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Dizajniranje peptidnih i nepeptidnih inhibitora proteinskih interakcija ciklin-zavisne

kinaze 9 1 ciklina T1 primenom racunarskih metoda

Cilj ove doktorske disertacije je razvoj direktnih inhibitora interakcija u
kompleksu CDKO9 / ciklin T1. Ciklin zavisna kinaza 9 u kompleksu sa ciklinom T1 ¢ini
kataliticko jezgro P-TEFb kompleksa. Inhibicija funkcije P-TEFb kompleksa je od
znacaja u terapiji viSe patoloskih stanja kod ljudi: nekih tipova maligniteta, HIV-1
infekcije, hipertrofije miokarda, hroni¢nih inflamatornih bolesti. Postojeci inhibitori
P-TEFb funkcije imaju ograni¢enu selektivnost dejstva, koju je mogucée poboljsati
primenom direktnih inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije.

U ovom istrazivanju uradena je in silico studija P-TEFb kompleksa. Ispitana je
struktura, hidratisanost i dinamika vezivnih povrsina kompleksa. Utvrdene su energetski
najznacajnije /ot spot aminokiseline u strukturi kompleksa i upotrebljene za dalji dizajn
inhibitora. Struktura slobodne CDK9, neophodna za dizajn liganada je, u nedostatku
eksperimentalno utvrdene strukture, simulirana klasi¢cnom i ubrzanom molekularnom
dinamikom. Ispitana je sposobnost vezivne povrSine kompleksa da interaguje sa
ligandima, kao i postojanje, otvaranje i postojanost privremenih hidrofobnih dzepova na
vezivnoj povrsini CDK9, pogodnih za vezivanje liganada.

Dobijene informacije o vezivnim povrSinama kompleksa CDK9 / ciklin TI,
upotrebljene su za dizajn peptidnih i nepeptidnih inhibitora interakcije. Peptidni
inhibitori su dizajnirani po ugledu na strukturu ciklina T1, ali i de novo dizajnom iz
aminokiselina. Peptidne strukture sa najpovoljnijom energijom vezivanja za CDKO9,
iskori§¢ene su u razvoju nepeptidnih inhibitora. PredloZzene su strukture potencijalnih
nepeptidnih inhibitora interakcije CDK9 / ciklin T1.

U okviru ovog istrazivanja uradeno je i ab initio ispitivanje prelaznih stanja
intramolekulske Heck-ove ciklizacije alilnih alkohola 1 predlozeno je objasnjenje za

eksperimentalno zapazenu regioselektivnost procesa.

Kljuéne reci: protein-protein interakcije, CDK9/ciklin T1, molekularna dinamika
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Design of peptide and small molecule inhibitors of cyclin dependent kinase 9 / cyclin

T1 protein-protein interaction using computational methods

The goal of this doctoral dissertation is the development of direct inhibitors of
CDKO9 / cyclin T1 protein-protein interaction. Cyclin dependent kinase 9 in complex
with cyclin T1 forms the catalytic core of P-TEFb protein complex. Inhibition of
P-TEFb function is of significance in the therapy of several pathological states in
humans: some malignancies, HIV-1 infection, cardiac hypertrophy, chronic
inflammatory diseases. Existing inhibitors of P-TEFb function have a limited selectivity
of action, which could be improved with the direct inhibitors of CDK9 / cyclin T1
interaction.

An in silico study of the P-TEFb complex was conducted in this research. The
structure, hydration and dynamics of the complex binding surfaces were examined.
Energetically most significant amino acids, hot spots, were determined and used in the
design of inhibitors. The structure of the free CDKY, needed for the ligand design, was,
in absence of an experimentally determined structure, simulated using classical and
accelerated molecular dynamics. The ability of complex binding surfaces to interact
with ligands was examined, as was the existence, opening and persistence of transient
hydrophobic pockets on CDK9 interface surface, suitable for ligand binding.

Information obtained of the CDK9 / cyclin T1 complex binding surfaces was
used in the design of peptide and small molecule inhibitors of this interaction. Peptide
ligands were designed using cyclin T1 as a template structure, as well as using de novo
design from amino acids. Peptide structures with the most favourable binding energy to
CDK9 were utilised in the design of small molecule inhibitors. Structures of potential
small molecule inhibitors of CDK9 / cyclin T1 interaction were proposed.

An ab initio study of transition states in an intramolecular Heck cyclisation of
allyl alcohols was also conducted in this research. An explanation for the

experimentally observed regioselectivity of the process was proposed.
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Academic expertise: Pharmaceutical Sciences
Field of academic expertise: Medicinal Chemistry

UDC number: 615.2/3 : 577.112.389 (043.3)  577.112.389 : 004.414.23 (043.3)



Lo UVOA ettt ettt et ettt e et aee et e e ae e e b nes 1
1.1 Protein-protein interakCije ..........ccceerieriieriieniieniieeie et eee e 2
LT UVOQ e 2

1.1.2 Strukturne osobine protein-protein interakcija .........ccceeeveneee. 5

1.1.3 Terapeutski znacaj protein-protein interakcija ...........cccecueeneee. 13

1.2 P-TEFD KOMPIEKS . ...eeeruiiiiiiiiieiieieeieeee ettt 21
1.2.1 Grada i funkcija P-TEFb kompleksa ..........ccccooceenieniniencennne. 21

1.2.2 Patoloski znacaj P-TEFb kompleksa .........cccccoevviveiiinnennnnnn. 24

1.2.3 Inhibicija aktivnosti P-TEFb kompleksa .........cccccoooveriinnennne 27

1.3 Protein-protein interakcije prisutne u P-TEFb kompleksu ...................... 34
2. Rezultatl 1 diSKUSIJA ....oeiiiiieeiieeciie et et e e e 38
2.1 Inhibicija CDKO9 / ciklin T1 interakCije .........cooceveevervieneeneneeneeieneene. 38
2.1.1 Studija P-TEFD .. oot 38
2.1.1.1 Priprema kompleKsa .........cccoccueeviieniiniiienieeieeie e 38

2.1.1.2 Analiza vezivnih POVISING .....cccceocvieeriieeiiiecie et eeiee e 42

2.1.1.3 Analiza fleksibilnosti CDKO ........ccccooiiiiiiiiiiiiieeiee 57

2.1.2 Dizajn peptidnih inhibitora .........cccocoeiiiiiiiiiiiiieieee e 69
2.1.2.1 Dizajn peptida zasnovan na interakcijama u P-TEFb ............ 69

2.1.2.2 Dizajn peptida iz fragmenata ...........ccceeeieeviieenciieenieeennennn 72

2.1.2.3 Doking peptida ........ccceriiiiiiiiieeiieiie e 74

2.1.2.4 Procena energije vezivanja peptida MM-PBSA metodom ..... 76

2.1.2.5 Procena energije vezivanja peptida SMD metodom .............. 82

2.1.3 Dizajn nepeptidnih inhibitora .........ccceeeiiiiiiiieiieece e 89
2.1.3.1 Pretrazivanje farmakofora ..........cccceevieiiiiiiiniiieie e, 89

2.1.3.2 Doking liganada .........c.cccceeviieniieniieiienieeeee e 92

2.1.3.3 Procena energije vezivanja liganada ...........cccccoeevvieiiennennen. 95

2.1.4 Dizajn inhibitora zasnovan na gradi P-TEFb/Tat kompleksa .............. 105
2.1.5 ZaKIJuCak ....ooouiiiiiiiiee e e 107

2.2 In silico analiza regioselektivnosti intramolekulske Heck-ove ciklizacije 108



2.2.1 DFT studija prelaznih stanja procesa ..........ccoceeeiereeerieeneeeireereeeneennns 108

2.2.2 ZAKIJUCAK .. ..eeeiieiieeiiee e 113
3. ZAKIJUCAK ... et et 114
4. Eksperimentalni de0 ........ccccueeeiiieeiiieeiieeciie ettt 116
4.1 Molekularna dinamika .........cccoooieiiiiiiiiiieee e 116
4.1.1 Priprema SISteIMA . ......cceerveeruierieeiiienieeiieeieesieesaeeseeesreenseesaneas 116
4.1.2 MD SIMUIACIJE .. eeovveeiiieiieeiiieiie e eiee e eveeieeeveesteesnbeeaee e 120
4.2 Analiza vezivnih povrSina CDK9/ciklin T1 kompleksa .........cccccecvveennnee. 123
4.2.1 Analiza strukturnih kontakata ............cccoooiiiiiiiiniii 123
4.2.2 Hidratisanost vezivinih povrSina .........ccccoeeveevienieeniienieeieeeeans 123
4.2.3 Analiza hot spot aminokiselina ...........c.cceeveerireiienieeniienneennen. 124
4.2.4 Analiza fleksibilnosti CDKO .......ccccooiiiiiiiiiiieceee 125
4.2.5 Analiza dinamike formiranja hidrofobnih dZepova .................. 127
4.3 Dizajn peptida 1z fragmenata ..........ccceecveevieiiieniienieeeeeeeeee e 129
4.4 Pretrazivanje farmakofora ..........cccecvveviieiiieniiiiieeieceee e 130
4.5 Doking 11Zanada .......ccceeouiieiiiieeiieeeie e e 131
4.5.1 Odabir 1 priprema struktura za doking ........c.cccccevveenervenienennne. 131
4.5.2 Doking proCedura .........cccceeevueerieeiiienie et 132
4.5.3 Rangiranje poza liganada ..........ccccceeeieviieviieniieeiiecieeieeeie e 132
4.6 MM-PBSA 1 MM-GBSA procedure .........cccceeeeieeecieeeieeeiee e 133
4.7 DFT PrOCEAUIE .. ..ueeeiiiieiieiieeiie ettt ettt et e 135
I 155 ¢ 1111 2 OO OO P PRSP PTUURORUTOPRRRROR 137
0. PTIIOZI .. ceiiiiieee et 158
7. B10Zrafija QULOTA .. ..cccveeiiiieeiieeciie ettt e et e e e st e e eere e e enbeeenbeeenaaeas 165



1. Uvod

In silico metode igraju znacajnu ulogu u procesu otkri¢a i razvoja novih lekova.
Primena racunara u svim fazama ovog procesa omogucava brzi i jednostavniji razvoj.
Posebno je znacajna uloga koju racunarske metode igraju u otkricu novih lekova
zasnovanom na strukturi njihovih ciljnih mesta (eng. structure based design), posto su
danas in silico metode jedini nadin za predstavljanje receptora lekova u atomskoj
rezoluciji. lako su eksperimentalne in vitro i in vivo metode nezamenjive kao krajnja
potvrda rezultata razvoja novog leka, in silico metode se Siroko primenjuju i
dopunjavaju saznanja dobijena eksperimentima.

