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Simulacije molekulske dinamike, dizajn, sinteza i in vitro ispitivanje inhibitora epigenetskih
proteina kao potencijalnih antineoplastika

SAZETAK

Medu epigenetskim ciljnim mestima lekova, sirtuin 2 (SIRT2) i WD-ponavljaju¢i domen 5 protein
(WDRY) se isti¢u kao dva proteina sa velikim potencijalom za razvoj novih grupa antineoplastika.
Uprkos c¢injenici da su inhibitori ova dva proteina pokazali odli¢ne rezultate u pretklinickim
istrazivanjima, nijedan od predstavnika jo$§ uvek nije uSao u fazu klinickih ispitivanja. Razvojem
novih protokola za racunarsko dizajniranje lekova kroz implementaciju informacija iz velikih baza
podataka i/ili molekulskih simulacija, kao i njihovom ekperimentalnom validacijom primenom
organskih sinteza i in vitro bioloskih ispitivanja, istrazivanja sprovedena u okviru ove teze imala su
za cilj da postave osnovu za budu¢i razvoj novih hemijskih grupa inhibitora navedenih epigenetskih
proteina kao potencijalnih novih antineoplastika.

U prvoj fazi istrazivanja, razvijen je protokol za poboljSano uzorkovanje dinamike vezivnog mesta
SIRT?2 koji se oslanja na kombinaciju simulacija molekulske dinamike i metadinamickih simulacija.
Primenom razvijenog protokola simulacija, otkriveno je postojanje skrivenog dzepa unutar
vezivnog mesta SIRT2. Implementacijom konformacionih stanja sa novootkrivenim skrivenim
dzepom u protokol virtuelnog skrininga, iz do sada neistrazenih delova hemijskog prostora
inhibitora izdvojena su dva nova potentna i selektivna SIRT2 inhibitora ND18 (ICso = 58,7 uM) i
ND85 (ICso = 85,9 uM). Daljim ispitivanjem antitumorskog potencijala Ait jedinjenja NDI18 na
¢elijskoj liniji adenokarcinoma dojke MDA-MB-231, ND18 je okarakterisano kao necitotoksi¢no
jedinjenje koji indukuje zaustavljanje ¢elija u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa i povecava ekspresiju E-
kadherina.

U drugoj fazi istrazivanja, uspostavljeni su kvantitativni modeli odnosa strukture i aktivnosti,
odnosno selektivnost (SIRT1/3) SIRT2 inhibitora. Modeli su trenirani na velikom setu podataka od
ukupno 1797 jedinjenja, primenom pet vodec¢ih algoritama masSinskog ucenja 1 Cetiri razliCita
molekulska prikaza. Najbolji modeli su upotrebljeni za kreiranje in silico platforme za dizajn novih
SIRT2 inhibitora, nazvane SIRT2i Predictor. U okviru platforme, kreiran je graficki korisnicki
interfejs uz pomo¢ koga je moguce efikasno izvesti virtuelni skrining i detaljno ispitati odnose
stukture 1 aktivnosti, odnosno selektivnost nepoznatih jedinjenja. SIRT2i Predictor je dostupan
putem linka: https://github.com/echonemanja/SIRT2i_Predictor.

U trec¢oj fazi istrazivanja, izveden je dizajn i sinteza 12 novih SIRT2 inhibitora. Proces dizajna se
oslanjao na hipotezu o protein-ligand interakciji /ead strukture ND18, kao i na predvidanja
SIRT2i Predictor-a. Sest sintetisanih jedinjenja je pri koncentraciji od 100 uM pokazalo selektivnu
inhibitornu aktivnost ve¢u od 50% S§to ih ¢ini obecavaju¢im molekulima za dalja istrazivanja. Medu
sintetisanim jedinjenjima se posebno isti¢e klasa aril-1,2,3-triazola kao potpuno nove hemijske
grupe SIRT?2 inhibitora.

U cetvrtoj fazi istrazivanja izvedena je detaljna karakterizacija protein-ligand interakcije potpuno
nove grupe fotoreaktivnih peptidomimetskih inhibitora WDRS. ProraCunima slobodne energije
vezivanja postavljen je protokol za dizajn novih predstavnika, dok je metadinamickim simulacijama
detaljno ispitan proces fotoizomerizacije. Dodatno, simulacijama je otkriven do sada nepoznati put
alosterne komunikacije unutar WDRS koji moZze posluziti kao osnova daljeg dizajna efikasnijih
inhibitora.



