do-
prinosi razvoju pouzdanih modela, a strukturna raznovrsnost obuhvaéenih je-
dinjenja obezbeduje njihovu primenjivost u znac¢ajnom delu hemijskog pros-
tora. Validacija je sprovedena koriséenjem internih i eksternih setova za testi-
ranje 1 pokazala je prosecnu tacnost predvidanja modela od priblizno 80%, sto
potvrduje njihovu pouzdanost i primenjivost. Analiza supstratnih preferenci
Pgp-a i BCRP-a ukazuje na postojanje veoma ogranic¢enog dela hemijskog pros-
tora u kome se nalaze nesupstrati oba transportera. Ograni¢ena relevantnost
ovog dela hemijskog prostora za medicinsku hemiju navodi na zakljucak da
je u dizajnu novih lekova neophodno napraviti kompromis prilikom optimiza-
cije interakcija sa membranskim transporterima. U daljem dizajnu inhibitora
EZH2, prioritet je stoga dat minimizaciji verovatnoée za transport posredovan

Pgp-om.

. Izvr8ena je implementacija NSGA-II algoritma koja omogucava de novo di-
zajn hemijskih struktura koje zadovoljavaju definisanu farmakofornu hipotezu,
imaju prihvatljive fizicko-hemijske karakteristike i minimalnu sintetsku sloze-
nost. Ovom implementacijom, koja je oznacena akronimom Phabbler, formi-
rana je fokusirana kolekcija virtuelnih jedinjenja koja predstavljaju potenci-
jalne inhibitore EZH2. Phabbler uspesno generise hemijski validne strukture,
koje su sustinski razli¢ite od struktura poznatih inhibitora, ali sadrze klju¢ne
farmakoforne elemente matrice dizajna. Razvijeni algoritam generalno je pri-
menjiv i moze se koristiti u de novo dizajnu liganada drugih ciljnih mesta, pri

¢emu je moguce i koriséenje drugih funkcija procene.

. Primenom dodatnih simulacija MD i MM/GBSA prora¢una, iz prvobitne ko-
lekcije identifikovano je 5 jedinjenja koja poseduju najveéi potencijal efikasne
inhibicije EZH2. Ove strukture imaju ocuvan Sablon klju¢nih interakcija sa
vezivnim mestom EZH2 i dobar odnos procenjene energije vezivanja i mole-
kulske mase usled c¢ega predstavljaju dobru polaznu tacku u razvoju novog
hemotipa EZH2 inhibitora. Modifikacijom jedne od struktura eliminisan je

predvideni afinitet za Pgp a istovremeno je poboljsana energija vezivanja za
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EZH2. Model vezivnog mesta EZH2, simulacije molekularne dinamike, predik-
tivni modeli za Pgp i analiza senzitivnosti deskriptora predstavljaju izuzetno
efikasan set komplementarnih metoda kojima se racionalno moze izvrsiti opti-

mizacija KZH2 inhibitora.
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Prilog A

Rezultati simulacija kompleksa EZH?2

1 odabranih piridonskih inhibitora

Tabela A.1: Rezultati dokinga 13 piridonskih inhibitora u razvijeni model EZH2

Inhibitor Najniza Vina Vina energija = RMSD odabrane od
energija odabrane poze poze za najnizom
energijom (A)
G1K -7,8 -7.4 1,255
G2K -8,2 -8,2 5,687
G3K -9,2 -8,9 1,932
G4K -9,0 -8,8 1,543
G5K -9,3 -9,3 0,000
G6K -9,0 -9,0 0,000
126 -9,2 -8,6 2,379
EIl -7,8 -7,2 2,378
E17Z -9,2 -9,2 0,000
E27Z -9,2 -9,2 0,000
E3Z -9,1 -8,9 1,674
E47Z -8,5 -8,2 6,976
E5Z -8,2 -8,2 2,227
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Tabela A.2: Rezultati MM /GBSA proracuna sprovedenih na 500 kadrova produkcionih trajektorija trajanja 4 ns. Vrednosti u
tabeli date su u kcal mol~! kao srednje vrednosti uz standardne greske.

Inhibitor AEvdW AEele AGGB AGSA AEMM AGsol AGMM/GBSA AGexp @
G1K  -46,17 £ 0,12 -13,73 £ 0,12 27,60 + 0,12 -4,86 + 0,01 -59,90 + 0,17 22,74 + 0,12 -37,16 & 0,12  -9,31
G2K -48,49 £ 0,13 -13,47 £ 0,14 2792 + 0,12 -5,15 £ 0,01 -61,96 &= 0,19 22,78 £0,12 -39,18 £ 0,13  -9,72
G3K -61,84 £ 0,16 -13,75 £0,16 36,04 = 0,15 -6,41 &+ 0,02 -75,60 &= 0,25 29,62 £ 0,14 -4597 £0,16 -11,05
G4K -61,50 £ 0,24 -10,04 £ 0,26 30,67 = 0,19 -6,69 £ 0,02 -71,53 £ 0,26 23,98 £ 0,19 -47,56 £ 0,21  -12,57
G5K -61,80 £ 0,18 -12,89 £ 0,33 35,52 £ 0,30 -6,44 £ 0,02 -74,70 £ 0,45 29,07 £ 0,29 -45,62 £ 0,20 -10,71
G6K -64,22 £ 0,20 -8,33 £ 0,27 29,92 £ 0,27 -6,85 £ 0,02 -72,54 £ 0,36 23,08 £ 0,26 -49,47 + 0,20 -12,16
126 57,93 £ 0,16 -31,32 + 0,40 53,18 + 0,37 -6,49 & 0,01 -89,25 & 0,41 46,68 & 0,37 -42,57 £ 0,14 -12,60
EL1 -46,74 £ 0,14 -30,78 £ 0,18 41,18 + 0,16 -5,44 &+ 0,01 -77,52 £ 0,21 35,74 £0,16 -41,78 £0,13  -10,75
E17Z -53,06 £ 0,15 -17,56 £ 0,14 34,03 = 0,12 -5,37 £ 0,01 -70,62 &+ 0,19 28,66 = 0,12 -41,96 £ 0,15  -8,87
E2Z  -53,034+ 0,14 -1822 4020 37,04 + 0,18 -5,62 + 0,01 -71,26 + 0,26 31,42 + 0,18 -39.83 + 0,14  -9,20
E3Z  -53,71 40,14 -14,60 & 0,15 34,79 + 0,14 -5,79 + 0,01 -68,31 + 0,21 29,00 + 0,13 -39,31 + 0,14  -9,68
E4Z  -56,35 + 023 -12,90 & 0,17 34,58 & 0,20 -6,20 + 0,02 -69,25 + 0,32 28,37 + 0,19 -40,88 + 0,17 -10,39
E5Z -55,568 £ 0,18 -16,07 £ 0,27 34,88 + 0,21 -6,54 &= 0,02 -71,65 = 0,33 28,34 = 0,21 -43,31 £ 0,18 -11,73

@ Slobodne energije vezivanja izracunate su iz K; vrednosti koriéenjem odnosa AG® = RTInK;, uz T = 298 K to odgovara

temperaturi na kojoj su eksperimenti izvodeni.
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Tabela A.3: Rezultati MM /GBSA prora¢una na stupnjevito duzim delovima dodatne produkcione trajektorije. Vrednosti u tabeli
date su u kcal mol~! kao srednje vrednosti uz standardne greske.

Inhibitor 0-1 ns 0-2 ns 0-3 ns 0—4 ns 0-5 ns 0—6 ns 0-7 ns 0-8 ns 0-9 ns 0-10 ns

G1K -35.54 £0.31 -36.45 £ 0.21 -36.98 £0.17 -36.95 £0.15 -36.83 £ 0.14 -36.86 £ 0.12 -36.85 £ 0.11 -36.76 £ 0.10 -36.52 £ 0.10 -36.10 £ 0.11
G2K -37.32 £0.26 -37.21 £0.18 -37.56 £ 0.15 -37.39 £ 0.13 -37.70 £ 0.12 -37.96 £ 0.11 -38.16 £ 0.10 -38.28 & 0.10 -38.36 £ 0.10 -38.41 £ 0.09
G3K -48.05 £ 0.30 -47.75 £ 0.22 -46.95 £ 0.18 -46.31 £ 0.17 -45.95 £ 0.15 -45.48 + 0.14 -45.61 £ 0.13 -45.24 £+ 0.12 -44.54 £+ 0.12 -44.81 + 0.12
G4K -46.00 £ 0.38 -45.97 £ 0.25 -46.96 + 0.21 -46.95 £ 0.18 -46.75 £ 0.17 -46.17 £ 0.16 -45.69 £ 0.15 -44.96 &= 0.15 -44.42 £ 0.15 -43.99 £+ 0.15
G5K -49.73 £ 0.30 -47.96 £ 0.25 -47.68 & 0.19 -4740 £ 0.17 -47.24 £ 0.14 -46.19 £ 0.17 -45.19 £ 0.18 -44.70 & 0.17 -44.64 £ 0.16 -44.47 £ 0.15
G6K -42.51 £0.35 -4541 £0.30 -46.89 £ 0.26 -47.37 £0.22 -47.63 £ 0.18 -47.77 £0.16 -47.99 £ 0.15 -48.22 + 0.13 -4846 £ 0.13 -48.71 £ 0.12
126 -43.00 £ 0.27 -43.15 £ 0.22 -42.39 £ 0.19 -42.85 £ 0.17 -43.26 £ 0.16 -42.55 £ 0.16 -42.42 £ 0.14 -42.35 £ 0.14 -42.66 £ 0.13 -42.73 £ 0.12
EL1 -42.87 £0.26 -41.62 £0.20 -41.11 +£0.16 -41.33 £0.14 -41.37 £0.12 -41.48 £ 0.11 -41.30 £ 0.10 -41.20 &+ 0.10 -41.09 £ 0.10 -41.09 £ 0.09
E1Z -46.25 £ 0.34 -45.78 £0.25 -44.92 £ 0.20 -43.80 £0.21 -43.32 £ 0.22 -42.09 £0.19 -41.43 £0.18 -41.16 £ 0.17 -40.76 £ 0.16 -40.57 £ 0.15
E27Z -39.10 £ 0.31 -37.76 £ 0.22 -37.45+0.20 -37.12+£0.17 -37.38 £0.16 -37.63 +£0.14 -37.88 £0.13 -38.08 £ 0.12 -38.12 £ 0.11 -38.32 £ 0.11
E3Z -38.91 £ 0.35 -38.96 £ 0.24 -39.81 £ 0.21 -39.69 £+ 0.17 -39.12 £ 0.16 -38.95 £ 0.15 -38.89 £+ 0.13 -38.77 £ 0.12 -39.21 £ 0.12 -39.32 £ 0.12
E47 -40.02 £ 0.30 -38.00 £ 0.25 -38.52 £ 0.21 -38.54 £0.18 -38.11 £ 0.16 -38.06 £ 0.14 -38.47 £ 0.14 -38.64 &£ 0.13 -38.48 £ 0.12 -38.51 £ 0.11
E5Z -50.30 £ 0.41 -50.57 £ 0.25 -49.39 £ 0.22 -48.29 £ 0.21 -47.79 £ 0.20 -46.83 £ 0.20 -46.57 £ 0.18 -46.79 £ 0.16 -46.91 £ 0.15 -47.01 £ 0.14
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Tabela A.4:

AAGym/aBsa U keal mol™!) izmedu kanonske i mutirane forme enzima, uz standardne greske.
/

Rezultati analize efekata mutageneze u alanin, prikazani kao srednje vrednosti razlike MM/GBSA energija

Inhibitor  V621A W624A Y661A C663A F665A N688A S690A F723A Y726A Y728A I739A ET42A M743A
G1K 1.62 £0.17 0.07£0.17 0.11 £0.17 131 £0.17 1.70 £0.17 1.68 £0.17 0.19+0.17 137+ 0.17 271 £0.17 045+ 0.17 217 £0.17 0.15 £ 0.17 1.50 £ 0.17
G2K 097+ 0.18 0.05+0.19 0.78+0.19 148+0.19 214+£0.19 1.25£0.19 0.09£0.19 043 £0.19 244 +0.19 0.77 £0.19 240+ 0.19 024 £0.19 0.77 £0.19
G3K 1.20£0.22 0.79 £0.22 3.25£0.22 1.25+022 231+022 098+0.22 0.07+£0.22 040+£0.22 260 £0.22 0.25£022 216+ 021 040+ 0.22 1.07 £ 0.22
G4K 021 +0.29 1434+0.29 279+031 1.07+£0.29 226+£0.29 437+£028 0.08+£029 0294029 2224029 1.26+0.29 0.22+0.29 0.00+£0.29 1.51+£0.29
G5K 142 £ 023 078 £0.23 3.63 £0.23 160+ 023 2724023 1.37+£0.23 0.07+£0.23 0.68+£0.23 2.74£023 029 £023 225+023 033 +0.22 1.07+0.23
G6K 0.58 £ 0.27 0.80 £ 0.27 2.89 £0.28 1.36 £0.28 2.88 £0.27 4.09 £0.26 0.11 £0.28 0.26 £ 0.28 2.74 £ 0.27 1.86 £ 0.28 1.05+£0.27 0.17 £0.27 1.28 £ 0.28

126 1.12£0.20 080 £0.21 293 £020 1.10+ 020 2814020 414 +0.20 0.08=+0.20 0.25+£0.20 3.07£020 087 £020 1.27£0.21 0.19%+0.20 0.91 & 0.20
EL1 0.50 £ 0.18 0.03 £ 0.18 0.96 £ 0.18 0.55 £0.18 1.35£0.19 097 £0.18 0.04 £0.18 0.51 £0.18 3.94 £ 0.18 1.23 £0.18 0.89 £ 0.18 0.11 £0.18 3.80 £ 0.18
E1Z 1.62 £023 138 £0.21 1.97+£021 1.14£022 2564022 0.154+0.22 0.06+0.22 031 £0.22 227 £023 274 £022 233 +022 0.14 +0.22 1.85 % 0.22
E27Z 1.18 £0.19 012 £0.20 2.25£0.20 1.40£0.19 3.09 4+ 0.19 1.69+0.19 0.08 £ 0.20 0.51 £0.20 3.04 £0.20 042 £020 1.16 £0.20 0.19 £ 0.20 1.11 &£ 0.19
E3Z 1.00 £0.19 0.07£0.19 222+£0.19 1.73+0.19 336 +0.19 1.15+£0.19 0.07+0.19 0.30=£0.19 265+£0.19 031+0.19 131+0.19 028+0.20 0.88=+0.19
E47Z 207+£024 024+025 2444+024 133£024 237+£033 063+025 0.03+£025 034+£025 331+025 052+024 157+£025 0.51=+024 0.73 £0.25
E5Z 0.64 £0.25 055+£026 0.09+026 132=£025 247+£025 0.74+£0.26 0.07=+£0.26 0.65+025 3.41+025 387025 137+£025 044 +0.25 1.16 = 0.26




Svi rezultati & Bez odstupajucih tataka ——

0.95

0.85
0.8
0.75 |

0.7 r

0.65

0.55
05

Koeficijent korelacije (AGywgesa VS- AGeyxp)

0-45 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

Trajanje simulacije (ns)

Slika A.1: Korelacija izmedu AGyarjapsa i AGerp u zavisnosti od duzine eva-
luirane trajektorije. Nakon 4-5 ns simulacije, primetna je konvergencija rezultata.
Ispunjena plava linija odgovara korelaciji bez rezultata za E1Z i 126, dok ispreki-
dana crvena linija odgovara korelaciji za sve rezultate zajedno.
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Prilog B

Modeli za predvidanje transporta

posredovanog Pgp-om 1 BCRP-om
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Tabela B.1: Set podataka koriséen u razvoju modela za predvidanje transporta posredovanog Pgp-om.

Jedinjenje InChlI kljué Klasa PMID referenci

2-fluoro-A-85380 GVOOYVOZPRROMP-ZETCQYMHSA-N NS 21321274

5-fluorouracil GHASVSINZRGABV-UHFFFAOYSA-N NS 12081145

5-hydroxymethyl tol- DUXZAXCGJSBGDW-HXUWFJFHSA-N S 21392072

terodine

9-hydroxyrisperidone ~ PMXMIIMHBWHSKN-LJQANCHMSA-N S 15502009, 16810505,
15683552, 16936711, 16118767

abacavir MCGSCOLBFJQGHM-SCZZXKLOSA-N S 17709369

acrivastine PWACSDKDOHSSQD-IUTFFREVSA-N S 12438524

actinomycin D RJURFGZVJUQBHK-IIXSONLDSA-N S 11602674, 11707575

adefovir SUPKOOSCJHTBAH-UHFFFAOYSA-N NS 14762102, 9804626, 11602668

albendazole HXHWSAZORRCQMX-UHFFFAOYSA-N NS 11901088, 15703302

albendazole sulfoxide =~ VXTGHWHFYNYFFV-LJQANCHMSA-N NS 15703302

aldosterone PQSUYGKTWSAVDQ-ZVIOFETBSA-N S 12213137, 1360010, 10837354

alfentanil IDBPHNDTYPBSNI-UHFFFAOYSA-N NS 11964599

alfuzosin WNMJYKCGWZFFKR-AWEZNQCLSA-N S 19273529

alpha-methyldigoxin ~ IYJMSDVSVHDVGT-AVUZACQCSA-N S 11284449

alprenolol PAZJSJFMUHDSTF-AWEZNQCLSA-N NS 12438524

amantadine DKNWSYNQZKUICI-CHIWXEEVSA-N NS 11602674, 12438524, 15804173

amiodarone IYIKLHRQXLHMJQ-UHFFFAOYSA-N S 11231118, 15502009

amisulpride NTJOBXMMWNY JFB-GFCCVEGCSA-N S 16252067, 15285840,
12865899, 17683917




€l¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
amitriptyline KRMDCWKBEZIMAB-UHFFFAOYSA-N NS 12438524
amonafide UPALIKSFLSVKIS-UHFFFAOYSA-N NS 17826829
amprenavir YMARZQAQMVYCKC-OEMFJLHTSA-N S 11602674, 12438524, 11242145
antipyrine VEQOALNAAJBPNY-UHFFFAOYSA-N NS 12438524, 15804173
astemizole GXDALQBWZGODGZ-UHFFFAOYSA-N S 12438524

atenolol METKIMKYRPQLGS-LBPRGKRZSA-N NS 12438524
atorvastatin XUKUURHRXDUEBC-KAYWLYCHSA-N S 11474784, 21447733, 10751037
axitinib RITAVMQDGBJQJZ-FMIVXFBMSA-N S 21282407
befloxatone IALVDLPLCLFBCF-CHWSQXEVSA-N NS 21321274

belotecan LNHWXBUNXOXMRL-VWLOTQADSA-N S 18654741

berberine YBHILYKTIRIUTE-UHFFFAOYSA-N S 17213652
beta-acetyldigoxin NREAGDHHMSOWKZ-OOVFFRPTSA-N S 11284449
bezafibrate IIBYAHWJQTYFKB-UHFFFAOYSA-N NS 14698041
bimatoprost AQOKCDNYWBIDND-FTOWTWDKSA-N S 20028257
bimatoprost acid YFHHIZGZVLHBQZ-IIVAHVFHSA-N NS 20028257

biperiden YSXKPIUOCJLQIE-YXYSEUPNSA-N NS 12438524
bisantrene NJSMWLQOCQIOPE-OCHFTUDZSA-N S 11497241

bufuralol SSEBTPPFLLCUMN-ZDUSSCGKSA-N NS 12438524
bunitrolol VCVQSRCYSKKPBA-LBPRGKRZSA-N S 10206323
buprenorphine RMRJXGBAOAMLHD-IHFGGWKQSA-N NS 19887017, 19370547
buspirone QWCRAEMEVRGPNT-UHFFFAOYSA-N NS 17962372, 12438524
caffeine RYYVLZVUVIJVGH-UHFFFAOYSA-N NS 16686367, 17962372