U ovom istrazivanju bice prikazan in silico dizajn inhibitora aktivnosti P-TEFb
proteinskog kompleksa, inhibicijom interakcija u CDK9 / ciklin T1 kompleksu koji ¢ini

njegovo strukturno 1 funkcionalno jezgro (Slika 1).

ciklin T1

aktivni centar

petlja bogata glicinom
T - petlja
C heliks
B3 - aC petlja

Slika 1: CDK9 / ciklin T1 kompleks sa znacajnim elementima grade



1.1 Protein-protein interakcije

1.1.1 Uvod

Proteini su medu najznacajnijim funkcionalnim molekulima u ¢elijama. Svoju
ulogu u regulaciji, kako fizioloskih tako 1 patoloSkih procesa, proteini obavljaju kroz
interakcije sa drugim biomolekulima, ali i sa malim organskim jedinjenjima. U Zivim
sistemima, proteini su povezani u kompleksne mreze interakcija sa drugim proteinima,
formirajuéi proteinske komplekse razlicite stabilnosti i slozenosti. Procenjeno je da
humani proteini stupaju u oko 650000 protein-protein interakcija (1).

Meduproteinski kompleksi mogu biti sastavljeni od vise istih (homokompleksi)
ili razli¢itih (heterokompleksi) proteinskih subjedinica i1 javljaju se kako medu
slobodnim proteinima u rastvoru, tako i medu membranskim receptorima. Vreme
formiranja proteinskih kompleksa se meri u nanosekundama (2). U c¢eliji, nivo
formiranja odredenog proteinskog kompleksa se reguliSe ekspresijom njegovih
subjedinica, njihovom kolokalizacijom, ali i uslovima sredine, kao Sto su prisustvo
kofaktora ili pH. Konstante disocijacije (Kd) proteinskih kompleksa su u oblasti
10*-10" M §to odgovara slobodnim energijama vezivanja od 6-19 kcal/mol (3). U
proces prepoznavanja molekula proteina prilikom gradenja proteinskih kompleksa mogu
biti uklju¢eni mehanizmi konformacione selekcije, ali i indukovanog prilagodavanja
(eng. induced fit) (4). Konformaciona selekcija podrazumeva da su u populaciji
konformacija slobodnog proteina ve¢ zastupljene vezivne konformacije koje odgovaraju
stanju proteina u kompleksu i1 da prilikom formiranja kompleksa samo dolazi do
pomeranja dinamicke ravnoteze medu konformacijama. Indukovano prilagodavanje se
odnosi na promenu konformacija proteina nakon stupanja u kontakt sa drugim
subjedinicama kompleksa.

Da bi se formirao proteinski kompleks neophodno je da dode do sudara i
prepoznavanja proteinskih subjedinica, prisutnih u niskim koncentracijama u ¢eliji (4).
Prvi korak u prepoznavanju predstavlja kolokalizacija u prostoru, omogucena
elektrostatiCkim usmeravanjem proteina. Privremeni proteinski kompleks koji se
formira samo na osnovu elektrostaticke podudarnosti subjedinica naziva se kompleks

susreta (eng. encounter complex). Kompleks susreta nije kompleks u pravom smislu te
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reci, jer ga ¢ini skup razlicitih orijentacija i konformacija subjedinica i u njemu jo$ uvek
nije doslo do desolvatacije vezivnih povrSina proteina (5). Zadrzavanjem subjedinica
kompleksa u relativnoj blizini, kompleks susreta smanjuje dimenzionalnost problema
pronalaZzenja prave orijentacije molekula za vezivanje. Kompleks susreta je od
konacnog oblika proteinskog kompleksa odvojen dodatnim prelaznim stanjem, u kome
dolazi do desolvatacije vezivnih povrSina 1 uspostavljanja specifi¢nih interakcija izmedu
proteina (5) (Slika 2).
A

E ® |
N .

slobadni proteini

kompleksi
susreta

AT o
COD
N
| |
N
proteinski O.

kompleks =

Slika 2: Sematski prikaz nastanka proteinskog kompleksa

Nije neophodno da po formiranju kompleksa susreta dode do gradenja
proteinskog kompleksa, subjedinice kompleksa mogu da disosuju nazad u rastvor.
Moguce je da kod nekih proteina ukljuenih u prenos elektrona kompleks susreta i
predstavlja funkcionalni oblik njihove interakcije (6).

Po duzini trajanja asocijacije subjedinica, proteinski kompleksi mogu se podeliti
na trajne (obligatorne) i privremene (tranzitorne) komplekse. U trajnim kompleksima,
proteinske subjedinice nisu stabilne kao monomeri u rastvoru i postoje samo u
kompleksu. Ovakvi kompleksi se formiraju neposredno po sintezi proteinskih lanaca u
procesu formiranja konacne strukture proteina. Po formiranju, trajni kompleksi ostaju

stabilni sve do svoje degradacije u celijama. Interakcije u njima najceSée imaju
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strukturnu  ulogu (formiranje kvaternerne strukture funkcionalnog proteinskog
kompleksa). Privremeni kompleksi se formiraju izmedu monomernih jedinica koje
postoje samostalno u rastvoru usled dovoljne polarnosti svoje molekularne povrsine i
¢esto mogu obavljati svoju funkciju u ¢eliji i kao monomeri. Po formiranju privremenog
proteinskog kompleksa dolazi do modulacije funkcije monomera, cesto usled
konformacionih promena monomera pri vezivanju. Privremeni kompleksi su znacajno
manje stabilni od trajnih. Subjedinice privremenih kompleksa disosuju i nastavljaju da
postoje samostalno u rastvoru. Stanje u kome ¢e se naéi privremeni proteinski
kompleksi neretko zavisi od trenutnih potreba celije: oni se stvaraju da bi se obavila
odredena vremenski ogranic¢ena funkcija 1 zatim disosuju. Kako su vezivne povrSine
proteinskih subjedinica u privremenim proteinskim kompleksima u monomernom stanju
u direktnom kontaktu sa vodom, one su polarnije od vezivnih povrSina proteina u
trajnim kompleksima (7) koje se ne izlazu rastvaracu. Dodatna razlika izmedu trajnih i
privremenih proteinskih kompleksa je u fleksibilnosti njihovih vezivnih povrsina, tj. u
stepenu promena koje se javljaju na vezivnim povrSinama po formiranju kompleksa.
Pokazano je da vezivne povrSine proteina koji grade trajne komplekse podlezu
znacajnijim promenama konformacije u odnosu na vezivne povrSine proteina u
privremenim kompleksima (8). Razlog je energetska i entropijska cena konformacionih
promena. Visi energetski 1 entropijski zahtevi za zauzimanje vezivnih konformacija pri
vezivanju su prisutni kod trajnih kompleksa, jer se formiraju samo jednom. Privremeni
kompleksi su ogranieno stabilni — zauzimanjem konformacije vezivne povrsine koja
podse¢a na onu u kompleksu oni olakSavaju prolazak kroz ponovljene cikluse
formiranja i disocijacije kompleksa ¢iji su deo (8).

Zadrzavanje odlika vezivne konformacije u strukturama slobodnih proteinskih
subjedinica je, u odredenoj meri, prisutno kod vecine proteinskih kompleksa.
Informacije o rotamernom stanju bo¢nih nizova aminokiselina sa vezivne povrSine
kompleksa prisutne su u konformacijama proteina u rastvoru (9). Moguce je da se
objasnjenje ove pojave nalazi u manjoj konformacionoj slobodi boc¢nih nizova
aminokiselina sa vezivnih povrSina proteinskih kompleksa, u poredenju sa ostatkom
povrsine proteina (10,11). Smanjena konformaciona sloboda aminokiselina sa povrSina
proteina ukljucenih u gradenje kompleksa smanjuje verovatnocu nastanka interakcija

koje nisu prisutne u nativnom kompleksu (10). Samim tim, povecava se specifi¢nost
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interakcija izmedu proteina. Pozicija ¢ak 78% aminokiselina sa razli¢itih vezivnih
povrsina u proteinskim kompleksima je uspesno modelovana sa taéno$éu od 1A
koriste¢i konformaciju slobodnog proteina kao bazu i dodatna dva najverovatnija
rotamera po aminokiselini (9).

Za sve proteinske komplekse, bilo privremene, bilo trajne, zajednicke su
odredene strukturne specificnosti vezivnih povrsina proteinskih subjedinica i interakcija

medu njima.

1.1.2 Strukturne osobine protein-protein interakcija

Proteini medusobno interaguju svojom molekularnom povrSinom. Nakon sinteze
proteinskih lanaca i tokom formiranja visih nivoa strukture proteina, proteinski molekuli
prilagodavaju svoju molekularnu povrSinu svom okruzenju, pa su proteinska jezgra
pretezno hidrofobna, njihova povrSina pretezno polarna, a vezivne povrSine kojima
grade interakcije sa drugim proteinima imaju polarnost izmedu ove dve vrednosti (12).
Na vezivnim povrSinama se ¢esto uoc¢avaju dve oblasti: polarni obod, koji je po sastavu
slican ostatku povrsine proteina i nepolarni centar interakcije, koji sadrzi ve¢i procenat
hidrofobnih aminokiselina (13).