U petoj fazi istrazivanja, oslanjaju¢i se na podatake o osetljivosti ¢elijskih linija adenokarcinoma
pankreasa na hemijske probe/lekove, razvijen je bioinformaticki protokol za predvidanje
sinergistickih kombinacija inhibitora histon-deacetilaza (ukljucujuci sirtuine) i ostalih bioaktivnih
molekula. Kroz eksperimentalnu validaciju protokola, unutar sfingolipidnog signalnog puta i
povezanih efektorskih puteva, izdvojena su nova ciljna mesta za razvoj novih klasa dualnih
inhibitora histon-deacetilaza kao potencijalno efikasnijih terapeutika.

Kljuéne reci: sirtuin 2, WDRS, racionalni dizajn lekova, masinsko uc¢enje, molekulska dinamika,
metadinamika, virtuelni skrinig, antineoplastici, QSAR, bioinformatika

Naucna oblast: Farmacija

UzZa naucna oblast: Farmaceutsko-medicinska hemija i strukturna analiza



Molecular dynamics simulations, design, synthesis and in vitro evaluation of inhibitors of
epigenetic proteins as potential antineoplastic drugs

ABSTRACT

Among the epigenetic drug targets, sirtuin 2 (SIRT2) and WD repeat-containing protein 5 (WDRS)
stand out as two protein targets with a great potential for the development of novel antineoplastic
drugs. Despite the excellent results in preclinical studies, none of the SIRT2 or WDRS inhibitors
have entered clinical trials. By developing new protocols for computer-aided drug design based on
information from large databases and/or molecular simulations, the research conducted within this
thesis aimed to establish the foundation for future development of new chemical classes of SIRT2
or WDRS5 inhibitors proteins as novel antineoplastic drugs.

In the first phase of the research, a protocol for enhanced sampling of the binding pocket dynamics
of SIRT2 relying on metadynamics simulations was developed. By applying the developed
protocol, the existence of a cryptic pocket within the SIRT2 binding site was discovered. By
incorporating conformational states with the newly discovered cryptic pocket into the virtual
screening protocol, two new potent and selective SIRT2 inhibitors, ND18 (IC50 = 58.7 uM) and
ND85 (IC50 = 85.9 uM), were discovered from unexplored regions of the chemical space of
inhibitors. Further investigation of the anticancer potential of the lead compound ND18 on the
breast tumor cell line MDA-MB-231 revealed that ND18, at a concentration of 20 uM, is a non-
cytotoxic compound that significantly induces cell cycle arrest at the G2/M phase and increases the
expression of E-cadherin.

In the second phase of the research, quantitative structure-activity relationship (QSAR) models
were established to assess the potency, as well as selectivity (SIRT1/3) of novel SIRT2 inhibitors.
The models were trained on a large dataset of 1797 compounds using five machine learning
algorithms and four different molecular representations. The best-performing models were utilized
to create an in silico platform for designing new SIRT2 inhibitors, named SIRT2i Predictor.
Developed graphical user interface enable performing virtual screening campaigns and detailed
investigation of structure-activity and selectivity relationships of unknown compounds.
SIRT2i_Predictor is available at: https://github.com/echonemanja/SIRT2i_Predictor.

In the third phase of the research, the design and synthesis of 12 new SIRT2 inhibitors were
performed. The design process relied on the hypothesis of protein-ligand interaction of ND18, as
well as the predictions from SIRT2i Predictor. Six of the synthesized compounds exhibited
selective inhibitory activity greater than 50% at a concentration of 100 uM, making them promising
molecules for further studies. Among the synthesized compounds, the aryl-1,2,3-triazole derivatives
stood out as a completely new group of SIRT2 inhibitors.

In the fourth phase of the research, a detailed characterization of the protein-ligand interaction of a
completely new group of light-controlled peptidomimetic inhibitors of WDRS was performed. The
protocol for designing new representatives was established based on binding free energy
calculations, while details of photoisomerization were investigated through metadynamics
simulations. Simulations revealed a previously unknown pathway of allosteric communication
within WDRS5, which can serve as a basis for designing more effective inhibitors.

In the fifth phase of the research, relying on data on the sensitivity of pancreatic tumor cell lines to
bioactive compounds, a bioinformatics protocol for prediction of synergistic combinations of
histone deacetylase inhibitors (including sirtuins) and other bioactive compounds was developed.



Through experimental validation of the protocol, novel targets within the sphingolipid signaling
pathway and associated effector pathways, were identified as promising targets for the development
of new classes of dual histone deacetylase inhibitors.