V1¢

Jedinjenje InChlI kljuc¢ Klasa PMID referenci

carbamazepine FFGPTBGBLSHEPO-UHFFFAOYSA-N NS 18824002, 11318771,
12438524, 12438524,
20080116, 17962372

carisoprodol OFZCIYFFPZCNJE-GFCCVEGCSA-N NS 17962372

carvedilol OGHNVEJMJSYVRP-KRWDZBQOSA-N S 16671962, 17910813, 15951832

catharanthine CMKFQVZJOWHHDV-DYHNYNMBSA-N S 16686367

cediranib XXJWYDDUDKYVKI-UHFFFAOYSA-N S 22323823

celiprolol JOATXPAWOHTVSZ-MRXNPFEDSA-N S 19067419, 7905337

cerivastatin SEERZIQQUAZTOL-ANMDKAQQSA-N S 15901800

cetirizine ZKLPARSLTMPFCP-OAQYLSRUSA-N S 12438524, 17180728,
14502547, 12584158

CGP 12177 UMQUQWCJKFOUGV-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

chloroquine WHTVZRBIWZFKQO-CQSZACIVSA-N S 11602674

chlorothiazide JBMKAUGHUNFTOL-UHFFFAOYSA-N NS 22123130

chlorpheniramine SOYKEARSMXGVTM-OAHLLOKOSA-N NS 11602674, 12438524

chlorpromazine ZPEIMTDSQAKGNT-UHFFFAOYSA-N NS 11602674

chlorprothixene WSPOMRSOLSGNFJ-AUWJEWJLSA-N NS 12438524

cimetidine AQIXAKUUQRKLND-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 12438524, 9862768

citalopram WSEQXVZVIXJVFP-FQEVSTJZSA-N NS 17962372

clarithromycin AGOYDEPGAOXOCK-LITZIJDPSA-N S 11602674, 20724802, 20621639

clomipramine GDLIGKIOYRNHDA-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

clonidine GJSURZIOUXUGAL-UHFFFAOYSA-N NS 12438524




GIc

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci

clorgyline BTFHLQRNAMSNLC-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

clozapine QZUDBNBUXVUHMW-UHFFFAOYSA-N NS 10831014, 8647944, 16810505,
15961125

colchicine IAKHMKGGTNLKSZ-INIZCTEOSA-N S 11602674, 11284688

corticosterone OMFEFXVFTZEKFJBZ-HJTSIMOOSA-N NS 11356720, 18556350

cortisol JYGXADMDTFJGBT-VWUMJDOOSA-N S 11966513, 12213137, 10586385

cyclobenzaprine JURKNVYFZMSNLP-UHFFFAOYSA-N NS 12438524, 17962372

cyclosporin A PMATZTZNYRCHOR-CGLBZJNRSA-N S 11602674, 7560060, 11966513,
7681059

danofloxacin QMLVECGLEOSESV-RYUDHWBXSA-N S 17211460

darifenacin HXGBXQDTNZMWGS-RUZDIDTESA-N S 21826715, 21392072

dasatinib ZBNZXTGUTAYRHI-UHFFFAOYSA-N S 19276246, 19491323

daunorubicin STQGQHZAVUOBTE-VGBVRHCVSA-N S 11602674, 7575681

debrisoquine JWPGJSVIJDAJRLW-UHFFFAOYSA-N S 10213372

desipramine HCYAFALTSJYZDH-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

desloratadine NINPQHBCTPUOFE-UHFFFAOYSA-N S 12584158

dexamethasone UREBDLICKHMUKA-CXSFZGCWSA-N S 11602674, 7560060

diazepam AAOVKJBEBIDNHE-UHFFFAOYSA-N NS 17962372, 17916018

dibucaine PUFQVTATUTYEAL-UHFFFAOYSA-N S 16686367, 7913604

diclofenac DCOPUUMXTXDBNB-UHFFFAOYSA-N NS 18845662

digitoxin WDJUZGPOPHTGOT-QLHMFLTHSA-N S 11284449

digoxin LTMHDMANZUZIPE-ALVQDVFTSA-N S 11181899, 7560060, 11284449




91¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
diltiazem HSUGRBWQSSZJOP-RTWAWAEBSA-N S 11602674, 12438524
diphenhydramine ZZVUWRFHKOJYTH-UHFFFAOYSA-N NS 12584158, 10762610
diprenorphine OIJXLIIMXHRJJH-KNLIIKEYSA-N S 21321274
dipyridamole IZEKFCXSFNUWAM-UHFFFAOYSA-N S 11602674

docetaxel ROQZUJKOMJECOM-CJQOFVABSA-N S 7945455, 19920203, 21351274
domperidone FGXWKSZFVQUSTL-UHFFFAOYSA-N S 12438524, 8647944, 17683917
doxapram XFDJYSQDBULQSI-JOCHJYFZSA-N NS 12438524

doxepin ODQWQRRAPPTVAG-GZTJUZNOSA-N NS 12438524
doxorubicin AOJJSUZBOXZQNB-TZSSRYMLSA-N NS 11602674
doxylamine HCFDWZZGGLSKEP-KRWDZBQOSA-N NS 12438524

DPA-714 FLZZFWBNYJNHMY-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

efavirenz XPOQHMRABVBWPR-ZDUSSCGKSA-N NS 19748977, 16779703
eletriptan PWVXXGRKLHYWKM-LJQANCHMSA-N S 11602674, 12438524
elvitegravir JUZYLCPPVHEVSV-LJQANCHMSA-N S 21393174

emetine AUVVAXYIELKVAI-CKBKHPSWSA-N S 11602674

endoxifen MHJBZVSGOZTKRH-IZHYLOQSSA-N S 21148080, 21378205
epirubicin AOJJSUZBOXZQNB-VTZDEGQISA-N S 7575681

erlotinib AAKJLRGGTJKAMG-UHFFFAOYSA-N S 18723475
erythromycin ULGZDMOVFRHVEP-RMEHMVEFSA-N S 11602674, 10213372
estriol PROQIPRRNZUXQM-ZXXIGWHRSA-N S 15290871

estrone DNXHEGUUPJUMQT-CBZIJGRNSA-N S 15290871
ethosuximide HAPOVYFOVVWLRS-ZETCQYMHSA-N NS 20417647




L1C

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
ethynylestradiol BFPYWIDHMRZLRN-SLHNCBLASA-N S 15290871

etoposide VJJPUSNTGOMMGY-LCBFZJDDSA-N S 11602674, 8968083
etravirine PYGWGZALEOIKDF-UHFFFAOYSA-N NS 21189339

EXP3174 ZEUXAIYYDDCIRX-UHFFFAOYSA-N NS 10725273

fallypride OABRYNHZQBZDMG-INIZCTEOSA-N NS 21321274
famciclovir GGXKWVWZWMLJEH-UHFFFAOYSA-N S 12438524

felodipine RZTAMFZIAATZDJ-OAHLLOKOSA-N NS 11861813, 10227700
fenbendazole HDDSHPAODJUKPD-UHFFFAOYSA-N NS 15703302
fenofibrate YMTINGFKWWXKFG-UHFFFAOYSA-N NS 14698041

fenofibric acid MQOBSOSZFYZQOK-UHFFFAOYSA-N NS 14698041

fentanyl PJMPHNIQZUBGLI-UHFFFAOYSA-N NS 11964599
fexofenadine RWTNPBWLLIMQHL-LJAQVGFWSA-N S 17180728
flavopiridol BIIVYFLTOXDAOV-YVEFUNNKSA-N S 20304939, 19225039, 11355953
fluconazole RFHAOTPXVQNOHP-UHFFFAOYSA-N NS 12235267, 11751127
flumazenil OFBIFZUFASYYRE-UHFFFAOYSA-N NS 12438524, 21321274, 15804173
flunitrazepam YGLJJRRNHBOWJN-UHFFFAOYSA-N NS 10831014, 8647944
fluoxetine RTHCYVBBDHJXIQ-INIZCTEOSA-N NS 12438524, 17962372
flurazepam SAADBVWGJQAEFS-UHFFFAOYSA-N NS 12438524
fluvastatin FILGEFLZQAZZCD-JUFISIKESA-N S 21447733
fluvoxamine CJOFXWAVKWHTFT-XSFVSMFZSA-N NS 12438524, 17962372
furosemide ZZUFCTLCJUWOSV-UHFFFAOYSA-N NS 11834888
gatifloxacin XUBOMFCQGDBHNK-UHFFFAOYSA-N S 20573570




81¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci

gefitinib XGALLCVXEZPNRQ-UHFFFAOYSA-N S 20421331

gemfibrozil HEMJJKBWTPKOJG-UHFFFAOYSA-N NS 14698041

gemifloxacin ZRCVYEYHRGVLOC-HYARGMPZSA-N S 21864659

gimatecan UIVFUQKYVFCEKJ-OPTOVBNMSA-N NS 18089724

glyburide ZNNLBTZKUZBEKO-UHFFFAOYSA-N NS 16460798

grepafloxacin AIJTTZAVMXIJGM-UHFFFAOYSA-N S 11877335, 10992002,
15131241, 11370709

hoechst 33342 PRDFBSVERLRRMY-UHFFFAOYSA-N S 11602674

hydrocodone LLPOLZWFYMWNKH-CMKMFDCUSA-N NS 17962372

hydroxy-bupropion NDPTTXIBLSWNSF-SKDRFNHKSA-N NS 18239278, 20599802

hydroxyrubicin HEQRYQONNHFDHG-GPUIEZTRSA-N S 7805856, 16686367

hydroxyzine ZQDWXGKKHFNSQK-OAQYLSRUSA-N NS 17962372, 22188412

idarubicin XDXDZDZNSLXDNA-TZNDIEGXSA-N S 7575681, 14641819

imatinib KTUFNOKKBVMGRW-UHFFFAOYSA-N S 12975485, 18449471

imipramine BCGWQEUPMDMJNV-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

indinavir CBVCZFGXHXORBI-PXQQMZJSSA-N S 11602674, 12438524,
11181899, 11242145, 9435299

indomethacin CGIGDMFJXJATDK-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

irinotecan UWKQSNNFCGGAFS-XIFFEERXSA-N S 10101137, 20583968

isoxicam YYUAYBYLJSNDCX-UHFFFAOYSA-N S 16686367

itraconazole VHVPQPYKVGDNFY-ZPGVKDDISA-N NS 11602674

ivermectin AZSNMRSAGSSBNP-XPNPUAGNSA-N S 7560060, 7910522, 20513441




61¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci

ixabepilone FABUFPQFXZVHFB-PVYNADRNSA-N S 21262849

ketamine YQEZLKZALYSWHR-CYBMUJFWSA-N NS 12438524

ketobemidone ALFGKMXHOUSVAD-UHFFFAOYSA-N NS 16278191

ketoconazole XMAYWYJOQHXEEK-OZXSUGGESA-N S 18197554

LAAM XBMIVRRWGCYBTQ-AVRDEDQJSA-N S 17690563

labetalol SGUAFYQXFOLMHL-FZKQIMNGSA-N S 12438524

lamivudine JTEGQNOMFQHVDC-NKWVEPMBSA-N S 19472342

lamotrigine PYZRQGJRPPTADH-UHFFFAOYSA-N S 18824002

lansoprazole MJITHNNLFOKEZEW-VWLOTQADSA-N S 11770010

lapatinib BCFGMOOMADDAQU-UHFFFAOYSA-N S 18216274

latanoprost GGXICVAJURFBLW-CEYXHVGTSA-N NS 20028257

latanoprost acid HNPFPERDNWXAGS-NFVOFSAMSA-N NS 20028257

LBT-999 XZWRXMFAFBSAJC-BFKYMBCJSA-N NS 21321274

levetiracetam HPHUVLMMVZITSG-LURJTMIESA-N S 18824002

levofloxacin GSDSWSVVBLHKDQ-JTQLQIEISA-N S 9262363, 10992002

levomeprazine VRQVVMDWGGWHTJ-AWEZNQCLSA-N S 12438524

lidocaine NNJVILVZKWQKPM-UHFFFAOYSA-N NS 11602674, 12438524, 15804173

lomefloxacin ZEKZLJVOYLTDKK-UHFFFAOYSA-N NS 16686367, 11102735

loperamide RDOIQAHITMMDAJ-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 12438524,
15244080, 8647944

lopinavir KJHKTHWMRKYKJE-SUGCFTRWSA-N S 17890284, 17451894, 20551216

loratadine JCCNYMKQOSZNPW-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 17180728, 12584158




0¢c

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci

lorcainide XHOJAWVAWFHGHL-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

losartan LXOVSDHESOKIRD-UHFFFAOYSA-N S 10725273

lovastatin PCZOHLXUXFIOCF-BXMDZJJMSA-N NS 11474784, 21447733

mannitol FBPFZTCFMRRESA-GUCUJZIJSA-N NS 11602674, 12438524

maprotiline QSLMDECMDJKHMQ-GSXCWMCISA-N NS 16686367

mebendazole OPXLLQIJSORQAM-UHFFFAOYSA-N NS 16686367, 20513441

melphalan SGDBTWWWUNNDEQ-LBPRGKRZSA-N S 16686367, 19447222

mephentermine RXQCGGRTAILOIN-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

mephobarbital ALARQZQTBTVLJV-CYBMUJFWSA-N NS 22342565

meprobamate NPPQSCRMBWNHMW-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

mequitazine HOKDBMAJZXIPGC-MRXNPFEDSA-N S 12438524

metergoline WZHJKEUHNJHDLS-QTGUNEKASA-N NS 12438524

methadone USSIQXCVUWKGNF-QGZVFWFLSA-N S 17690563, 11408360,
15876424, 19887017, 14712343

methotrexate FBOZXECLQNJBKD-ZDUSSCGKSA-N NS 11602674

methylphenidate DUGOZIWVEXMGBE-STQMWFEESA-N NS 17962372

methylprednisolone VHRSUDSXCMQTMA-PJHHCJLFSA-N S 22464980, 19883743, 10586385

methysergide KPJZHOPZRAFDTN-ZRGWGRIASA-N S 12438524

metoclopramide TTWJBBZEZQICBI-UHFFFAOYSA-N NS 17962372

metoprolol IUBSYMUCCVWXPE-AWEZNQCLSA-N NS 12438524

mexiletine VLPIATFUUWWMEKC-SNVBAGLBSA-N NS 12438524

mibefradil HBNPJJILLOYFJU-VMPREFPWSA-N S 10901697




1¢e

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
midazolam DDLIGBOFAVUZHB-UHFFFAOYSA-N NS 10213372, 12438524
mitomycin C NWIBSHFKIJFRCO-WUDYKRTCSA-N S 12406646

mitoxantrone KKZJGLLVHKMTCM-UHFFFAOYSA-N S 11602674

monensin GAOZTHIDHYLHMS-GDMSFIFLSA-N S 11602674

morphine BQJCRHHNABKAKU-KBQPJGBKSA-N S 21589798, 16686367, 19481690
N-desmethyl- ZMOPTLXEYOVARP-UHFFFAOYSA-N S 20212014

loperamide

nalbuphine NETZHAKZCGBWSS-CEDHKZHLSA-N S 12438524

naloxone UZHSEJADLWPNLE-GRGSLBFTSA-N NS 12438524, 19530072
naltrexone DQCKKXVULJGBQN-XFWGSAIBSA-N NS 12438524

nelfinavir QAGYKUNXZHXKMR-HKWSIXNMSA-N S 11602674, 12438524, 9435299
neostigmine ALWKGYPQUAPLQC-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 12438524
nevirapine NQDJXKOVJZTUJA-UHFFFAOYSA-N NS 19748977, 17328866, 12180537
nicardipine XAJFUWAWPIDHAI-DEOSSOPVSA-N NS 12128170, 11145223
nifedipine MRPWJGQWTDENNT-UHFFFAOYSA-N NS 10213372, 11602674, 1352973
nitrazepam YNIRJEBNUCUDES-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

nitrendipine PFOADBWKUBBKRY-MRXNPFEDSA-N NS 11602674

nitrofurantoin RRMUNAVQJLIUTA-YCRREMRBSA-N NS 22004608

nizatidine MZDZEYRHRKDOOP-1ZZDOVSWSA-N S 19319690

norbuprenorphine YOYLLRBMGQRFTN-IOMBULRVSA-N S 19887017

nordazepam AKPLHCDWDRPJGD-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

nortriptyline PHVGLTMQBUFIQQ-UHFFFAOYSA-N S 10700657, 16841511




GGG

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
norverapamil UPKQNCPKPOLASS-SANMLTNESA-N NS 10773005
noscapine AKNNEGZIBPJZJG-MSOLQXFVSA-N NS 12438524
olanzapine KVWDHTXUZHCGIO-UHFFFAOYSA-N S 14702023, 12031686
olmesartan VTRAEEWXHOVJFV-UHFFFAOYSA-N NS 17823233, 20222053
ondansetron FELGMEQIXOGIFQ-CYBMUJFWSA-N S 8647944
oseltamivir VSZGPKBBMSAYNT-RRFJBIMHSA-N S 19721074, 18039806
oxfendazole BEZZFPOZAYTVHN-JOCHJYFZSA-N NS 15703302
oxprenolol CEMAWMOMDPGJMB-ZDUSSCGKSA-N NS 12438524
oxybutynin XIQVNETUBQGFHX-JOCHJYFZSA-N NS 21392072

p-MPPF YJZYDPRMWYWYCG-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
paclitaxel RCINICONZNJXQF-MZXODVADSA-N S 11602674, 9050899, 22359351
pafenolol PKWZWSXSCKVUJB-MRXNPFEDSA-N S 16686367, 12477351
PE2I YYCOWMQMXNLRHZ-DXWKFQSLSA-N NS 21321274
pentazocine VOKSWYLNZZRQPF-CCKFTAQKSA-N S 15848954, 8101846
perphenazine RGCVKNLCSQQDEP-UHFFFAOYSA-N NS 12438524
pheniramine IJHNSHDBIRRJRN-OAHLLOKOSA-N NS 12438524
phenobarbital DDBREPKUVSBGFI-UHFFFAOYSA-N S 18824002, 20417647
phenytoin CXOFVDLJLONNDW-UHFFFAOYSA-N S 18824002, 20417647
PIB ZQAQXZBSGZUUNL-UHFFFAOYSA-N NS 21321274, 17204702
pirarubicin KMSKQZKKOZQFFG-HSUXVGOQSA-N S 15350632, 12489924
pirenzepine RMHMFHUVIITRHF-UHFFFAOYSA-N S 12438524
piroxicam QYSPLQLAKJAUJT-UHFFFAOYSA-N NS 16686367




€¢¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
pitavastatin VGYFMXBACGZSIL-MCBHFWOFSA-N S 21206133