Hidrofobnost vezivnih povr§ina je najizrazenija kod homooligomernih,
obligatornih kompleksa, dok su vezivne povrsine tranzitornih heterodimera 1 antitela po
polarnosti najsli¢nije povrsini proteina (12). Uz polarnost, molekularne povrSine kojima
proteini medusobno interaguju, odlikuju i:

- veli¢ina

oblik

tipovi interakcija

- topologija

Veli¢ina molekularne povrSine ukljucene u protein-protein interakciju zavisi od
viSe faktora: tipa kompleksa koji nastaje, veli¢ine samih proteina, broja subjedinica. U
proseku, veli¢ina vezivne povrSine u proteinskom kompleksu je oko 2000 A? (
750-1500 A? po proteinskom molekulu (12)), sa rasponom od 600 do 4000 A2, koliko
dostize u oligomernim proteinskim kompleksima. Velike povrSine proteinskih

interakcija se javljaju u kompleksima proteaza i njihovih inhibitora, kao i u



kompleksima koji uklju¢uju G-proteine (14). Kao poredenje, tipi¢ni bioloski aktivni
molekuli obi¢no zauzimaju oko 200-800 A” na svojim proteinskim receptorima (15).
Prose¢nu vezivnu povrSinu u protein-protein interakciji izgraduje oko 50 aminokiselina
(12). Veoma retko je Citava vezivna povrSina proteina u interakciji izgradena od samo
jednog segmenta primarne strukture proteina, u kontinuitetu. Uobicajeno je da vezivnu
povrsinu izgraduju prostorno bliske aminokiseline sa veceg broja razlic¢itih vec¢ih ili
manjih segmenata primarne strukture i razli¢ite sekundarne strukture.

Po obliku, vezivne povrsine protein-protein interakcija imaju znacajno manje
izrazenu konkavnost i konveksnost nego §to je to slucaj sa proteinskim povrSinama koje
su namenjene vezivanju manjih supstrata (npr. hidrofobni dZzepovi enzima) (7). Trajni
kompleksi i homodimeri pokazuju znatno vecu zakrivljenost vezivnih povrSina od
privtemenih kompleksa 1 heterodimera (7). Komplementarnost oblika izmedu
proteinskih partnera zavisi od tipa interakcije (7). Slicno zakrivljenosti, i
komplementarnost vezivnih povrSina je bolja kod homodimera i trajnih kompleksa, u
poredenju sa privremenim kompleksima i heterodimerima. Smanjena komplementarnost
vezivnih povrSina ostavlja viSe potencijalnih interakcija na raspolaganju molekulima
rastvaraca ili inhibitora (16). Na vezivnim povrSinama proteina u interakciji Cesto
postoji veci broj manjih dzepova (17), a ponekad se javljaju i1 ve¢i hidrofobni useci, ako
u vezivanju ucestvuje odgovaraju¢i rigidni element sekundarne strukture, najcesce
heliks. Dobar primer je proteinski kompleks MDM?2 / p53, u kome se na strukturi
MDM2 proteina nalazi hidrofobni usek u koji se smesta heliks sa p53 (Slika 3).

Slika 3: Hidrofobni usek na strukturi MDM2 proteina, u kompleksu sa heliksom iz
strukture p53



Ako proteinske subjedinice kompleksa postoje samostalno u rastvoru, na
njihovim vezivnim povrSinama se mogu stvarati privremeni dzepovi (18). U otvaranju
dZepova na vezivnim povrSinama proteina ucestvuje promena polozaja i bo¢nih lanaca 1
polipeptidnog niza aminokiselina u blizini (19).

Svi uobicajeni tipovi molekulskih nekovalentnih interakcija zastupljeni su
izmedu proteinskih subjedinica u kompleksu. Koji tip ¢e preovladivati zavisi od tipa
formiranog kompleksa, aminokiselinskog sastava vezivne povrSine 1 njene
hidratisanosti.

Jonski parovi (soni mostovi) su relativno retka interakcija u proteinskim
kompleksima. Formiraju se izmedu terminalnih grupa kiselih 1 baznih aminokiselina i
najvecu ulogu igraju tokom elektrostatickog usmeravanja molekula proteina u rastvoru
pre samog formiranja kompleksa, kada utiCu na postizanje pravilne orijentacije
molekula proteina pre njihovog inicijalnog sudara. Odli¢an primer je proteinski
kompleks barnaza / barstar (Slika 4), kome povoljne elektrostaticke interakcije vezivnih
povrsina omoguéavaju da postigne brzinu formiranja i do 10° M's™, zavisno od jonske
jacine okruzenja (20). Usmeravajuci efekat naelektrisanih grupa aminokiselina proteina
je analogan onome koji je prisutan izmedu fosfatnih grupa DNK 1 pozitivno

naelektrisanih regiona proteina koji interaguju sa njima.

Slika 4: Jonski par na vezivnoj povrsini kompleksa barnaza/barstar



Jon-dipol i dipol-dipol interakcije se ostvaruju izmedu molekula aminokiselina,
ali 1 sa molekulima rastvaraca.

Vodoni¢ne veze u protein-protein interakcijama mogu biti direktne ili indirektne,
preko molekula vode i grade ih kako boc¢ni nizovi, tako i poliamidni lanac proteina. U
proseku se javlja podjednak broj direktnih i indirektnih vodoni¢nih veza na vezivnoj
povrsini (21). Postoje znacajne razlike u broju vodoni¢nih veza na vezivnoj povrSini
razli¢itih kompleksa (0 — 46), a u proseku je prisutna jedna H-veza na svakih 100 A2
(22).

Van der Valsove interakcije su znaCajne za integritet hidrofobnih regiona
proteinskih vezivnih povrsina. Iako znacajno slabije od polarnih interakcija, prisutne su
u svim proteinskim kompleksima i njihov uticaj raste sa porastom veli¢ine povrSine
ukljucene u vezivanje. U trajnim, homodimernim i homooligomernim kompleksima sa
pretezno hidrofobnim vezivnim povrSinama, Van der Valsove interakcije su glavna sila
koja omogucava vezivanje. U proseku, oko 60% vezivne povrSine u proteinskim
kompleksima ¢ine hidrofobne oblasti, mada procenat varira u zavisnosti od veli¢ine
kompleksa (23). Procenat hidrofobne povrSine u proteinskim kompleksima je
evolutivno ograniCen, da bi se spre¢io nastanak nespecifi¢nih interakcija i agregacija
proteina u rastvoru (23). Uprkos tome, Van der Valsove interakcije zna¢ajno doprinose
stabilnosti proteinskih kompleksa, $to je dobro ilustrovano ¢injenicom da je prosecna
vezivna povrsina u proteinskom kompleksu 85 — 90% zasti¢ena od prisustva vode (24).

Kada su molekuli vode prisutni na vezivnoj povrsini proteinskog kompleksa oni
obi¢no grade vodoni¢ne veze sa karbonilnim kiseonikom polipeptidnog niza, ili
naelektrisanim grupama iz bo¢nih lanaca aminokiselina (24). U proseku se nalazi oko
10 molekula vode na svakih 1000 A? vezivne povriine (24). Ograni¢ena
komplementarnost vezivnih povrSina proteinskih kompleksa moze biti premoséena
vodoni¢nim vezama sa molekulima vode zarobljenim u Supljinama vezivne povrsine.

Proteini interaguju velikom molekularnom povrSinom koja bi, teoretski, mogla
da pruzi podjednak doprinos njihovom vezivanju u svakom svom segmentu. Medutim,
vezivne povrsine proteina uklju¢ene u meduproteinske interakcije su, u topoloskom
smislu, visoko organizovane i odlikuju se modularnom gradom (25). Energija vezivanja
proteina u kompleksu nije podjednako rasporedena na sve aminokiseline koje grade

vezivnu povrsinu, ve¢ je lokalizovana na mali broj znacajnih aminokiselina, dok ostatak



vezivne povrsine obezbeduje pogodno okruzenje za interakciju ovih aminokiselina i
ucestvuje u inicijalnom prepoznavanju i orijentaciji proteinskih subjedinica.

Na vezivnoj povrSini proteina u kompleksu se izdvaja 3-9 grupa vaznih
aminokiselina koje su medusobno nezavisne i aditivno doprinose energiji vezivanja. U
okviru jedne modularne grupe aminokiselina vezivanje je kooperativno, tj. mutacija u
jednoj modularnoj grupi znacajno utiCe na vezivanje te grupe. Modularna grada je
prisutna kod velike vecine proteinskih kompleksa, osim kod onih u kojima nije
postojala evolutivna moguénost da se ona razvije mutacijama, tj. kod kompleksa
ukljucenih u prezivljavanje ¢elije, kod kojih svaka mutacija dovodi do smrti celija.
Znacaj strukturne organizacije u gradi vezivnih povrSina proteinskih kompleksa moze se
ilustrovati Cinjenicom da je ponekad dovoljna jedna ili dve mutacije na vezivnoj
povrsini jedne od proteinskih subjedinica da se potpuno omete formiranje kompleksa.
Kod kompleksa CDK9 / ciklin T1 mutacije K93L/E96K na vezivnoj povrsini ciklina T1
dovode do gubitka njegove sposobnosti da veze CDK9 in vivo (26).

Energetski znacajne aminokiseline na vezivnim povrSinama proteinskih
kompleksa koje ostvaruju kljune interakcije za vezivanje, nazivaju se hot spot
aminokiselinama (eng. hot spot — kljuéno mesto, zariste). Otkrivene su 1995. u
eksperimentalnoj studiji na hormonu rasta (27), kada se pokazalo da je mali broj
aminokiselina sa centralnog dela vezivne povrSine kompleksa bio odgovoran za
stabilnost kompleksa. Ovo zapaZanje je kasnije potvrdeno na velikom broju analiziranih
proteinskih kompleksa.