Key words: sirtuin 2, WDRS, rational drug design, machine learning, molecular dynamics,
metadynamics, virtual screening, antineoplastic, QSAR, bioinformatics

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structural analysis



Spisak skracenica

Al

Cv
DCM
DIPEA
DNN
ECFP
EDCI
EF
HOBt
KNN
LBVS
MACCS
MCC
MD
MetaD
ML
MLL
MM
NMR
PPI

PRS

QM
QSAR

RF

RMSD
RMSF
ROC
ROC_AUC
SBVS
SIRT?2
SVM
TNBC

VS

WBM

WDRS
XGBoost

Vestacka inteligencija

Kolektivna varijabla

Dihlormetan

N,N-Diizopropiletilamin

Duboke neuronske mreze

eng. Extended Connectivity Fingerprint — ECFP, vrsta fingerprinta
N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilkarbodiimid hidrohlorid
Faktor obogacenja

1-Hidroksibenzotriazol hidrat

Algoritam k-najblizih suseda

Virtuelni skrining zasnovan na poznavanju strukture liganda
eng. Molecular ACCess System — MACCS, vrsta fingerprinta
Matthews-ov korelacioni koeficijent

Molekulska dinamika

Dobro temperirana metadinamika

Masinsko ucenje

eng. Mixed lineage leukemia protein — MLL

Molekulska mehanika

Nuklearna magnetna rezonanca

Protein-protein interakcija

Analiza skeniranja perturbacionog odgovora (eng. Perturbation response scanning
—PRS

Kvantna mehanika

Kvantitativni odnos strukture 1 aktivnosti

Algoritam slucajnih Suma

Koren srednjeg kvadratnog odstupanja atomskih pozicija
Koren srednje kvadratne fluktuacije atomskih pozicija
eng. Receiver Operating Characteristics — ROC

Povrsina ispod ROC krive

Virtuelni skrining zasnovan na poznavanju 3D-strukture ciljnog mesta
Sirtuin 2

Algoritam potpornih vektora

Trostruko negativni adenokarcinom dojke

Virtuelni skrining

WDRS5-vezujuéi motiv, oznaka vezivnog mesta na WDRS
WD-ponavljaju¢i domen 5 protein

eng. eXtreme Gradient Boosting — XGBoost, implementacija algoritma gradijentnog
pojacanja



4.

Sadrzaj

VOO ettt ettt h e bt et e a e b et e h e bt et e h e e bt et e bt e bt et e eatenbe et eanen 1
1.1. Konformaciona dinamika i molekulsko prepoznavanje...........cccceccveeevvieniiieeiieeeie e, 2
1.2. Racunarske metode u studijama konformacione dinamike proteina...........c.cceceevuereenennnene 3

1.2.1.  Molekulska dinamika..........cccoeviiiiiniiiiiniiiieeeeeee e 3

1.2.2.  Molekulsko-mehanicka polja Sile ..........cccieriiiiiiiiiiiieiecieee e 5

1.2.3.  Uzorkovanje retkih dogadaja simulacijama............ccceeeuierieiiienieniieiecie e 7

1.2.4. MetadiNAmIKa........coouiiiiiiiiii ettt 8
1.3. Racionalni dizajn lekova primenom racunarskih metoda ............cccceeevevieiriiiieniieeinieeeeeeee, 9

1.3.1.  Dizajn lekova baziran na poznavanju 3D-strukture ciljnog mesta ..........c.ccccevveeeuvennnee 10

1.3.2.  Dizajn lekova baziran na poznavanju strukture liganda ............cccceeeeviieeieeenceeenieens 18

1.3.3.  Algoritmi maSinskog ucenja u otkricu 1eKova ..........ceeeiiriieiiiiiicieceecee e 21
1.4. Epigenetska ciljna mesta u malignim tUmorima ........c..ceceeuerienieriienienenieneeieeee e 25

LA 1. SIRTZ ettt ettt st b et e b e bttt st e bt et eaee e 28

L4220 WDRS ettt ettt ettt ettt nas 31
1.5. Primena bioinformatickih analiza u otrkricu lekova ..........ccccoooiiiiiiiiniiee 34

CAlJEVI ISITAZIVANTA ...tveeevieeeiiieeeiieeeiteeeieeeetteesteeesbeeessseeessseessseessseeansaeeasseeeasseeensseeessseeesseennsees 36