PK11195 RAVIZVQZGXBOQO-CQSZACIVSA-N NS 21321274, 17204702
podophyllotoxin YJGVMLPVUAXIQN-XVVDYKMHSA-N S 16686367

practolol DURULFYMVIFBIR-ZDUSSCGKSA-N NS 11602674

prazosin IENZQIKPVFGBNW-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 21321274
prednisolone OIGNJSKKLXVSLS-VWUMJDOOSA-N S 12379510, 10586385
probenecid DBABZHXKTCFAPX-UHFFFAOYSA-N NS 16686367
procyclidine WYDUSKDSKCASEF-IBGZPJMESA-N NS 12438524

progabide DWEQWXSKOHHBNT-SAPNQHFASA-N NS 21991360
promazine ZGUGWUXLJSTTMA-UHFFFAOYSA-N NS 12438524
promethazine PWWVAXIEGOYWEE-CYBMUJFWSA-N NS 12438524
propoxyphene XLMALTXPSGQGBX-GCJKJVERSA-N NS 17962372
propranolol AQHHHDLHHXJYJD-CQSZACIVSA-N NS 11602674, 12438524
protriptyline BWPIARFWQZKAIA-UHFFFAOYSA-N S 12438524
puromycin RXWNCPJZOCPEPQ-ZSRCTWEPSA-N S 11602674, 11707575
pyridostigmine RVOLLAQWKVFTGE-UHFFFAOYSA-N NS 11602674
pyrilamine YECBIJXISLIIDS-UHFFFAOYSA-N S 17180728

quinidine LOUPRKONTZGTKE-LHHVKLHASA-N S 11602674

raclopride WAOQONBSWFLFPE-VIFPVBQESA-N NS 21321274
raltegravir ZEJGORPKXHJSER-SQFISAMPSA-N S 21393174, 21078936
ranitidine HSKYAXOFSOYCML-LCYFTJDESA-N NS 11602674

reserpine QEVHRUUCFGRFIF-MDEJGZGSSA-N S 11602674




[(4¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
rhodamine 123 FCGVBHISQBBIQF-UHFFFAOYSA-N S 11602674

rifampicin FZYOVNIOYYPUPY-RIEJTTDMSA-N S 8633005

riluzole FTALBRSUTCGOEG-UHFFFAOYSA-N S 17635670

risperidone RAPZEAPATHNIPO-UHFFFAOYSA-N S 12438524, 16118767, 12031686
ritonavir NCDNCNXCDXHOMX-XGKFQTDJSA-N S 11602674, 11181899, 11242145
rivaroxaban KGFYHTZWPPHNLQ-AWEZNQCLSA-N S 21515813

roscovitine BTIHMVBBUGXLCJ-OAHLLOKOSA-N S 20699410

rosiglitazone YASAKCUCGLMORW-OAHLLOKOSA-N S 20350646, 19776663
rosuvastatin BPRHUIZQVSMCRT-VEUZHWNKSA-N S 21447733

roxindole HGEYJZMMUGWEQOT-UHFFFAOYSA-N NS 12438524

salinomycin KQXDHUJYNAXLNZ-XQSDOZFQSA-N S 18195061

saquinavir QWAXKHKRTORLEM-UGJKXSETSA-N S 11602674, 12438524, 9435299
scopolamine STECJAGHUSJQJN-FWXGHANASA-N NS 12438524

selegiline MEZLKOACVSPNER-GFCCVEGCSA-N NS 21321274

simvastatin RYMZZMVNJRMUDD-HGQWONQESA-N NS 11474784, 21447733

SN-38 FJHBVJOVLFPMQE-QFIPXVFZSA-N S 20583968

sorafenib MLDQJTXFUGDVEO-UHFFFAOYSA-N S 20103600, 21309545
sparfloxacin DZZWHBIBMUVIIW-DTORHVGOSA-N S 11102735

sufentanil GGCSSNBKKAUURC-UHFFFAOYSA-N NS 11964599

sulfamethoxazole JLKIGFTWXXRPMT-UHFFFAOYSA-N NS 21991360

sulfasalazine NCEXYHBECQHGNR-QZQOTICOSA-N NS 12438524, 19541926
sulpiride BGRJTUBHPOOWDU-NSHDSACASA-N NS 17962372




Gce

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
sumatriptan KQKPFRSPSRPDEB-UHFFFAOYSA-N NS 11602674, 12438524
sunitinib WINHZLLDWRZWRT-ATVHPVEESA-N S 21351087, 21309545
tacrine YLJREFDVOIBQDA-UHFFFAOYSA-N NS 12438524
talinolol MXFWWQICDIZSOA-KRWDZBQOSA-N S 11231102
tandutinib UXXQOJXBIDBUAC-UHFFFAOYSA-N S 20670210
teniposide NRUKOCRGYNPUPR-QBPJDGROSA-N S 12649196, 16686367
tenofovir SGOIRFVFHAKUTI-ZCFIWIBFSA-N NS 17005808, 19075072
tenoxicam LZNWYQJJBLGYLT-UHFFFAOYSA-N S 16686367
terfenadine GUGOEEXESWIERI-PMERELPUSA-N S 11602674, 12438524,
17180728, 10213372
thalidomide UEJJHQNACJXSKW-SECBINFHSA-N NS 16136308
thiopental IUJDSEJGGMCXSG-ZETCQYMHSA-N NS 17962372
topiramate KJADKKWYZYXHBB-XBWDGYHZSA-N S 19730994
topotecan UCFGDBYHRUNTLO-QHCPKHFHSA-N S 17975156, 19567673, 18654741
topovale UVXCXZBZPFCAAJ-UHFFFAOYSA-N NS 14679002
trabectedin BANJOPLRVCTHHC-MCWJFWOWSA-N S 16633714
travoprost MKPLKVHSHYCHOC-AHTXBMBWSA-N NS 20028257
travoprost acid WWSWYXNVCBLWNZ-QIZQQNKQSA-N NS 20028257
trazodone PHLBKPHSAVXXEF-UHFFFAOYSA-N NS 17962372
triamterene FNYLWPVRPXGIIP-UHFFFAOYSA-N NS 11602674
trimethoprim IEDVJHCEMCRBQM-UHFFFAOYSA-N S 11602674, 12438524
trimipramine ZSCDBOWYZJWBIY-MRXNPFEDSA-N NS 12438524




9¢¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
triprolidine CBEQULMOCCWAQT-WOJGMQOQSA-N NS 12584158

trospium OYYDSUSKLWTMMQ-NUNAXRQHSA-N S 19389858, 21392072
ulifloxacin SUXQDLLXIBLQHW-UHFFFAOYSA-N S 15618759

valproic acid NIJJYAXOARWZEE-UHFFFAOYSA-N NS 17043155, 20080116
verapamil SGTNSNPWRIOYBX-HHHXNRCGSA-N NS 11602674

vicriviroc CNPVJJQCETWNEU-CYFREDJKSA-N S 21393174
vinblastine JXLYSJRDGCGARV-XQKSVPLYSA-N S 11602674, 11181899, 7945455
vincristine OGWKCGZFUXNPDA-PVMMVQJQSA-N S 11602674

vindesine HHJUWIANJFBDHT-KOTLKJBCSA-N S 16686367
vinorelbine GBABOYUKABKIAF-YNWCSYGCSA-N S 11602674

warfarin PIVWKTKQMONHTI-OAHLLOKOSA-N NS 12438524
WAY-100635 SBPRIAGPYFYCRT-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
yohimbine BLGXFZZNTVWLAY-SCYLSFHTSA-N NS 11602674
zidovudine HBOMLICNUCNMMY-XLPZGREQSA-N S 19472342

zimeldine OYPPVKRFBIWMSX-SXGWCWSVSA-N NS 12438524
zolmitriptan ULSDMUVEXKOYBU-ZDUSSCGKSA-N S 12438524

zolpidem ZAFYATHCZYHLPB-UHFFFAOYSA-N NS 17962372




LeC

Tabela B.2: Set podataka koriséen u razvoju modela za predvidanje transporta posredovanog BCRP-om.

Jedinjenje InChlI kljué Klasa PMID referenci
2-fluoro-A-85380 GVOOYVOZPRROMP-ZETCQYMHSA-N NS 21321274
5-fluorouracil GHASVSINZRGABV-UHFFFAOYSA-N S 18820913

abacavir MCGSCOLBFJQGHM-SCZZXKLOSA-N S 17437964, 17202245
acyclovir MKUXAQIIEYXACX-UHFFFAOYSA-N S 21859328
albendazole HXHWSAZORRCQMX-UHFFFAOYSA-N NS 15703302
albendazole sulfoxide =~ VXTGHWHFYNYFFV-LJQANCHMSA-N S 15703302
amprenavir YMARZQAQMVYCKC-OEMFJLHTSA-N NS 15007102, 19491037
atazanavir AXRYRYVKAWYZBR-GASGPIRDSA-N NS 20551216, 17202245
atorvastatin XUKUURHRXDUEBC-KAYWLYCHSA-N S 21447733

axitinib RITAVMQDGBJQJZ-FMIVXFBMSA-N S 21282407
beclomethasone NBMKJKDGKREAPL-DVTGEIKXSA-N NS 15365089
befloxatone IALVDLPLCLFBCF-CHWSQXEVSA-N S 21321274

belotecan LNHWXBUNXOXMRL-VWLOTQADSA-N S 18654741
bimatoprost AQOKCDNYWBIDND-FTOWTWDKSA-N NS 20028257
bimatoprost acid YFHHIZGZVLHBQZ-IIVAHVFHSA-N NS 20028257
bisantrene NJSMWLQOCQIOPE-OCHFTUDZSA-N S 10806112
buprenorphine RMRJXGBAOAMLHD-IHFGGWKQSA-N NS 19887017
canertinib OMZCMEYTWSXEPZ-UHFFFAOYSA-N S 16686368
carbamazepine FFGPTBGBLSHEPO-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

cediranib XXJWYDDUDKYVKI-UHFFFAOYSA-N S 22323823
cerivastatin SEERZIQQUAZTOL-ANMDKAQQSA-N S 15901800