Bogan i Torn (28) su pokazali da se kao kot spot aminokiseline najcesce javljaju
tirozin (Tyr), arginin (Arg) i triptofan (Trp), dok su leucin (Leu), valin (Val), serin
(Ser), treonin (Thr) i metionin (Met) retko prisutne. Njihova studija je takode pokazala
da je izolovanost od rastvaraca potreban, ali ne i dovoljan uslov da neka aminokiselina
na vezivnoj povrsini bude hot spot. Hot spot aminokiseline se ili pruzaju u energetski
povoljne dZepove na povrsini proteina, ili ulaze u strukturu istih (29). Ako protein gradi
komplekse sa razli¢itim proteinima, koriS¢enjem istih oblasti svoje vezivne povrSine,
ista hot spot aminokiselina moze biti prisutna u razli¢itom hemijskom okruzenju. Ovo
zapazanje se delimi¢no moze objasniti ¢injenicom da su hot spot aminokiseline i
njihovo okruzenje specificno podeSeni za vezivanje odredenih kombinacija polarnih

grupa u hidrofobnom okruzenju, bez obzira na njihovu prirodu i na to da li one poticu sa
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boc¢nih nizova aminokiselina drugih proteina ili iz struktura malih organskih molekula
(30). Uz to, hot spot aminokiseline i aminokiseline oko njih (radijus oko 6A) poseduju
sposobnost prilagodavanja strukturama interakcionih partnera, kroz fleksibilnost svojih
boc¢nih nizova (30).

Zastupljenost 1 raspored hot spot aminokiselina na vezivnim povrSinama
razli¢itih dimenzija se razlikuje. Prosecan, bazalni doprinos slobodnoj energiji
vezivanja, u kompleksima sa vezivnom povr§inom veéom od 2000 A? je oko 34
cal/molA? (23). Proteinski kompleksi sa znatno manjom povrinom pokazuju veéu
energetsku gustinu povrsine (do 13 cal/molA?), §to gotovo odgovara energetskom
znacaju triptofana kao hot spot aminokiseline (14 cal/molA?) (23). Ovo ukazuje da u
kompleksima sa manjim vezivnim povrSinama hot spot aminokiseline zauzimaju
znaajan procenat povrSine i nose najve¢i deo energije vezivanja. Sa druge strane,
kompleksi sa velikim vezivnim povr§inama mogu sebi da priuste da ne povecavaju broj
hot spot aminokiselina u odnosu na manje komplekse, jer jedan deo energije vezivanja
dobijaju sumiranjem velikog broja slabih interakcija (23).

Za utvrdivanje hot spot aminokiselina danas se najc¢eS¢e koristi sekvencijalna
mutacija aminokiselina od interesa do alanina, bilo eksperimentalno, bilo in silico (31).
Mutacija aminokiselina do alanina utice kako na kompleks, tako i na protein slobodan u
rastvoru. Da bi se uspostavila veza izmedu mutacije i promena u slobodnoj energiji
kompleksa, neophodno je utvrditi da mutacija ne uti¢e znacajno na slobodan protein
(32). Dodatan razlog za pazljivu interpretaciju rezultata mutacija do alanina jeste
¢injenica da mutacija jedne aminokiseline ne¢e uvek ispoljiti posledice samo u svom
neposrednom okruZenju, kroz promenu molekularnih interakcija. Efekti mutacija se
mogu pojaviti i na udaljenim oblastima vezivne povrsine, ako je mutacija poremetila
prostornu organizaciju aminokiselina na vezivnoj povrSini, ili dovela do promena
konformacija ili fleksibilnosti drugih delova vezivne povrSine (33). Takode, razlike u
slobodnoj energiji vezivanja koje se dobijaju prilikom mutacija aminokiselina do
alanina uzimaju u obzir samo energetski doprinos uklonjenih supstituenata bo¢nog niza
aminokiselina, a ne i polipeptidnog niza, koji takode moze biti od znacaja u vezivanju
(34). Kako je procentualni udeo polipeptidnog niza u energetskom doprinosu najveci
kod malih aminokiselina, one su i najrede prisutne kao Aot spot aminokiseline (33). Kao

rezultat svega navedenog, koriste se i alternativne metode za utvrdivanje aminokiselina
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od znaCaja za interakciju, a samim tim i za inhibiciju iste. Neke od tih metoda su
procena evolutivne ocCuvanosti ili izloZenosti aminokiseline rastvaracu ili procena
vezivanja molekularnih fragmenata u blizini aminokiselina od interesa, bilo

eksperimentalno, ili in silico.

-

4
Slika 5: Hot spot aminokiselina Ly{93 '(§tapiéima), iz strukture ciklina T1, okruZena
hidrofobnim O prstenom aminokiselina (sivo)

Hot spot aminokiseline su veoma cesto okruzene prstenom hidrofobnih
aminokiselina (O — prsten) (28,35) (Slika 5). Uloga O-prstena je da izoluje energetski
bitne kontakte izmedu proteina od molekula rastvaraca. Aminokiseline koje grade
O-prsten obi¢no nemaju energetski znac¢ajnu ulogu u vezivanju proteina. O — prstenovi
obi¢no postoje na oba proteina u interakciji 1 postavljeni su naspram jedan drugome,
upotpunjujuci se. Teorija O-prstena je nedavno proSirena i na protein-DNK komplekse
(36).

Hot spot aminokiseline su zaduzene za stabilnost jednom nastalog proteinskog
kompleksa, obezbeduju¢i najveéi deo energije vezivanja, ali u samom procesu
formiranja kompleksa, znacajnu ulogu imaju anchor aminokiseline (eng. anchor sidro)
(37).

Anchor aminokiseline obezbeduju inicijalno povezivanje proteinskih molekula u
kompleks. Njihovi boc¢ni lanci se, u strukturama slobodnih proteina koji stupaju u
medusobnu interakciju, najve¢i deo vremena nalaze u konformaciji koju imaju po
vezivanju proteina u kompleks. U prvoj fazi formiranja proteinskog kompleksa, kada je
nagraden kompleks susreta, ova ve¢ pripremljena «sidra» se smestaju u odgovarajuée

dzepove na povrSini drugog proteina, po mehanizmu kljuc¢-brava (37). Jednom kada
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anchor aminokiseline obezbede inicijalno povezivanje i sterno ogranice pokretljivost
povrsina, ostale aminokiseline na vezivnim povrSinama kompleksa se prilagodavaju
jedna drugoj 1 formiraju konacan kompleks. Vrlo lep primer uloge anchor

aminokiselina moze se videti u kompleksu ribonukleaze A 1 njenog inhibitora (Slika 6).

Slika 6: Anchor aminokiseline, Arg 39 i1 Lys 94 (crveno) omogucavaju formiranje
kompleksa ribonukleaze A (Zuto) i njenog inhibitora (sivo).

Kao anchor aminokiseline javljaju se Cesto lizin (Lys), Arg i aromati¢ne
aminokiseline. Alifaticne anchor aminokiseline su rede (u oko 20% ispitivanih
kompleksa), a kisele aminokiseline, asparaginska (Asp) 1 glutaminska (Glu) kiselina
veoma retke. PoSto se prilikom gradenja kompleksa smestaju u dZepove izolovane od
rastvaraca, anchor aminokiseline podlezu velikim promenama povrSine izloZene
rastvaracu (solvent accessible surface area — SASA) pri formiranju kompleksa, $to se
moze upotrebiti za njihovo identifikovanje. One mogu, ali ne moraju biti kot spot
aminokiseline, jer je njihova uloga da uspostave brzu 1 relativno specifi¢nu vezu izmedu
dva proteina koji interaguju dajuci ostatku vezivne povrsine dovoljno vremena da se
prilagodi. U proteinskom kompleksu moze postojati jedna anchor aminokiselina (sa
ASASA > 100A?), ali ako je ASASA pri formiranju kompleksa kod svih aminokiselina
< 100A2, neophodno je vise anchor aminokiselina da bi se uspostavio kompleks.
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1.1.3. Terapeutski znac¢aj protein-protein interakcija

Kako su protein-protein interakcije esto nosioci fizioloskih procesa moguce je
delovanjem na njih modulirati i procese koje one reguliSu. Uloge protein-protein
interakcija u patoloskim stanjima mogu biti sumirane na slede¢i nacin (38):

- protein-protein interakcija je direktno ukljuena u patoloski proces, njenom

inhibicijom se uspostavlja fizioloSko stanje

- normalan nivo protein-protein interakcije je smanjen u patoloskom procesu,

neophodno je simulirati prisustvo interakcije

- fizioloska interakcija izmedu proteina je previSe izrazena 1 uzrokuje

patolosko stanje, neophodna je njena inhibicija

Zbog znacaja koji protein-protein interakcije imaju u zivim sistemima, vezivne
povrsine izmedu proteina predstavljaju potencijalnu metu za razvoj novih lekova,
narocito poslednjih decenija, usled porasta broja reSenih trodimenzionalnih struktura
proteinskih kompleksa i razvoja metoda hemije i molekularne biologije. Moguénost
uticanja na protein-protein interakcije znacajno prosiruje spektar dostupnih terapeutski
relevantnih proteinskih ciljnih mesta lekova.

U poredenju sa klasi¢nim lekovima, inhibitori protein-protein interakcija pruzaju
viSe pogodnosti. Svaka protein-protein interakcija poseduje strukturne specifi¢nosti koje
je izdvajaju od ostalih i obezbeduju specificnost interakcija u celiji, Sto daje i
inhibitorima razvijenim za datu interakciju visi stepen selektivnosti u poredenju sa
klasicnim lekovima ¢ije ciljno mesto su aktivni centri enzima. Uz to, inhibitori
protein-protein interakcija su otporniji na mutacije svojih ciljnih proteina, jer su vezivne
povrsine proteinskih kompleksa evolutivno ocuvanije od ostatka povrsine (39).