Materijali 1 MELOAE. ......ccueieiiiiiieiiieee ettt ettt e st e et e e s seeeateesabeenbeessseenseens 38
3.1.  Racionalni dizajn SIRT2 inhibitOra......c.ccoieiiiiniiieiieiieeieeiee ettt 39

3.1.1.  Generisanje parametara Polja Sile .........ccceeviiiriiiiiiiiiiiciee e 39

3.1.2.  Klasi¢ne MD SIMUIACIIE......ccuviiuieriieeiieriie ettt ettt et etee et e teesiaeebeeseaesbeenaee e 40

3.1.3. MetadinamiCka SIMULACIJA ......cccuievuiiiiieiie ettt ettt ebe e 41

B L4 BV Sttt ettt ettt eanes 41

3.1.5.  Gradenje i validacija in silico LBVS platforme za otkri¢e novih SIRT2 inhibitora....43

3.1.6.  Sinteze novih selektivnih SIRT2 inhibitora...........cccooiiiiiiiiiiiiieeeee 46

3.1.7. BioloSKa tEStITAN]A....ccuuiieieiieeiiieeiiee et eeteeeetee et e et e et e e e tae e et eestaeesnbaeesnaeeenbeeennes 50
3.2.  Molekulsko modelovanje grupe fotoreaktivnih WDRS inhibitora...........ccccceevveeevieennennee. 52

3.2.1. Modelovanje protein-ligand interakcije linearnih fotoreaktivnih peptidomimetskih

INHIDILOTA WDIRS ..ottt ettt 52

3.2.2.  Modelovanje protein-ligand interakcije ciklicnog fotoreaktivnog peptidomimetskog

INHIDILOTA WDIRS ..ottt et ettt 54
3.3. Bioinformatic¢ka analiza novih ciljnih mesta za razvoj dualnih inhibitora histon-deacetilaza

............................................................................................................................................. 54

3.3.1.  Eksperimentalna validacija sinergizama na MIA Paca-2 i Panc-1 ¢elijskim linijjama 55

ReEZUItat] 1 AISKUSTIA. .. .eeiuiieiieiiieeiieeie ettt ettt ettt sae e e e e seeebeesaaeenseessnesaseens 56

4.1. Ispitivanje konformacione dinamike SIRT2 i razvoj protokola za SBDD dizajn novih
STIRT2 INRIDTEOTA. ...ttt ettt et sb ettt sbe e bt et esbeenbeeanenbeens 57