8¢¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
CGP 12177 UMQUQWCJKFOUGV-VIFPVBQESA-N NS 21321274
chlorothiazide JBMKAUGHUNFTOL-UHFFFAOYSA-N S 22123130
cimetidine AQIXAKUUQRKLND-UHFFFAOYSA-N S 15365089
ciprofloxacin MYSWGUAQZAJSOK-UHFFFAOYSA-N S 16434544, 21930826
clonazepam QKPRGUMFCHDCOK-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

clorgyline BTFHLQRNAMSNLC-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
cyclosporin A PMATZTZNYRCHOR-CGLBZJNRSA-N NS 17220244, 16404634, 17031644
cytarabine UHDGCWIWMRVCDJ-CCXZUQQUSA-N NS 14574327
danofloxacin QMLVECGLEOSESV-RYUDHWBXSA-N S 20950350

dasatinib ZBNZXTGUTAYRHI-UHFFFAOYSA-N S 19491323
daunorubicin STQGQHZAVUOBTE-VGBVRHCVSA-N S 16686368, 9861027
dexamethasone UREBDLICKHMUKA-CXSFZGCWSA-N NS 15365089
diclofenac DCOPUUMXTXDBNB-UHFFFAOYSA-N S 18845662

digoxin LTMHDMANZUZIPE-ALVQDVFTSA-N NS 15365089
diprenorphine OIJXLIIMXHRJJH-KNLIIKEYSA-N NS 21321274
dipyridamole IZEKFCXSFNUWAM-UHFFFAOYSA-N S 16247709
doxorubicin AOJJSUZBOXZQNB-TZSSRYMLSA-N S 18820913

DPA-714 FLZZFWBNYJNHMY-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
enrofloxacin SPFYMRJSYKOXGV-UHFFFAOYSA-N S 16846465
epirubicin AOJJSUZBOXZQNB-VTZDEGQISA-N S 16619483

erlotinib AAKJLRGGTJKAMG-UHFFFAOYSA-N S 21088257, 20963470, 18723475
estrone-3-sulfate JKKFKPJIXZFSSB-CBZIJGRNSA-N S 22359351




6¢¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
ethosuximide HAPOVYFOVVWLRS-ZETCQYMHSA-N NS 16529607

etoposide VJJPUSNTGOMMGY-LCBFZJDDSA-N S 21935580, 12649196
etravirine PYGWGZALEOIKDF-UHFFFAOYSA-N NS 21189339

fallypride OABRYNHZQBZDMG-INIZCTEOSA-N NS 21321274
fenbendazole HDDSHPAODJUKPD-UHFFFAOYSA-N NS 15703302
flavopiridol BIIVYFLTOXDAOV-YVEFUNNKSA-N S 19225039
flumazenil OFBIFZUFASYYRE-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
fluvastatin FIJLGEFLZQAZZCD-JUFISIKESA-N S 21447733

gefitinib XGALLCVXEZPNRQ-UHFFFAOYSA-N S 20421331

genistein TZBJGXHYKVUXJN-UHFFFAOYSA-N S 22359351
gimatecan UIVFUQKYVFCEKJ-OPTOVBNMSA-N S 18089724

glyburide ZNNLBTZKUZBEKO-UHFFFAOYSA-N S 16460798
grepafloxacin AIJTTZAVMXIJGM-JTQLQIEISA-N S 17639028

hoechst 33342 PRDFBSVERLRRMY-UHFFFAOYSA-N S 11781231, 11801536
hydroxy-bupropion NDPTTXIBLSWNSF-SKDRFNHKSA-N NS 20599802

imatinib KTUFNOKKBVMGRW-UHFFFAOYSA-N S 15251980, 18523872
indinavir CBVCZFGXHXORBI-PXQQMZJSSA-N NS 15007102
ixabepilone FABUFPQFXZVHFB-PVYNADRNSA-N NS 21262849
kaempferol IYRMWMYZSQPJKC-UHFFFAOYSA-N S 21139040
ketoconazole XMAYWYJOQHXEEK-OZXSUGGESA-N NS 17518356
lamotrigine PYZRQGJRPPTADH-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

lapatinib BCFGMOOMADDAQU-UHFFFAOYSA-N S 18216274




0€¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
latanoprost GGXICVAJURFBLW-CEYXHVGTSA-N NS 20028257
latanoprost acid HNPFPERDNWXAGS-NFVOFSAMSA-N NS 20028257

LBT-999 XZWRXMFAFBSAJC-BFKYMBCJSA-N NS 21321274
leflunomide VHOGYURTWQBHIL-UHFFFAOYSA-N S 18397960
levofloxacin GSDSWSVVBLHKDQ-JTQLQIEISA-N S 16434544
loperamide RDOIQAHITMMDAJ-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

lopinavir KJHKTHWMRKYKJE-SUGCFTRWSA-N NS 20551216, 17202245
lovastatin PCZOHLXUXFIOCF-BXMDZJJMSA-N NS 21447733
methotrexate FBOZXECLQNJBKD-ZDUSSCGKSA-N S 12208758, 12874005, 18820913
methylprednisolone VHRSUDSXCMQTMA-PJHHCJLFSA-N NS 15365089
mitomycin C NWIBSHFKIJFRCO-WUDYKRTCSA-N NS 18820913
mitoxantrone KKZJGLLVHKMTCM-UHFFFAOYSA-N S 19572416, 16686368, 18820913
N-desmethyl- ZMOPTLXEYOVARP-UHFFFAOYSA-N NS 20212014
loperamide

nilotinib HHZIURLSWUIHRB-UHFFFAOYSA-N S 19427995, 19785662
nitrofurantoin RRMUNAVQJLIUIA-YCRREMRBSA-N S 22004608
nizatidine MZDZEYRHRKDOOP-1ZZDOVSWSA-N NS 19319690
norbuprenorphine YOYLLRBMGQRFTN-IOMBULRVSA-N NS 19887017
norfloxacin OGJPXUAPXNRGGI-UHFFFAOYSA-N S 16434544
olmesartan VTRAEEWXHOVJFV-UHFFFAOYSA-N NS 17823233, 20222053
oseltamivir VSZGPKBBMSAYNT-RRFJBIMHSA-N NS 19721074, 18039806
oxfendazole BEZZFPOZAYTVHN-JOCHJYFZSA-N S 15703302




1€¢

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci

p-MPPF YJZYDPRMWYWYCG-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

paclitaxel RCINICONZNJXQF-MZXODVADSA-N NS 18820913, 22359351

PE2I YYCOWMQMXNLRHZ-DXWKFQSLSA-N NS 21321274

phenobarbital DDBREPKUVSBGFI-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

phenytoin CXOFVDLJLONNDW-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

PhIP UQVKZNNCIHJZLS-UHFFFAOYSA-N S 15365089

PIB ZQAQXZBSGZUUNL-UHFFFAOYSA-N NS 21321274

pirarubicin KMSKQZKKOZQFFG-HSUXVGOQSA-N S 18820913

pitavastatin VGYFMXBACGZSIL-MCBHFWOFSA-N S 15955871

PK11195 RAVIZVQZGXBOQO-CQSZACIVSA-N NS 21321274

pravastatin TUZYXOIXSAXUGO-PZAWKZKUSA-N S 15901800

prazosin [ENZQIKPVFGBNW-UHFFFAOYSA-N S 18523872, 21321274, 22355323
primidone DQMZLTXERSFNPB-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

puromycin RXWNCPJZOCPEPQ-ZSRCTWEPSA-N S 17638908

raclopride WAOQONBSWFLFPE-VIFPVBQESA-N NS 21321274

riluzole FTALBRSUTCGOEG-UHFFFAOYSA-N S 19146924

rosuvastatin BPRHUIZQVSMCRT-VEUZHWNKSA-N S 18617601, 16415124, 21447733
selegiline MEZLKOACVSPNER-GFCCVEGCSA-N NS 21321274

simvastatin RYMZZMVNJRMUDD-HGQWONQESA-N NS 21447733

SN-38 FJHBVJOVLFPMQE-QFIPXVFZSA-N S 16686368

sorafenib MLDQJTXFUGDVEO-UHFFFAOYSA-N S 20952483, 21309545, 20103600
sulfasalazine NCEXYHBECQHGNR-QZQOTICOSA-N S 19541926




¢EC

Jedinjenje InChlI kljuc Klasa PMID referenci
sunitinib WINHZLLDWRZWRT-ATVHPVEESA-N S 21309545
tandutinib UXXQOJXBIDBUAC-UHFFFAOYSA-N S 20670210
teniposide NRUKOCRGYNPUPR-QBPJDGROSA-N S 12649196
teriflunomide UTNUDOFZCWSZMS-YFHOEESVSA-N S 18397960
topotecan UCFGDBYHRUNTLO-QHCPKHFHSA-N S 17975156, 18523872,
16686368, 18654741

topovale UVXCXZBZPFCAAJ-UHFFFAOYSA-N NS 14679002
travoprost MKPLKVHSHYCHOC-AHTXBMBWSA-N NS 20028257
travoprost acid WWSWYXNVCBLWNZ-QIZQQNKQSA-N NS 20028257
triamcinolone GFNANZIMVAIWHM-OBYCQNJPSA-N NS 15365089
triprolidine CBEQULMOCCWAQT-WOJGMQOQSA-N NS 16686368
ulifloxacin SUXQDLLXIBLQHW-MRVPVSSYSA-N S 17639028