Sa aspekta medicine najve¢i znacaj imaju privremeni funkcionalni proteinski
kompleksi, najéesce heterodimeri, ali su oni i zahtevnija ciljna mesta za razvoj lekova,
usled vece polarnosti svoje vezivne povrSine. Do sada je u razvoju inhibitora
protein-protein interakcija najvise paznje posvecivano interakcijama proteina ukljucenih
u procese prezivljavanja i apoptoze (p53, XIAP, proteini Bcl2 familije, menin),
proteinima imunskog sistema (IL-2,TNFa) ali i proteinima patogena (ZipA protein

bakterijske membrane, integraza, HPV_E2 virusni protein) (40).
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Za razvoj inhibitora protein-protein interakcija moguce je izvesti nekoliko opstih

preporuka:

pogodno je odabrati hidrofobni dzep ili konkavnu povrsinu kao ciljno mesto,
ako takva postoji na vezivnoj povrsini (41). Nije neophodno da dZzep bude
prisutan u vezivnoj konformaciji proteina, ve¢ se moze nalaziti i u
slobodnom proteinu ili nekoj od simuliranih konformacija. Prisustvo tri do
pet dzepova sa ukupnom zapreminom oko 250 A’ (17) ili pojedinacnog
dzepa sa zapreminom veéom od 200 A® (19) ukazuje na moguénost razvoja
inhibitora za taj region povrSine. Hidrofobnost dZzepa omogucuje razvoj
lipofilnih inhibitora sa ve¢om verovatno¢om prolaska ¢elijske membrane.
nije neophodno da mali molekul modulator ima ve¢i afinitet od proteinskog
partnera u interakciji — ukoliko se inhibitor manjeg afiniteta nade u dovoljnoj
koncentraciji, on moze da poremeti biohemijsku ravnotezu vezivanja
visokoafinitetnog proteina i ispolji svoje dejstvo (42)

pozeljno je u dizajn inhibitora ukljuciti strukturne karakteristike vezivne
povrsine (16):

o arhitekturu i organizaciju vezivne povrsine, radi odabira optimalne
orijentacije inhibitora i procene uticaja vise istovremenih promena u
njihovoj strukturi

o energetski znacajne interakcije koje ostvaruju kot spot aminokiseline

o O-prsten (ometanjem ili oponaSanjem)

o vezivne dzepove anchor aminokiselina

o hidrofobne oblasti: desolvatacija ovih povrSina prilikom interakcije
liganada sa njima ¢e obezbediti povecanje afiniteta kroz povecanu
entropiju oslobodenih molekula vode

o prisustvo i1 raspored molekula vode na vezivnoj povrsini

o stepen komplementarnosti vezivnih povrSina. Molekularne interakcije
koje nisu zadovoljene u nativnom proteinskom kompleksu usled
ograni¢ene komplementarnosti vezivnih povrSina mogu biti

iskoriS¢ene za povecanje afiniteta liganada vezanih u toj oblasti
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Navedene smernice se odnose na razvoj direktnih (ortosternih) inhibitora
protein-protein interakcija, koji se vezuju za vezivnu povrsSinu jedne od proteinskih
subjedinica u kompleksu i spre¢avaju formiranje kompleksa. Potencijalni nedostatak
direktnih inhibitora predstavlja smanjena efikasnost inhibicije kada su u kompeticiji sa
proteinskom jedinicom koja je prisutna u visokoj koncentraciji ili veoma stabilna (16).
Direktni inhibitori protein-protein interakcija se najviSe proucavaju i najjednostavnije ih

je razviti, ali pored njih postoje i alosterni (43) 1 interfacijalni inhibitori (44) (Slika 7).

proteinski
kompleks

7\
'

O v  J

direktni alosterni interfacijalni
inhibitor inhibitor inhibitor

4

Slika 7: Tipovi inhibitora protein/protein interakcija

Alosterni inhibitori protein-protein interakcija se ne vezuju direktno za
proteinske povrSine ukljuene u formiranje kompleksa, ve¢ van njih, dovode¢i do
konformacionih promena vezivnih povrSina koje ometaju njihovo vezivanje.
Interfacijalni inhibitori ne ometaju formiranje proteinskog kompleksa, ve¢ se umecu u
kompleks kada je on nagraden i zadrzavaju ga u nekoj od konformacija koje ne mogu da
obavljaju biolosku funkciju. Primer interfacijalnog inhibitora bi bio C4 peptid koji
blokira funkciju CDK2 / ciklin A kompleksa (45). Iako vec¢ina inhibitora protein-protein

interakcija deluje reverzibilno, razvijen je i ireverzibilni inhibitor MAGI3 kinaze /
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PTEN (eng. membrane associated guanylate kinase / phosphatase and tensin homolog,
MAGI3/PTEN) interakcije, koji po vezivanju gradi kovalentne veze sa proteinom (46).

U postupku dizajna inhibitora jedne protein-protein interakcije mogu se koristiti
razliCite eksperimentalne 1 in silico metode. Sam tok istrazivanja zavisi od dostupnosti
trodimenzionalne strukture proteinskog kompleksa od interesa i njegovih strukturnih
karakteristika. Ako nije poznata struktura proteinskog kompleksa, jedini put za
otkrivanje modulatora interakcija u njemu je in vifro testiranje hemijskih kolekcija
prirodnih ili sintetisanih jedinjenja. Ako je struktura kompleksa poznata, bilo reSena
kristalografskim metodama i NMR tehnikama ili, sa manje pouzdanosti, modelovana
homologim modeliranjem, u dizajnu inhibitora se koriste njene osobine: prisustvo ili
odsustvo hidrofobnih dZepova, komplementarnost oblika, prisustvo i raspored molekula
rastvaraca, odredivanje hot spot 1 anchor aminokiselina (16). Ako u interakciji znacajno
ucestvuju neprekinuti peptidni fragmenti sa jednog od proteina, oni mogu biti
podvrgnuti testovima vezivanja, prevedeni u peptidomimetike i dalje optimizovani. Ako
to nije slucaj moze se upotrebiti de novo racionalni dizajn inhibitora (dizajn iz
fragmenata), zasnovan na prostornom rasporedu energetski znacajnih kontakata na
vezivnoj povrsini.

Primenom opisanih smernica i metoda ve¢ je uspesno razvijeno vise inhibitora
razli¢itih protein-protein interakcija (39,47,48), od kojih se neki nalaze u klinickim
istrazivanjima (49), ili su ve¢ odobreni za primenu u terapiji (50).

Uspesno razvijeni inhibitori protein-protein interakcija se, po svom hemijskom
sastavu, mogu podeliti u dve glavne podgrupe: peptidi 1 njihovi derivati i nepeptidni
organski molekuli. Peptidi predstavljaju prirodan izbor za oponaSanje interakcija
prisutnih na vezivnoj povrsini proteinskog kompleksa. U studiji interakcija globularnih
proteina (51) pokazano je da za viSe od polovine ispitivanih proteinskih kompleksa na
vezivnoj povrsini postoji jedan linearni peptidni segment duzine 5 do 10 aminokiselina
koji doprinosi vise od 50% energije vezivanja pri formiranju kompleksa. Peptide
odlikuje jednostavniji postupak dizajna od nepeptidnih inhibitora i veéa specificnost u
vezivanju, jer se obi¢no razvijaju na osnovu jednog od proteina u interakciji. Nedostatak
peptida je Sto imaju ograni¢enu sposobnost prolaska kroz celijske membrane i Sto su
metabolicki nestabilni. Uz to, peptidi su fleksibilni molekuli pa njihovo vezivanje

neretko ukljucuje znacajnu entropijski nepovoljnu komponentu. Derivatizacijom peptida
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do peptidomimetika moze se korigovati njihova stabilnost, ali i poveéati lipofilnost i
rigiditet, Sto priblizava ove derivate nepeptidnim strukturama, ¢ija je lipofilnost i
stabilnost obi¢no zadovoljavaju¢a. U ovu svrhu peptidi se mogu ciklizovati ili se u
njihovu strukturu mogu inkorporirati aminokiseline koje se ne javljaju u proteinima
(D-aminokiseline, B i y aminokiseline) ili njihovi analozi (peptoidi). Alternativni pristup
dizajnu peptidomimetika jeste oponaSanje rigidnih elemenata sekundarne strukture
proteina bez zadrZavanja elemenata polipeptidnog niza. U ovom pristupu se najcesce
koriste heterocikli¢ne strukture koje prostorno pozicioniraju svoje supstituente kao
elementi proteina koje oponasaju. Tako su dizajnirani mimetici a-heliksa, B-ploce, B iy
okreta (52-55) (Slika 8). Razvijeni su i1 peptidomimetici koji istovremeno mogu da
zauzmu konformacije koje odgovaraju elementima razlicitih sekundarnih struktura, tzv.

univerzalni peptidomimetici (52,56).
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Slika 8: Primeri struktura peptidomimetika

Kao posebna, ograni¢ena klasa inhibitora protein-protein interakcija izdvajaju se

terapeutska antitela (57). Antitela su veoma specifi¢ni inhibitori, ali mogu da moduliraju
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samo ekstracelularne protein-protein interakcije, jer zbog svoje veli¢ine i polarnosti ne
dospevaju u celije.