4.1.1.  Optimizacije molekulsko-mehanickih parametara polja sile SIRT2 liganada............. 57

4.1.2. Ispitivanje konformacione dinamike SIRT2 primenom klasi¢ne MD simulacije........ 62
4.1.3.  Validacija alternativnih konformacionih stanja primenom retrospektivnog virtuelnog
SKITINIIIZA ..eivviieeiiee ettt et e et e et e e e tbeeeebeeessaeeessaeeessaeeensaeessseeeassaeessseeensseeensseennnns 65
4.1.4. Razvoj protokola za poboljSano uzorkovanje konformacionih stanja SIRT2 primenom
metadinamiCkih STIMUIACIJA .......c.veiiiiiiiiiie e e e e e 67
4.1.5. Implementacija alternativnih konformacionih stanja SIRT2 sa novootkrivenim
skrivenim dzepom u protokol SBVS ... s 70
4.1.6.  Eksperimentalna validacija multistrukturalnog SBVS modela kroz ispitivanje
neistrazenih delova hemijsKog ProStOra...........eeecuiieiciiieiiiieeiieeeie et e e en 72
4.1.7.  Ipitivanje antitumorskog potencijala 4it jedinjenja ND18........ccccooviiviniiniininiinnenne. 74
4.2. Razvoj in silico LBVS platforme za otkri¢e novih SIRT?2 inhibitora.......c..cccceevverienennnne. 75
4.2.1.  Opis seta podataka upotrebljenog za modelovanje odnosa strukture i aktivnosti SIRT2
TIRIDIEOTA ..ttt h ettt sb e bt et s bt et et sae et et eaeenaes 75
4.2.2.  Razvoj i validacija modela masinskog u€enja ...........ccecveriienieniienienieeie e 77
4.2.3. Definisanje okvira SIRT2i Predictor platforme za otkri¢e novih SIRT2 inhibitora...85
4.2.4. Studija poredenja modela............cccuiiiiiiiiiiiiiiiie e 87
4.3.  Sinteze novih SIRT2 inhibitora na osnovu strukture NDI8..........ccccooiiiiiiiiiniiiiiiiienen, 89
4.4. Molekulsko modelovanje protein-ligand interakcije fotoreaktivnih peptidomimetskih
INHIDILOTa WDIRS ...ttt ettt ettt et e et e b e eatens 94
4.4.1. Molekulsko modelovanje protein-ligand interakcije linearnih peptidomimetskih
INhIbItora WDRS ...ttt et ettt 94
4.4.2. Molekulsko modelovanje protein-ligand interakcije cikli¢nog peptidomimetskog
INhIbItora WDRS ...ttt st 98
4.5. Bioinformaticka analiza novih ciljnih mesta za razvoj dualnih inhibitora histon-deacetilaza
kao potencijalnih terapeutika u tretmanu adenokarcinoma pankreasa...........c.ccceeevvveerveeenneeennee. 108
ZAKIJUCAK ...ttt ettt et ettt e b e et st e e ae e et e e aeeenbeenneeenbeenes 114
LIEETATUTA. ...ttt ettt e b e et e bt e et e bt e st e e bt e eab e e bt e sabeenbeeenbeeeee 118
PLILOZI ettt b e et b et sttt eaees 143
Prilog 7.1. RMSF analiza trajektorija iz SIRT2 MD simulacija. ........cccceeecveevienieeniienieeiieeee, 144
Prilog 7.2. Alternativni vezivni modovi liganada (centroidi trajektorija) dobijeni nakon klasi¢nih
MD simulacija STIRT2 SISTEMA. ......cceeeiuieriieeiieeieeiterieeiteete et e steetteseaeebeesebeeseessbeeseesnseeseanns 145
Prilog 7.3. Rezultati BC analize dobijeni analizom MD simulaicija SIRT2........cccccccevvievinnnnen. 146
Prilog 7.4. Prikaz konvergencije metadinamickih simulacija SIRT2 sistema. ......c..ccccevueennennee. 149
Prilog 7.5. Supstance testirane nakon prospektivnog SBVS.........cccoooiiiiiiiniiieee e, 151
Prilog 7.6. Poredenje razliCitih SBVS modela. ..........ccovieeiiiiiiieeececeeeee e 152
Prilog 7.7. Optimizacija hiperparametara modela masinskog ucenja. ..........ccccceeeecveerrveenneennee. 152
Prilog 7.8. Rezultati interne i eksterne validacije modela maSinskog ucenja. ........ccccccvveeenveenneee. 155

Prilog 7.9. Rezultati eksperimentalne validacije SIRT2i Predictor-a. ...........ccccocevveevercvenennnenn 164



Prilog 7.10. NMR (*H i "*C) spektri prekurzora i finalnih jedinjenja. ..............coooeeevveeeereereeenen.. 166

Prilog 7.11. Modelovane strukture kompleksa WDRS sa lineranim fotoreaktivnim
PEPHLAOMIMELICIITIAL ....veeevieiieeiiieeiie et e eite et et e et e etteeteeesbeebeeeabeeseeesbeenseassseensaesnsaenseesnseeseesnsaans 182

Prilog 7.12. Rezultai analize dinamickih mreZa interakcija rezidua WDRS..........ccccoooiniiinens 185



1.Uvod



1.1. Konformaciona dinamika i molekulsko prepoznavanje

Slavni fizicar Ricard Fajnman je jo$s 1963. godine izjavio da se sve §to ziva bica ¢ine moze objasniti
kroz pokrete atoma. Od ove ¢uvene izjave pa do danas, izucavanje dinamike pokreta atoma unutar
biomakromolekula (u daljem tekstu — konformaciona dinamika) postalo je jedan od osnovnih
stubova savremenih biomedicinskih istrazivanja. Pocevsi od termalnih fluktuacija gradivnih
jedinica biomakromolekula pa sve do vecih konformacionih promena unutar njihovih strukturnih
celina, pokreti unutar biomakromolekula predstavljaju osnovu njihove funkecije'~.

Konformacione dinamika biomakromolekula predstavlja sastavni deo procesa molekulskog
prepoznavanja koji se nalazi u osnovi funkcionisanja bioloskih sistema. Termin molekulsko
prepoznavanje se odnosi na specificno prepoznavanje i vezivanje dva ili viSe molekula putem
nekovalentnih interakcija. Najces¢i tipovi nekovalentnih interakcija koji su ukljuceni u molekulsko
prepoznavanje su elektrostaticke interakcije, vodonicne veze, pi-pi i van der Waals-ove interakcije.
Protein-ligand, protein-protein i protein-DNK interakcije su primeri molekulskog prepoznavanja u
bioloSkim sistemima. Ove interakcije su od sustinskog znaCaja za mnoge Ccelijske procese,
ukljucujuéi prenos signala, regulaciju ekspresije gena, enzimsku katalizu itd. Specifi¢nost i trajanje
ovih interakcija su dva glavna aspekta molekulskog prepoznavanja koja su kljuna za bioloSku
funkciju® .