URB937 CMEQHOXCIGFZNJ-UHFFFAOYSA-N S 21767647

valproic acid NIJJYAXOARWZEE-UHFFFAOYSA-N NS 16529607

verapamil SGTNSNPWRIOYBX-HHHXNRCGSA-N NS 21321274, 22004608, 22200670
vinblastine JXLYSJRDGCGARV-XQKSVPLYSA-N NS 10806112
vincristine OGWKCGZFUXNPDA-PVMMVQJQSA-N NS 18820913

vindesine HHJUWIANJFBDHT-KOTLKJBCSA-N NS 18820913
WAY-100635 SBPRIAGPYFYCRT-UHFFFAOYSA-N NS 21321274
zidovudine HBOMLICNUCNMMY-XLPZGREQSA-N S 17437964




Tabela B.3: Deskriptori ukljuc¢eni u finalne modele za predvidanje transporta
posredovanog Pgp-om

Deskriptor Opis Domen
primenjivosti
ANN-24-3 model

BoxX 3D Najmanja dimenzija najmanjeg kvadra koji ograni- 0,0 — 9,08
¢ava molekulu u A

Propr2 3D Simulations Plus zaSti¢eni deskriptor 0,0671 — 0,598

QAvgPos Srednja vrednost formalno pozitivnog naelektrisanja 0,0 — 1,9859
svih jonizovanih oblika molekule

QAvgNeg Srednja vrednost formalno negativnog naelektrisanja 0,0 — 1,9902
svih jonizovanih oblika molekule

FZwitter Udeo cviterjona u svim formalno neutralnim mole- 0,0 — 1,00
kulskim vrstama

Pi FMi4 Cetvrta komponenta vektora autokorelacije pi 0,0 — 104,9
Fukui(-) indeksa

Pi_MinQ Najmanja vrednost pi Hiickel-ovih atomskih naelek- -0,589 — 0,0
trisanja

Pi AFMic Zbir apsolutnih vrednosti pi Fukui(-) indeksa C 0,0 — 18,1
atoma

Pi_ Q5 Peta komponenta vektora autokorelacije Hiickel-ovih  -0.3746 — 1.7038
pi atomskih naelektrisanja

EEM_XFh Najveci sigma Fukui indeks H atoma 0,23 -1,9

EEM MaxF Najvedi sigma Fukui indeks 1.49 - 7.74

EEM_NFnp Najmanji sigma Fukui indeks polarnih atoma 0,3 — 1,86

NPA Q2 Druga komponenta vektora autokorelacije procenje- -3,36 — 12,6
nih NPA atomskih naelektrisanja

NPA Q4 Cetvrta komponenta vektora autokorelacije proce- -7,38 — 8,58
njenih NPA atomskih naelektrisanja

M _ POL Broj aromati¢nih polarnih supstituenata (Moriguchi- 0,00 — 4,00
jev deskriptor)

T RDmtr Relativni topoloski dijametar 0,25 - 0,74

SaasC Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -C(a)a -3,1999 — 8,9322
grupa

H_ MultiN Prisustvo Multi-N grupe (Meylan-ov deskriptor) 0,0 - 1,00

Sulfide -S- Broj sulfidnih grupa 0,0 - 2,0

ArNitrog  =N- Broj aromati¢nih azota 0,0 - 4,0

Ester  C(=0)OC Broj estarskih funkcionalnih grupa 0,0 - 4,0

PriAmine - Broj primarnih amina 0,0 -3,0

NH2

Carbonyl C=0O Broj karbonila 0,0 - 3,0

Amide C(=0)N<Broj amidskih funkcionalnih grupa 0,0 - 11,0
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Deskriptor Opis Domen
primenjivosti
ANN-8-1 model

MlogP logP izra¢unat metodom po Moriguchi-ju -2,5 —-4,94

Propr2 3D Simulations Plus za$tiéeni deskriptor 0,0671 — 0,598

Dipole 3D Moment molekulskog dipola procenjen iz NPA atom-  5,24e-16 — 5,42
skih naelektrisanja

PEoEDIa_ 3D Broj farmakofora tipa I [393] (uklju¢ujuéi elektron 0,0 — 16,0
donore sa H atomima)

F_NLP Prosecan broj slobodnih elektronskih parova na N, 0,0001 — 1,0
O, S i P kod svih jonizovanih oblika, podeljen ukup-
nim brojem atom

F_HBP Prosecan broj protona koji mogu formirati H-veze u 0,0 — 0,5
svim jonizovanim oblicima, podeljen ukupnim bro-
jem atom

PolarizM Polarizabilnost u A® izratunata metodom po Miller- 10,53 — 130,88
u

N_FrRotB Broj rotabilnih veza 0,0 - 22,0

SVM model

BoxX 3D Najmanja dimenzija najmanjeg kvadra koji ograni- 0,0 — 9,08
¢ava molekulu u A

SolvEMt 3D DuZina vectora momenta energije solvatacije u A kcal ~ 2,84e-15 — 122,0

PEoEDIIb 3D

QAvgNeg

HBDnch

PHB

Pi_FMi5

Pi_MaxFMi
Pi_Q6

Pi MinQ

Pi FPI6
EEM XFh
EEM XFnp

EEM NFnp
EEM NFpl

mol !

Broj farmakofora tipa IT [393] (iskljutujuéi elektron
donore sa H atomima)

Srednja vrednost formalno negativnog naelektrisanja
svih jonizovanih oblika molekule

Zbir atomskih naelektrisanja H atoma vezanih za N
koji je donor H-veze

Deskriptor prostorne bliskosti donora i akceptora H-
veze

Peta komponenta vektora autokorelacije pi Fukui(-)
indeksa

Najveca vrednost pi Fukui(-) indeksa

Sesta komponenta vektora autokorelacije Hiickel-
ovih pi atomskih naelektrisanja

Najmanja vrednost pi Hiickel-ovih atomskih naelek-
trisanja

Sesta komponenta vektora autokorelacije pi Fu-
kui(+) indeksa

Najveéi sigma Fukui indeks H atoma

Najvedi sigma Fukui indeks nepolarnih atoma
Najmanji sigma Fukui indeks nepolarnih atoma

Najveéi sigma Fukui indeks polarnih atoma

0,0 - 26,0
0,0 - 1,9902
0,024
0,0 - 6,0
0,0 - 69,57
0,0 - 25,13

-0,4237 - 0,3414
-0,589 — 0,0

0,0 - 77,16
0,23~ 1,9

1,17 - 7,74

0,3 — 1,86
0,44 - 1,71
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Deskriptor Opis Domen
primenjivosti

EEM MaxF Najveéi sigma Fukui indeks 1.49 - 7.74

NPA Q4 Cetvrta komponenta vektora autokorelacije proce- -7,38 — 8,58
njenih NPA atomskih naelektrisanja

NPA MinQ Najmanje NPA atomsko naelektrisanje -1,08 — -0,56

T RDmtr Relativni topoloski dijametar 0,25 - 0,74

Blbn J Balabanov J indeks 0,81 — 4,27

H_ MultiN Prisustvo Multi-N grupe (Meylan-ov deskriptor) 0,0 — 1,00

SaasC Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -C(a)a -3,1999 — 8,9322
grupa

SaaaC Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -C(a)(a)a -0,9965 — 5,2542
grupa

SsCH3 Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -[CH3] 0,0 — 39,7804
grupa

SaasN Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -N(a)a 0,0 — 4,7884
grupa

ArNitrog =N- Broj aromati¢nih azota 0,0 - 4,0

Carbonyl C=0 Broj karbonila 0,0 - 3,0

Ester  C(=0)OC Broj estarskih funkcionalnih grupa 0,0 — 4,0

Amide C(=0)N<Broj amidskih funkcionalnih grupa 0,0 - 11,0
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Tabela B.4: Deskriptori ukljuc¢eni u finalne modele za predvidanje transporta
posredovanog BCRP-om

Deskriptor Opis Domen
primenjivosti
ANN-15-1 model

SM2xx 3D Najmanji glavni staticki moment drugog reda 0,0 - 0,204

NegASA 3D Povrsina dostupna rastvara¢u okupirana NPA parci- 11,1 — 359,0
jalno negativnim atomima

FUnion Udeo formalno neutralnih oblika u svim jonizovanim 0,0 — 1,0
oblicima pri datoj pH

Pi_MaxFPl Najvecéa vrednost pi Fukui(+) indeksa 1,64 — 7,39

Pi_MinQ Najmanja vrednost pi Hiickel-ovih atomskih naelek- -0,569 — -0,006
trisanja

Pi_ FMi3 Trec¢a komponenta vektora autokorelacije pi Fukui(-) 0,0 — 78,27
indeksa

NPA MinQ Najmanje NPA atomsko naelektrisanje -1.06 — -0.56

NPA Q4 Cetvrta komponenta vektora autokorelacije proce- -7,38 — 8,58
njenih NPA atomskih naelektrisanja

Blbn_J Balabanov J indeks 0,83 — 4,27

SssssC Atomski indeks elektrotopologkog stanja [CX4] -7,8769 — 0,0
grupa

SaaaC Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -C(a)(a)a -0,272 — 4,5936
grupa

SssCH2 Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -[CH2]- -2,0433 -
grupa 11,5061

SsF Atomski indeks elektrotopoloskog stanja -F grupa 0,0 — 40,8275

F_AFRBWF Prose¢na vrednost faktora ponderacije rotabilnih 0,0 — 0,38
veza

PriAmAro_- Broj primarnih aromati¢nih amina 0,0 -2,0

NH2

ANN-5-1 model

BoxX 3D Najmanja dimenzija najmanjeg kvadra koji ograni- 0,0 — 8,92
¢ava molekulu u A

PolASA 3D Povrsina dostupna rastvaracu okupirana NPA parci- 0,0 — 318,0
jalno pozitivnim atomima

PEoEDIa_3D Broj farmakofora tipa I [393] (ukljuc¢ujuéi elektron 0,0 — 13,0
donore sa H atomima)