Povecanje broja dostupnih nepeptidnih inhibitora protein-protein interakcija
omogucilo je detaljniju analizu njihovih osobina. Formirane su i databaze poznatih
inhibitora protein-protein interakcija kao $to su 2p2i (58) i TIMBAL (59). Pokazano je
da su, u poredenju sa klasi¢nim molekulima lekova, inhibitori protein-protein interakcija
veéi (molekulska masa > 400 g/mol), rigidniji, lipofilniji (alogP ~ 4), sa vise

aromatic¢nih prstenova (> 4) i viSe akceptora vodonic¢nih veza (> 4) (59,60) (Slika 9).
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Slika 9: Primeri struktura nepeptidnih inhibitora protein-protein interakcija

Neretko, inhibitori protein-protein interakcija ne zadovoljavaju jedno ili vise
pravila Lipinskog o strukturnim karakteristikama lekova potrebnim za njihovu dobru

resorpciju i permeabilnost. Kao rezultat, postoje¢e kolekcije molekula dizajnirane i
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koris¢ene u razvoju klasi¢nih lekova ne pokrivaju hemijski prostor inhibitora
protein-protein interakcija na odgovaraju¢i nacin, Sto otezava otkrivanje novih
inhibitora (61). Hemijske biblioteke prilagodene razvoju inhibitora protein-protein
interakcija su nedavno razvijene (62). U osnovi dosadasnjih nepeptidnih inhibitora
protein-protein interakcija se obicno nalaze aromaticni, razgranati skeleti, uz dodatne
polarne ili jonske grupe (63). Analiza inhibitora je pokazala i da je njihova najznacajnija
karakteristika njihov molekularni oblik, uz cesto prisustvo dvostrukih veza, radi
smanjenja fleksibilnosti (64). Inhibitori na vezivnoj povrSini zauzimaju povrsinu koja u
proseku odgovara jednom okretu a-heliksa (65). U proseku inhibitori protein-protein
interakcija imaju manji doprinos energiji vezivanja po atomu skeleta (1kJ po atomu)
(66) od tradicionalnih lekova (1.5 kJ / atomu) (63). Strukturne osobine poznatih
inhibitora protein-protein interakcija inkorporirane su u sistem za klasifikaciju i
predvidanje uspesnosti novih predlozenih struktura inhibitora (64).

Povecanje broja uspesnih inhibitora protein-protein interakcija dovelo je i do
boljeg razumevanja grade proteinskih povrSina za koje se inhibitori vezuju. Statisti¢ka
analiza proteinskih povrSina za koje se vezuju i mali organski ligandi i proteini pokazala
je da se mali molekuli najéeS¢ée vezuju u blizini triptofana, histidina, tirozina i
fenilalanina na vezivnoj povrSini, dok retko stupaju u interakcije sa nepolarnim
aminokiselinama kakve su alanin, valin, leucin 1 izoleucin (65). Aminokiseline sa
kojima interaguju inhibitori protein-protein interakcija takode pokazuju veci stepen
evolutivne ocuvanosti 1 najcesce se nalaze u dzepovima, zaklonjene od rastvaraca (17).
Analiza vezivnih povrSina je dovela i do razvoja metoda za statisticko predvidanje
vezivanja inhibitora za vezivnu povrSinu proteinskih kompleksa (67). Na sli¢an nacin,
analizirani su i svi poznati proteinski kompleksi u strukturi ¢ije vezivne povrSine
znacajnu ulogu igra prisustvo a-heliksa, radi predvidanja peptidnih fragmenata strukture
koji bi mogli da ucestvuju u inhibiciji proucavanih struktura (68). Korak dalje
predstavlja analiza koju su sproveli Koes 1 Camacho (34). U svojoj studiji oni su
iskoristili strukturne osobine kompleksa koji su uspe$no inhibirani malim molekulima
da formiraju kriterijume za pronalazenje pocetnih ta¢aka za inhibiciju u drugim
proteinskim kompleksima, bez obzira na njihovu sekundarnu gradu. Sve opisane studije
su izvedene na rigidnim proteinskim strukturama iz PDB databaze kristalografskih

struktura. Moguénost procene uticaja konformacionih promena proteina na izgled
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vezivnih povrSina bi dovela do jo§ preciznijih rezultata (34). Jedna takva studija se
bavila verovatno¢om otvaranja dzepova na vezivnim povrSinama proteinskih kompleksa
za koje su uspesno razvijeni inhibitori (69). Pokazano je da su se u energetski povoljnim
konformacijama proteina, dobijenim polaze¢i od konformacije slobodnog proteina van
kompleksa, dzepovi otvarali samo u onim regionima vezivne povrSine za koje su se
vezivali poznati inhibitori, a ne i svuda po povrsini proteina. Veli¢ina i oblik ovih
dZepova bi stoga diktirali 1 veli¢inu i oblik moguc¢ih inhibitora, dok bi se dodatno fino
prilagodavanje ligandu odigravalo nakon vezivanja inhibitora (69).

Uzeti zajedno, rezultati svih navedenih istrazivanja ukazuju da je moguce
dizajnirati male organske molekule kao inhibitore protein-protein interakcija u
proteinskim kompleksima sa razliitim vezivnim povrSinama, koriste¢i svojstva njihove
molekularne grade. Medutim, kako su interakcije proteina u proteinskim kompleksima
evoluirale da obezbede visok stepen specifi¢nosti vezivanja, svaki proteinski kompleks
predstavlja jedinstveno molekularno okruzenje i mora biti posmatran kao takav. Kao
rezultat, za uspeSan dizajn inhibitora neke protein-protein interakcije, neophodno je
prouciti 1 razumeti osobine njene molekularne povrSine i iskoristiti njene specificnosti

za postizanje afiniteta i selektivnosti potencijalnih inhibitora.
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1.2 P-TEFb kompleks

1.2.1 Grada i funkcija P-TEFb kompleksa

Pozitivni faktor elongacije transkripcije b (P-TEFb) je proteinski kompleks koji
ucestvuje u regulaciji transkripcije aktiviraju¢i RNK polimerazu II. Kataliticko jezgro
P-TEFb kompleksa ¢ini ciklin zavisna kinaza 9 (CDK9) u kompleksu sa ciklinima T1,
T2a, T2b i K (70,71). U kompleksu sa razli¢itim regulatornim proteinima, katalitic¢ko
jezgro P-TEFb kompleksa vrsi fosforilaciju svojih supstrata i omoguéava neometano
odvijanje procesa transkripcije velikog broja gena u celijama. Klju¢na subjedinica
P-TEFb kompleksa za fosforilaciju jeste CDK9 .

CDKO9 je serin-treonin kinaza iz familije ciklin zavisnih kinaza. Dok vecina
ciklin zavisnih kinaza ucestvuje u odvijanju ¢elijskog ciklusa, CDK9, zajedno sa CDK7
1 CDKS8 svoju ulogu ispoljava samo u regulaciji transkripcije. Ciklin zavisne kinaze
odlikuje sli¢nost strukture 1 evolutivna ocuvanost grade. CDK9 deli 33—47% primarne
strukture sa drugim CDK (72,73). CDKD9 je Siroko eksprimirana u velikom broju tkiva,
najviSe u terminalno diferenciranim tkivima (74). Humana CDK9 postoji u dve
izoforme molekulske mase 42 1 55 kDa (CDK9 42 i CDK9 55). Obe izoforme grade
iste komplekse sa ciklinima i razlikuju se po dodatnih 117 N-terminalnih aminokiselina
u CDK9 55 (75), ¢ija uloga nije poznata, ali ima indikacija da su ukljuc¢ene u transport
CDK9 55 molekula u jedarce (76). Izoforma CDK9 42 je dominantno prisutna u
najvecem broju tkiva, mada se nivoi ekspresije dve izoforme razlikuju medu razli¢itim
tipovima celija (76). Od znacaja je pomenuti da se ekspresija CDK9 i ciklina T1
znacajno povecava u procesu aktivacije T- 1 B-limfocita (77,78). Iako su obe izoforme
CDKO9 ukljucene u regulaciju transkripcije, njihove uloge se ne preklapaju u potpunosti.
Postoje indikacije da je CDK9 55 izoforma uklju¢ena u obnavljanje DNK, ali ne u
kompleksu sa ciklinima T (79).

CDKO je u ¢celiji pretezno lokalizovana u jedru, ali se moze naci i u citoplazmi
(80). Novosintetisana CDK9 u ¢eliji je nestabilna, stupa u prolazne interakcije sa
chaperon (eng. chaperon, pratioci) proteinima HSP70, HSP90, Cdc37 (81) 1 stabilizuje
se tek gradenjem kompleksa ca ciklinima T1, T2a, T2b ili K (82), medu kojima je
kompleks sa ciklinom T1 najzastupljeniji (70). Kompleks CDK9 / ciklin T1 se od
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kompleksa drugih ciklin zavisnih kinaza i ciklina razlikuje po manjoj vezivnoj povrsini,
usled promenjene orijentacije ciklina T1 (83), ali je slicne opste grade (Slika 1).
Gradenje kompleksa sa ciklinima je neophodno za aktivaciju CDK9. U formiranom
kompleksu CDK9 / ciklin dolazi do autofosforilacije Thr 186 iz T-petlje CDK9 (83).
Autofosforilacija Thr 186 kod CDK9 je specifi¢na jer se kod vec¢ine drugih CDK
T-petlja fosforiliSe dejstvom CDK7. CDK9 takode autofosforiliSe osam aminokiselina
svog C-terminusa (tzv. C8), §to omogucava transport P-TEFb kompleksa u jedro ¢elije
(84), omogucuje vezivanje P-TEFb / Tat kompleksa za TAR (eng. tramsactivation
response) RNK (85), i utice na redosled vezivanja supstrata na aktivnom mestu kinaze i
mehanizam reakcije katalize (86). CDK9 u kompleksu sa ciklinima je stabilna. Nasuprot
njoj, monomerna CDK9 u ¢eliji je nestabilna i brzo se razgraduje (81,87,88). Uz to,
nivo CDK9 proteina u ¢eliji zavisi od ekspresije ciklina (89,90). Kao rezultat, svoju
fiziolosku ulogu CDK9 obavlja samo u kompleksima sa ciklinima, pretezno kao jezgro
P-TEFb kompleksa.