Specifi¢nost molekulskog prepoznavanja proizlazi iz komplementarnosti interaktivnih povrSina
molekula. Pri protein-ligand interakcijama, ligand se vezuje za specifi¢no vezno mesto na proteinu
komplementarnog oblika i hemijskog okruZenjea. Specificnost interakcije takode je definisana
jatinom i rasporedom nekovalentnih veza koje se formiraju izmedu dva interakciona partnera™®.
Razumevanje principa molekulskog prepoznavanja, posebno fizickih sila koje upravljaju afinitetom
1 specificnoscu, je od velikog znacaja u biomedicinskim istrazivanjima i otkri¢u lekova. Izu¢avanje
konformacione dinamike klju¢nih aktera molekulskog prepoznavanja predstavlja jedan od osnovnih
aspekata savremenog racionalnog dizajna lekova. Da bi se razumela konformaciona dinamika
biomolekula, razvijene su razliite eksperimentalne i racunarske tehnike. Kristalografija X-zraka i
nuklearna magnetno-rezonantna (NMR) spektroskopija mogu se koristiti za odredivanje
trodimenzionalne strukture biomolekula u razli¢itim konformacijama, dok se fluorescentno-
rezonantni energetski transfer (FRET) 1 druge spektroskopske tehnike mogu koristiti za pracenje
promena u medumolekulskoj udaljenosti i orijentaciji’”®. Kristalografija X-zracima danas
predstavlja jednu od najceSce koriS¢enih eksperimentalnih metoda za izuCavanje strukture
biomakromolekula na atomskoj rezoluciji. Ipak, ovom metodom se dobijaju informacije o vrlo
ograni¢enom setu konformacionih stanja koji se mogu zate¢i unutar kristala Sto najces¢e ne
odrazava u potpunosti konformaciono ponasanje u rastvoru’ .

U idealnom slucaju, metoda za pracenje konformacione dinamike treba da omoguci pracenje
molekula, uz punu atomsku rezoluciju na vremenskoj skali od najmanje jedne mikrosekunde. Jedino
metode radunarskih simulacija ispunjavaju sve navedene uslove’. Uprkos ogranienjima ovih
metoda proisteklim iz odredenih aproksimacija uvedenih u racunarske proracune, metode
raCunarskih simulacija su uznapredovale do nivoa na kom se smatraju komplementarnim
eksperimentalnim metodama zbog &ega se Gesto oslovljavaju i terminom ,,radunarski mikroskop*.'
Uz ubrzani hardverski 1 softverski razvoj poslednjih decenija, metode racunarskih simulacija
konformacione dinamike su ostvarile veliki napredak u tacnosti i preciznosti. Danas se ove metode
mogu upotrebiti za izucavanje dinamike procesa koji se odigravaju na vremenskoj skali od
nanosekunde do milisekunde. Jedna od metoda koja predstavlja zlatni standard u izucavanju

konformacione dinamike proteina jeste i molekulska dinamika’"’.



1.2. Racunarske metode u studijama konformacione dinamike proteina

1.2.1. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika (MD) je racunarska metoda za simulaciju kretanja atoma unutar molekula.
Metoda je bazirana na zakonima klasi¢ne mehanike i koristi skup jednacCina kojima se opisuje
kretanje svakog atoma u sistemu. Rezultiraju¢a trajektorija atoma pruza informacije o
termodinamickim 1 kinetickim svojstvima sistema. Jedna od glavnih prednosti MD simulacija je
omogucavanje uvida u dinamiku i ponasanje molekulskih sistema koji su teski ili nemoguéi za
eksperimentalno pra¢enje®'*.