DStokes_ 3D Stokes-Einstein-ov koeficijent difuzije (cm?/s -10°) 0,258 — 1,14

F_AromB Udeo aromati¢nih veza u ukupnom broju veza 0,0 - 0,84

SVM model
BoxX 3D Najmanja dimenzija najmanjeg kvadra koji ograni- 0,0 — 8,92

¢ava molekulu u A
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Deskriptor Opis Domen
primenjivosti

SM2zz 3D Najveéi glavni staticki moment drugog reda 0,469 - 0,964

PEoEDIa_3D Broj farmakofora tipa I [393] (uklju¢ujuci elektron 0,0 — 13,0
donore sa H atomima)

MinQ Najmanje PEOE atomsko naelektrisanje -0,77 —-0,27

Pi_AFMic Zbir apsolutnih vrednosti pi Fukui(-) indeksa C 0,01 — 18,1
atoma

Pi_FMi3 Trec¢a komponenta vektora autokorelacije pi Fukui(-) 0,0 — 78,27
indeksa

Pi_ AQn Zbir apsolutnih vrednosti Hiickel-ovih pi atomskih 0,0 — 2,899
naelektrisanja N atoma

EEM XFh Najveéi sigma Fukui indeks H atoma 0,23 — 1,86

EEM NFnp Najmanji sigma Fukui indeks nepolarnih atoma 0,23 - 1,7

T RDmtr Relativni topoloski dijametar 0,25 - 0,71

F_AromB Udeo aromati¢nih veza u ukupnom broju veza 0,0 - 0,84

F _AFRBWF Prosetna vrednost faktora ponderacije rotabilnih 0,0 — 0,38

veza
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Tabela B.5: Rezultati eksterne validacije modela uz koriséenje dve alternativne
definicije domena primenjivosti.

Metod najblizih suseda®

Pgp modeli

ANN-24-3 ANN-8-1 SVM
Broj NS® DeosetauDP® Se Sp Ac Se Sp Ac Se Sp Ac
0 100% 0.78 0.63 70% 0.89 0.47 67% 0.80 0.59 69%
1 14% 0.93 030 79% 0.98 0.30 82% 0.96 0.33 81%
2 11% 0.95 0.26 80% 1.00 0.16 83% 0.96 0.21 80%
3 10% 094 026 79% 1.00 0.16 81% 095 0.21 79%

BCRP modeli

ANN-15-1 ANN-5-1 SVM
0 100% 0.68 0.84 73% 0.73 0.78 74% 0.62 0.78 68%
1 23% 0.89 0.75 87% 0.95 0.75 91% 0.83 0.75 82%
2 13% 091 050 84% 091 0.50 84% 0.90 0.50 83%
3 11% 1.00 0.50 90% 1.00 0.50 90% 1.00 0.50 90%

Metod udaljenosti?
Pgp modeli

ANN-24-3 ANN-8-1 SVM
Udaljenost® DeosetauDP Se Sp Ac Se Sp Ac Se Sp Ac
maz 98% 0.77 0.63 69% 0.89 0.47 66% 0.79 0.59 68%
3 94% 0.76 0.63 69% 0.88 0.48 66% 0.78 0.60 68%
21 84% 0.73 0.64 68% 0.86 0.49 64% 0.73 0.61 66%

BCRP modeli

ANN-15-1 ANN-5-1 SVM
maz 99% 0.64 082 71% 0.78 0.79 78% 0.68 0.79 T72%
31 99% 0.64 082 71% 0.78 0.79 78% 0.68 0.79 T72%
24 94% 0.64 080 70% 0.78 0.76 77% 0.68 0.76 T1%

@ KoriScen je pristup sli¢an metodi opisanoj u referenci [401]. Molekulska sli¢nost izmedu jedinjenja
seta za validaciju i jedinjenja koriséenih u uspostavljanju modela procenjivana je pomoéu Daylight
molekulskih otisaka prstiju, kroz njihovu implementaciju u RDKit-u. Jedinjenja ¢ija je Tanimoto
slicnost bila > 0,7 smatrana su najblizim susedima.

® Minimalan broj najblizih suseda (NS) u setu koriSéenom za uspostavljanje modela, neophodan
da bi se smatralo da je jedinjenje u domenu primenjivosti modela.

¢ Procenat seta za validaciju koji je u domenu primenjivosti (DP) modela.

4 Metod Euklidske udaljenosti, opisan u referenci [402]. U izrac¢unavanju udaljenosti koris¢ene su
vrednosti svih glavnih komponenti ChemGPS-NP sistema [361]. Na osnovu izra¢unatih udaljenosti,
definisana je maksimalna (max) i prosecna (u) udaljenost izmedu jedinjenja u setu za uspostavljanje
modela. Ukoliko je udaljenost jedinjenja iz seta za validacija od najblizeg jedinjenja iz seta za
uspostavljanje modela bila veéa od definisane odse¢ne vrednosti, smatrano je da takvo jedinjenje
nije u domenu primenjivosti modela.

¢ Razli¢ite odsecne vrednosti koris¢éene u definisanu domena primenjivosti, pri ¢emu je znacenje

mazx i pu opisano u prethodnoj fusnoti.
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Prilog C

Karakteristike funkcija procene

koris¢enih u de novo dizajnu
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Kombinovana Align-it/Shape-it sli¢nost

Slika C.1: Verovatnoca identifikovanja podjednako aktivnog jedinjenja pri datom
nivou njegove sli¢nosti sa referentnom strukturom poznate aktivnosti. Sli¢nost se od-
nosi na kombinovani rezultat farmakoforne (Align-it) i podudarnosti oblika (Shape-
it), procenjene kao Tversky sli¢nost (detaljnije opisano u odeljku 3.1.8). Kriva je
uspostavljena probabilistickim pristupom opisanom u Swann et al. (2011) J. Med.
Chem. 54(5): 1223-1232, koriS¢enjem seta iz navedene publikacije.
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Subjektivna procena
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Slika C.2: Korelacija izmedu izrac¢unate SMCM vrednosti i subjektivne ocene or-
ganskih hemicara o sintetskoj slozenosti 1731 jedinjenja (R = 0, 74).
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBYy

[MoTnucaHu-a Mapko KanuHuh
Bpoj nHaekca 1/2011
UsjaBrbyjem

[a je foKTOopCKa AucepTaLmja nog HacroBoM

Cumynauuje MonekynapHe AMHaMUKe U payyHapCcKo Au3ajHupaH-e MHXuburtopa
npoTeuH NU3nH MeTunTpaHcdgepase EZH2

e  pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKUBAYKOr paaa,

e [la NMPEeanoXeHa aucepraumja y LEMUHU HX Yy AenoBruMa Huje una npeanoxeHa
3a pobvjare BWUMO Koje AUMNoOME MNpemMa CTyAWjCKAM nporpamumMa Apyrux
BUCOKOLLKOJICKUX YCTaHOBa,

e [la Cy pesynTaTil KOPEKTHO HAaBEAEHN 1

e [a HUCaAM KpLUMO/Ma ayTopcka MnpaBa U KOPWUCTWO WHTEMEKTyarHy CBOjVHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokropaHaa

Whpe a0

Y beorpagay, 7 o 9-0\6'




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vime n npesnme aytopa Mapko KanuHuh
Bpoj nHaekca 1/2011

CTyomjckm nporpaM  LOKTOPCKe akafgemcke cryavie dapmaueyTCKMX Hayka — MOAYI
(hapmaLleyTcka xemuja

Hacrnos paga Cumynauuje MoJSIeKYyapHe OUHaMUKe " payyHapcKo
OMn3ajH1paHe MHXMBMToPa NPOTEUH NN3NH MeTUNTPaHchepase EZH2

MeHTOp op cu. Cnasuua Epuh, BaHpenHu npodecop

MoTnucaHwn/a Mapko KanuHuh

VsjaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepsvja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA ENIEKTPOHCKO)]
Bepauju Kojy cam npejao/ma 3a objasrbuBare Ha noprany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[lo3BorbaBam Aa ce objaBe MojU NWYHM nojauy BesaHu 3a Aobuvjarbe akagemckor
3Batba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Npes3nume, roanHa u MecTo pohewa 1 AaTym

oabpane paga.

OBM nWYHM nogaunm Mory ce o06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurutanHe
BubnmoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory vy nybnvkauujama YHusepsuterta y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Woge Fosa

Y Beorpagy, 7 3 20&3




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky Oubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y durutanHu
penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

Cumynauuje monekynapHe AMHaMuUKe M pavyyHapcKo Au3ajHupaHe MHXubuTopa
NPOTEUH NIU3UH MeTuUnTpaHcgepase EZH2

KOja je Moje ayTOpCKO Aeno.

[dncepTtauujy ca CBMM Mpurio3vma npegao/na cam y efieKTpoHCKoM doopmaTy norogHoM
3a TPajHO apxuBUpar-E.

Mojy nokTtopcky ancepraumjy noxpareHy y urutanHu penosutopujym YHusepauteTa y
Beorpany mory fa kopucte CBW Koju MOLUTYjy oApende cagpxaHe y ogabpaHom Tumy
nmueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTtopcTBo - HeKomepquanHo
3. AyTOpCTBO — HEKoMepLmjanHo — be3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLWjarHo — AeNUTU NoA UCTUM YCrioBMMma
5. AytopcTtBo — 0es npepage
@AyTOpCTBO — OenuTv nog NCTUM ycrosmma

(Monumo Oa 3aoKpyxuTe caMoO jefHy Of LWecT MOHYyNeHUX NuUeHUM, Kpatak onuc
nuueHuM aat je Ha nonefuHn aucTa).

lMoTnuc gokropaHaa

VI 7N

Y beorpaay, 7 3 . 2—® k‘D
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