P-TEFb kompleks svoju ulogu u regulaciji transkripcije obavlja fosforilacijom
serina 2 u karakteristicnoj heptapeptidnoj sekvenci C-terminalnog domena
RNK-polimeraze II (91-93), ali i fosforilacijom negativnih faktora elongacije
transkripcije DSIF (eng. DRB sensitivity inducing factor, faktor osetljivosti na DRB) i
NELF (eng. negative elongation factor, negativni faktor elongacije) (94). Negativni
faktori elongacije su vezani za RNK-polimerazu II i sprecavaju proces elongacije
transkripcije. Nakon fosforilacije od strane P-TEFb, oni disosuju i omoguéavaju
nesmetano odvijanje transkripcije. Dodatna uloga P-TEFb kompleksa je u regulaciji
modifikacije hromatina 1 mRNA (95). Uloga koju ¢e obavljati formiran molekul
P-TEFb kompleksa zavisi od tipa ciklina prisutnog u njemu. Kao regulatorne jedinice
P-TEFb kompleksa, ciklini za koje se veze CDK9 interaguju sa ve¢im brojem drugih
proteina koji usmeravaju katalitiCku aktivnost kinaze tamo gde je potrebna. Signalna
uloga ciklina u P-TEFb kompleksu odslikava se u razli¢itosti njihove primarne strukture
van vezivne povrSine sa CDK9 (83), koja odreduje osobine molekularne povrSine
ciklina dostupne za interakciju sa drugim molekulima. Obe izoforme CDK9 u
kompleksu sa bilo kojim od svojih ciklina ucestvuju u fosforilaciji C-terminalnog
domena RNK-polimeraze II, ali je samo kompleks CDK9 / ciklin T2a uklju¢en u

diferencijaciju miSi¢nog tkiva (96), a CDKO9 / ciklin K u ofuvanje integriteta genoma
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(97). Ciklin K sli¢nu ulogu ima u kompleksima sa CDK12 i CDK13 (98). Ciklini T1 i
T2 imaju ograni¢enu sposobnost da medusobno nadoknade funkcije jer dele jedan broj

gena Ciju transkripciju kontrolisu (90).
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Slika 10: Aktivacija CDK9 / ciklin T1 kompleksa

P-TEFb kompleks u ¢eliji postoji u dva oblika: kataliticki aktivnom i
neaktivnom (Slika 10). Kataliticki aktivni oblik P-TEFb kompleksa se sastoji od
kompleksa CDK9 / ciklin T sa kojim pre procesa transkripcije stupa u interakcije
regulatorni jedarni BRD4 protein (eng. bromodomain containing protein 4, protein sa
bromodomenom 4) (99,100). U neaktivnoj formi P-TEFb kompleksa se jedan molekul
7SK snRNK (eng. small nuclear, mala jedarna RNK, snRNK) i dva molekula HEXIM
proteina (eng. hexamethylene bis-acetamide inducible, protein indukovan heksametilen
bisacetamidom) nalaze vezani za CDK9/ciklin T kompleks. 7SK snRNK i HEXIM
proteini se vezuju samo za aktivan kompleks CDK9/ciklin T1 u kome je CDK9
prethodno autofosforilisana (101,102). Na ovaj nacin se nastankom neaktivnog oblika
P-TEFb kompleksa direktno reguliSe i smanjuje aktivnost CDK9 u celiji. Nakon
disocijacije HEXIM (HEXIMI1 ili HEXIM?2) proteina i 7SK snRNK CDK9 / ciklin T
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kompleks je ponovo kataliticki aktivan, §to ukazuje da neaktivni oblik P-TEFb
kompleksa sluzi kao celijski depo privremeno inaktivirane CDK9 kojim se reguliSe
njena aktivnost (103). Aktivnost P-TEFb kompleksa je regulisana i1 fosforilacijom i
acetilacijom same CDK9. Acetilacija Lys 44 u sekvenci CDK9 vodi povecanju nivoa

aktivnosti P-TEFb kompleksa (104).
1.2.2 Patoloski znacaj P-TEFb kompleksa

Regulacija nivoa CDK9 aktivnosti u ¢eliji ima znaCaj u terapiji razlicitih

patoloskih stanja kod ljudi (82,105,106) (Slika 11).
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Slika 11: Efekti inhibicije aktivnosti P-TEFb kompleksa u patoloSkim stanjima

Kao deo P-TEFb kompleksa, CDK9 omogucuje elongaciju transkripta velikog
broja gena, a samim tim doprinosi regulaciji nivoa transkripcije u ¢eliji. Deregulacija
aktivnosti P-TEFb kompleksa ucestvuje u visSe malignih stanja (82): limfomima (107),
rabdomiosarkomu (108), kanceru prostate (109), PNET (eng. primitive
neuroectodermal tumor, tumor nediferenciranog neuroektoderma) neuroblastomu (110).
Smanjenje nivoa CDK9 aktivnosti u ¢eliji smanjice i nivo transkripcije, $to ¢e se najvise
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odraziti na nivo kratkoziveéih proteina u ¢eliji kao Sto su regulatori ¢elijskog ciklusa
(ciklini D) 1 antiapoptotski proteini Mcl-1 (eng. myeloid cell leukemia sequence 1,
mieloidni Celijski faktor 1), XIAP (eng. X-linked inhibitor of apoptosis, inhibitor
apoptoze povezan sa X hromozomom), proteini Bcl-2 familije (eng. B-cell lymphoma 2,
limfom B-¢elija), MDM2 (eng. mouse double minute) i survivin (106,111). Jedan broj
tumorskih celijskih linija prezivljava zahvaljuju¢i neprestanoj transkripciji i sintezi
kratkozivecih anti-apoptotskih faktora. Primer su ¢elije hroni¢ne limfocitne leukemije
(112), multiplog mieloma (113), osteosarkoma (114). Kod takvih ¢elija, smanjenje
nivoa transkripcije, inhibicijom aktivnosti CDK9, vodi u apoptozu (112,113,115).

Aktivnost CDK9 je takode neophodna za transkripciju metaloproteinaze MMP9,
koja je uklju¢ena u metastazu tumora (116). Danas se u klinickim ispitivanjima nalazi
ve¢i broj CDK inhibitora za koje se smatra da indukuju apoptozu tumorskih ¢elija
inhibicijom aktivnosti CDK9 (105,117-119). Uz to, pokazano je da inhibitori CDK9
ometaju 1 proces angiogeneze (120), Sto povecava znacaj CDK9 u onkologiji.
Spre¢avanje procesa formiranja novih krvnih sudova od strane tumorskih Ccelija
(neoangiogeneze) je korisna strategija za suzbijanje rasta tumora, jer se tumorskom
tkivu ogranicava dotok kiseonika i hranljivih materija.

Indukcija apoptoze ometanjem transkripcije kratkozivecih proteina je primenjiva
strategija 1 u terapiji hroni¢nih inflamatornih procesa kao §to je reumatoidni artritis, gde
CDK9 kontroliSe Zivotni vek neutrofila odrzavaju¢i nivo anti-apoptotskog Mcl-1
proteina (121). Smanjenje aktivnosti CDK9 kod hroni¢nih inflamatornih stanja, bi,
smanjenjem broja aktivnih neutrofila, smanjilo 1 oSte¢enja tkiva nastala njithovom
neumerenom aktivacijom.

Ulogu P-TEFb kompleksa u regulaciji transkripcije iskori§¢ava jedan broj virusa
za svoju replikaciju u celijama (82). Ovi virusi regrutuju P-TEFb kompleks za
aktivaciju svoje transkripcije celijskom RNK-polimerazom II, pa je smanjenje
aktivnosti CDK9 od koristi u terapiji jednog broja virusnih infekcija. Kod infekcije
HIV-1 virusom, virusni Tat (eng. trams-activator of transcription, transaktivator
transkripcije) protein regrutuje kompleks CDK9 / ciklin T1 ¢elije domacdina da bi
omogucio transkripciju virusnih gena (122). Ova interakcija je specifi¢na za kompleks
CDKO9 sa ciklinom T1 (123,124). Tom prilikom Tat se vezuje za TRM (eng. Tat:TAR

recognition motif, motiv za prepoznavanje Tat:TAR kompleksa) region ciklina T1, koji
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nije prisutan u ciklinima T2 i K i koji sadrzi cistein potreban za koordinaciju atoma
cinka iz grade Tat proteina. Uz TRM region, Tat protein interaguje i sa T-petljom
CDKO9 (125). Vezivanje Tat proteina za P-TEFb povecava vezivnu povrSinu kompleksa
CDK9 / ciklin Tl i dovodi do konformacionih promena kompleksa (125) koje
povecavaju kataliticku aktivnost CDK9 i1 menjaju specificnost za supstrate (126).
Virusni Tat protein, inhibitorni HEXIM 1 aktivacioni Brd proteini se vezuju sa isti
region na ciklinu (127,128). Postoje indikacije da Tat protein moZze da istisne HEXIM iz
kompleksa sa ciklinom i tako reaktivira neaktivni P-TEFb (122,129). Aktivacija HIV-1
transkripcije pod dejstvom CDK9 =zavisi i od stepena fosforilacije CDKO.
Defosforilacija aminokiseline Ser 175 iz T-petlje CDK9 dejstvom proteinske fosfataze 1
dovodi do aktivacije HIV-1 transkripcije (130). Moguce objasnjenje se moZze naci u
¢injenici da Tat protein prilikom svog vezivanja pozicionira bocni niz svog Glu 9 u
neposrednu blizinu ovog serina, $to bi u slucaju fosforilisanog Ser 175 dovelo do
nepovoljnih elektrostatskih interakcija. Vise eksperimentalnih studija je pokazalo da je
smanjenjem aktivnosti P-TEFb kompleksa moguce inhibirati HIV-1 transkripciju 1
replikaciju bez uticaja na prezivljavanje i proliferaciju ¢elija (89,131-133).

Osim u infekciji HIV-1 virusom, pokazano je da P-TEFb kompleks igra ulogu i
kod infekcija Epstajn-Barovim virusom (134), humanim T-limfotropnim virusom tip 1
(135), humanim citomegalovirusom (136), herpes simplex virusima (137). Udruzen
antivirusni 1 antitumorski efekat koji se postize inhibicijom aktivnosti P-TEFb
kompleksa bio bi od koristi onkoloskim pacijentima koje oslabljen imunski sistem
(usled radioterapije ili primene citostatika) ¢ini podloznim infekcijama (138).