U osnovi molekulske dinamike stoje algoritmi za reSavanje jednacine kretanja atoma u simuliranom
sistemu koji uzimaju u obzir njihove medusobne interakcije '°. Sam proradun se oslanja na Newton-
ove zakone kretanja koji silu (F;) koja deluje na i-tu Cesticu u vreme ¢ izrazavaju kroz proizvod
mase (m;,) 1 ubrazanja (a;) i-te Cestice (jednacina 1).

dzriz(t) (1)
dt

Fi =ma; = m;

gde je ;(t) = (x;(t), y;(t), z; (t)) pozicioni vektor i-te Cestice. Sila koja deluje na i-tu ¢esticu moze
se izraziti 1 kao parcijalni izvod potencijalne energije (V) po odgovarajuc¢oj koordinati Cestice
(jednacina 2).

av

Fi=—-5- (2)
Potencijalna energija interakcije je moguce izraCunati primenom molekulsko-mehanickih polja sile.
Polja sile predstavljaju setove empirijski odredenih energetskih funkcija i parametara kojima se
opisuje zavisnost potencijalne energije od koordinate Cestica u simuliranom sistemu (detaljnije u
poglavlju 1.2.2)'°. Dakle, iz potencijalne energije svake cCestice (atoma) moguce je izracunati
pojedinacno ubrzanje svake od Cestica unutar simuliranog sistema $to bi teorijski resilo navedenu
jednacinu kretanja. Usled velikog broja Cestica, jednacinu kretanja je nemoguce resiti analiticki, ve¢
se primenjuju numericke metode. Numerickim reSenjem jednacine kretanja, kretanje se razlaze na
veliki broj malih subsekventnih koraka u fiksnim vremenskim intervalima (8t)'>'"'®. Na taj nagin
se pozicija i-te Cestice u vremenu t + 8t moze aproksimirati primenom 7aylor-ove serije kao:

r(t+6t) = r(t) + Stv(t) + > 6t2a() + .. (3)
gde su v brzina (prvi izvod pozicije u odnosu na vreme), a ubrzanje (drugi izvod pozicije Cestice u
odnosu na vreme).

Sli¢no vazi i za poziciju Cestice u vremenu t — 6t :
r(t—5t) = r(t) — Stv(t) + > 6t2a() + .. 4)

Sabiranjem jednacina (3) i (4), dobija se glavni izraz tzv. Verlet-ove jednaCine za reSavanje pozicije
atoma (jednacina 5).

r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + 5t%a(t) (5)

Verlet-ov alogritam predstavlja jedan od najpoznatijih algoritama za integraciju jednacine kretanja.
Oslanja se na poznavanje pozicije i/ili ubrazanja u vremenu t i t — 6t kako bi izracunao poziciju
Cestice u vremenu t + §t. Danas se koriste napredniji alogoritmi izvedeni iz klasi¢nog Verlet-ovog
alogritma, poput Velocity Verlet 1 leapfrog algoritma koji generiSu manju gresku u proracunu
trajektorije atoma (trajektorija — Kartezijanove koordinate atoma tokom vremena).'**

Implementacija Verlet-ovog i srodnih algoritama u programe za MD simulacije je jednostavna i
prati pojednostavljenu $emu prikazanu na Slici 1.1%".
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Definisanje inicijalnih uslova
Pozicije, brzine (nasumi¢na Boltzmann-ova distribucija),
sile i ubrzanja (na osnovi potencijalne energije polja sile)

ri(ty)  vi(ty)

Proracuni novih sila

—
Fi(r)
3
Numericko resavanje jednacine kretanja o
®
-t
o
r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 8t) + 5t?a(t) =
1)
Rezultat: Proracun i zapis pozicija, brzina,

sila itd.

Slika 1.1. Prikaz osnovnog MD algoritma.

MD simulacije se mogu koristiti za prouc¢avanje razli¢itih molekulskih sistema, kao Sto su proteini,
nukleinske kiseline, ugljeni hidrati 1 lipidi. Mogu se koristiti i1 za proucavanje materijala, poput
polimera 1 nanoCestica. Krajnji cilj MD simulacija jeste predvidanje makroskopskih
termodinamickih osobina sistema (afinitet liganda za protein, temperatura, gustina, pritisak itd.)
izvedenih iz mikroskopskih stanja sistema prema zakonima statisticke termodinamike. Prema
osnovnim principima statisticke termodinamike, makroskopska osobina moze biti izraCunata iz
srednjih vrednosti gustina verovatnoce nalazenja sistema u odredenoj mikroskopskoj konfiguraciji
(poglavlje 1.3.1.d) pod pretpostavkom ergodi¢nosti simuliranog sistema®. U sistemu koji je
ergodiCan, vremenski raCunate prosecne osobine sistema, kao $to su prosecna energija ili
konformaciona distribucija, bi¢e jednake njihovim proseCnim vrednostima za citav ansambl,
odnosno osobinama izracunatim na osnovu srednjih vrednosti svih mogucih konformacija koje
sistem moze da zauzme. U ergodi¢nim sistemima, sistem ¢e posetiti svako dostupno konformaciono
stanje, bez obzira na njegovo pocetno stanje®>. Medutim, ergodi¢nost sistema se mozZe posti¢i samo
izuzetno dugom MD simulacijom koja zahteva veliki utroSak racunarskih resursa Sto predstavlje
jedno od glavnih ograni¢enja ove metode. Ogranienja u racunarskim resursima jos$ uvek sprecavaju
klasi¢cne MD simulacije da dostignu simulacije konformacione dinamike procesa koji se desavaju na
vremenskoj skali od milisekunde (Slika 1.2)"***.

Drugo veliko ogranicenje MD predstavlja i tacnost polja sile koje se koristi za modelovanje sistema.
S obzirom da polja sile samo aproksimiraju kvantno-mehanicke procese, nemoguce ih je upotrebiti
za izuCavanje sistema u kojima kvantni procesi igraju bitnu ulogu, kao Sto su procesi u koje su
ukljuceni prelazni metali, ili procesi u kojima dolazi do raskidanja kovalentnih veza. Ipak, treba
ista¢i da su danas usavrSene 1 metode kojima je moguce u velikoj meri prevazi¢i navedena
ogranicenja. Tako je ogranienje u vremenskoj skali klasiénih MD simulacija moguce prevazici
primenom tzv. metoda poboljSanog uzorkovanja, dok je dinamiku sistema u kojima kvantni procesi
igraju vaznu ulogu moguce izucavati hibridnim kvantno-mehanickim/molekulsko-mehani¢kim
(QM/MM) pristupom?>~2°,
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Simulacije molekulske dinamike

Slika 1.2. Ograni¢enje u vremenskoj skali klasicnih MD simulacija.

1.2.2. Molekulsko-mehanic¢ka polja sile

Racunarske metode koje se koriste za simulacije molekulskih sistema se oslanjaju na dva
fundamentalna pristupa: kvantno-mehanicki (QM) 1 molekulsko-mehani¢ki (MM) pristup.
Primenom QM pristupa se uzimaju u obzir karakteristike elektrona i1 jezgra atoma usled cega je
ovim pristupom mogucée izvesti veoma precizne proracune. Oslanjanjem na savremene
aproksimacije za reSavanje Schrodinger-ove jednacine, QM metode mogu da dostignu tacnost vecu
od 99%, odnosno gresku na nivou 1 kcal/mol.”’ Ipak, usled visokih zahteva za radunarskim
resursima, ove metode jo§S uvek nije moguce primeniti na velike molekulske sisteme poput
biomakromolekula, te glavna primena ovih metoda ostaje na nivou izu¢avanja malih molekula i
njihovih osobina. Sa druge strane, MM pristup koristi koncepte klasi¢ne mehanike za modelovanje 1
simulaciju ponasanja molekula. U osnovi, molekulska mehanika tretira molekule kao skup Cestica
koje se ponasaju u skladu sa Newton-ovim zakonima kretanja. Glavna aproksimacija MM pristupa
predstavlja posmatranje molekula kao skupa Cestica (atoma) fiksiranog naelektrisanja i energije
koja je raSClanjena na doprinose veza, uglova 1 nevezivnih interakcija. Funkcija potencijalne
energije kojom se aproksimira energija sistema u odgovaraju¢oj konfiguraciji nosi generalni naziv
polje sile. Ovom aproksimacijom znacajno se smanjuje potreba za raCunarskim resursima zbog ¢ega
MM metode imaju Siru primenu u izu¢avanju biomakromolekula. Uz konstantna usavrSavanja polja
sile, danas se primenom ovih metoda postize visok nivo tatnosti proraduna.'®***’

Polja sile se sastoje od nekoliko delova koji opisuju razli¢ite vrste interakcija izmedu atoma i
molekula. Vezivne interakcije, kao $to su protezanje veze, savijanje ugla veze i torziona rotacija,
opisuju interakcije izmedu vezanih atoma i obi¢no se modeluju harmonijskim ili kosinusnim
funkcijama. Nevezivne interakcije, kao Sto su van der Waals-ove interakcije 1 elektrostaticke
Coulomb-ove interakcije, se modeluju empirijskim jednac¢inama koje uzimaju u obzir zavisnost ovih
interakcija od medusobne udaljenosti.'>'®

Opsta formula za izraCunavanje potencijalne energije primenom polja sile obi¢no ima sledecu
formu (jednacina 6):

Vtotal = Vveza + V;L