Povecana aktivnost P-TEFb kompleksa je jedan od faktora odgovornih za razvoj
hipertrofije miokarda (139), $to njegovoj inhibiciji daje potencijalan terapijski znacaj i u
kardiologiji (140,141). Dok bi u potencijalnoj primeni inhibitora CDK9 aktivnosti u
terapiji HIV infekcija cilj bio hroni¢na terapija niskim koncentracijama inhibitora i
sprecavanje replikacije virusa sa minimalnim uticajem na transkripciju ¢elija domacina,
u terapiji hipertrofije miokarda bi se modifikovala transkripcija celija veéim

koncentracijama inhibitora, uz odrzavanje ¢elija srca u zivotu (73).
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1.2.3 Inhibicija aktivnosti P-TEFb kompleksa
ATP — kompetitivni inhibitori

Patoloski znac¢aj P-TEFb kompleksa opravdava razvoj inhibitora njegove
aktivnosti. NajviSe paznje u razvoju inhibitora P-TEFb posveceno je katalitickoj

subjedinici kompleksa, CDK?9 i njenom aktivnom centru.
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Slika 12: Aktivni centar CDK9 (levo): Apo forma CDK9 (zuto), CDK?9 iz kompleksa sa
inhibitorom DRB (sivo). Aktivni centar je prikazan zelenom, a C-terminus CDK9
plavom bojom. Dijagram interakcija ATP-a sa CDK9 (desno)

Kao ciklin zavisna kinaza, CDK9 deli sa drugim proteinima ove familije
evolutivno ocuvan aktivni centar (142): hidrofobni dZep na pregibu svoja dva domena,
koji sluzi za vezivanje molekula ATP (Slika 12). Uz hidrofobni dzep u kome se smesta
purinsko jezgro ATP-a, u vezivnhom mestu nalazi se i polipeptidni niz aminokiselina
(aminokiseline 104-107) koji povezuje N i1 C terminalne domene CDK9 1 formira
vodoni¢ne veze sa adeninom. Ribozil-fosfatni supstituent ATP se pri vezivanju smesta u
dzep u ¢ijoj neposrednoj blizini je fleksibilna petlja bogata glicinom. Fleksibilni
C-terminus CDK9 se takode nalazi u blizini aktivnog centra i njegovo prisustvo utice na
tok katalize, reguliSu¢i redosled vezivanja supstrata. Za razliku od CDK2, kod koje je
vezivanje ATP 1 supstrata nasumicno, CDK9 uvek prvo vezuje ATP, zatim vezuje,

fosforilise i otpusta svoj fosforilisani supstrat, da bi na kraju iz njenog aktivnog centra
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disosovao ADP (86). Ovim mehanizmom se sprecava sukcesivno fosforilisanje vise
grupa u neposrednoj blizini na supstratu, Sto odrzava specificnost interakcija sa
supstratom (86). Interakcije ATP sa CDK9 su analogne njegovim interakcijama u
kompleksu sa ostalim CDK. Kao rezultat, ATP-kompetitivni inhibitori CDK su
relativno neselektivni, pa ATP-kompetitivni inhibitori CDK9 istovremeno inhibiraju i
druge ciklin zavisne kinaze. Neki od inhibitora CDK9 ovog tipa su flavopiridol, DRB,
meriolini, CR8, 12u i drugi (u (141) i reference citirane u radu) (Slika 13).
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Slika 13: Primeri ATP kompetitivnih inhibitora CDK9
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Do danas je razvijeno vise od 30 inhibitora CDK9 ovog tipa (141), od kojih su
neki u klini¢kim istrazivanjima (143). Njihov terapeutski potencijal lezi u terapiji
razli¢itih maligniteta. Maligno izmenjene ¢elijske populacije odlikuje velika raznolikost
u profilu ekspresije gena. Kod ovakvih ¢elija, moguénost istovremene inhibicije vise
ciklin zavisnih kinaza, ometanje ¢elijskog ciklusa, supresija transkripcije i indukcija
apoptoze bi smanjila stopu prezivljavanja malignih ¢elija efikasnije nego inhibicija
samo jedne od ciklin zavisnih kinaza (144). Medutim, ograni¢ena selektivnost inhibitora
CDK povecéava njihove nezeljene efekte i toksi¢nost (105,145). Uz to, u patoloSkim
stanjima u kojima je aktivnost CDK9 glavno ciljno mesto, kao §to su virusne infekcije i
hipertrofija miokarda, neophodna je primena selektivnijih inhibitora CDK9 aktivnosti
(144).

Odreden napredak u razvoju selektivnih ATP-kompetitivnih CDK9 inhibitora
postignut je zahvaljuju¢i razumevanju molekularnih osnova interakcija poznatih
inhibitora sa aktivnim mestom CDK9, kao i strukturnih karakteristika ATP-vezujuceg
dzepa CDKO9 koje je razlikuju od drugih ciklin zavisnih kinaza. Kao rezultat, sintetisani
su selektivniji inhibitori, kao Sto su EXEL-8647 (struktura nije javno dostupna) (146) i
CANSO08 (slika 13) (147). Proucavanje molekularnih osnova interakcija selektivnijih
ATP-kompetitivnih inhibitora ukazalo je da postoje specificnosti u gradi CDK9 koje se
mogu iskoristiti za poboljSanje selektivnosti dejstva inhibitora.

CDK9 odlikuje veca fleksibilnost aktivnog mesta i moguénost akomodacije
ve¢ih molekula inhibitora u poredenju sa drugim CDK (148,149). Na ulazu u
ATP-vezuju¢i dzep nalazi se tzv. ,,povrSina za specificnost koju odlikuje prisustvo
razli¢itih aminokiselina kod razli¢itth CDK. U CDK9 se tu nalaze male, nepolarne
aminokiseline Ala 153 1 Gly 112, koje dozvoljavaju prisustvo voluminoznih
supstituenata u inhibitorima koji ne bi bili tolerisani u drugim CDK (141,150,151).
Inhibitori iz serije 2,4 - disupstituisanih pirimidina (12u, slika 13) ispoljavaju
selektivnost ka CDK9 usled vece prilagodljivosti aktivnog mesta njihovim aktivnim
konformacijama i optimizovanim ostvarenim hidrofobnim interakcijama (148).

Kod CDK9 promena konformacije petlje bogate glicinom stabilizovana je
pomeranjem susedne B3—aC petlje (105,141,150). Indukcija neaktivne konformacije
kinaze promenom pozicije petlje bogate glicinom je ranije opisana kod drugih kinaza.

Petlja bogata glicinom preklapa aktivni centar CDK9 u prisustvu inhibitora pri ¢emu
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aminokiselina Phe 30 uspostavlja dodatne kontakte sa inhibitorom. Ovo je primeéeno u
kompleksu CDK9 sa inhibitorima flavopiridolom (83), DRB (152), 2,4-disupstituisanim
pirimidinima (148) CRS8 (153) i CANS508 (154) (strukture inhibitora na slici 13). Ovu
konformacionu promenu omogucuje prisustvo aminokiseline Leu 51 u aminokiselinskoj
sekvenci CDK9. Leu 51 ispunjava hidrofobni dzep nastao pomeranjem Phe 30 i

stabilizuje konformaciju. U ostalim CDK se na analognoj poziciji Leu 51 nalaze bazne

aminokiseline, koje su previSe polarne da bi omogucile ovu stabilizaciju (150).

petlja bogata
glicinom
halogene

Slika 14: Inhibitor DRB u komi)leksu sa CDK9. Atomi hlora (oker) grade halogene
veze, dok petlja bogata glicinom prekriva inhibitor

U aktivhom centru CDK9 postoji mogucénost gradenja halogenih veza sa
molekulima inhibitora. Inhibitor DRB prilikom vezivanja za CDK9 gradi halogene veze
analogne vodoni¢nim vezama koje nastaju prilikom vezivanja ATP-a za CDK proteine
(152) (Slika 14). Medutim, veéi sterni zahtevi halogenih atoma u odnosu na atome
vodonika diktiraju selektivnost DRB za CDK9, ¢iji aktivni centar omogucava
formiranje ovih veza, za razliku od aktivnog mesta CDK2 (152).

Dodatnu selektivnost u svom dejstvu inhibitori CDK9 mogu da ostvare
interakcijama sa aminokiselinama C-terminusa CDK9. C-terminus CDK9 se nastavlja

na njen kinazni domen 1 slabo je evolutivno oCuvan. U aktivnoj konformaciji CDK9,
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C-terminus se nalazi u neposrednoj blizini aktivnog mesta i utice na mehanizam katalize
(86). Pokazano je da neki od ATP-kompetitivnih inhibitora stupaju u interakcije sa
C-terminusom, prilikom kojih dolazi do stabilizacije kompleksa CDK9 sa inhibitorima
(152). Ovo je pretezno slucaj sa inhibitorima sa voluminoznijim supstituentima.
Interakcija sa C-terminusom CDK9 nije od znacaja kod svih grupa inhibitora, §to je
pokazano na seriji inhibitora na bazi 2,4-disupstituisanih pirimidina (148).
Konformaciona fleksibilnost aktivnog centra CDK9 obuhvata 1 polozaj aC
heliksa. Kao posledica relativno male vezivne povrSine CDK9 / ciklin T1 kompleksa
interakcije u aktivnom centru 1 povecanu selektivnost (154). Inhibitor CAN508 prilikom

svog vezivanja koristi hidrofobni dZep nastao pomeranjem aC heliksa (Slika 15).

aC heliks

\

Slika 15: Inhibitor CAN508 u kompleksu sa CDK9 i dZep nastao pomeranjem heliksa
(uokviren)

Uprkos svemu navedenom, visokospecifiéni inhibitor CDK9 joS uvek nije
razvijen. Razvoj takvog inhibitora znacajno otezava evolutivha ocuvanost
ATP-vezujuéeg mesta u CDK familiji (106,141), usled koje je veliki broj istih
strukturnih karakteristika vezivnog mesta prisutan kod razlicitih CDK. Ako se uz to
uzme u obzir da ATP-kompetitivni inhibitori CDK9 moraju da ostvare inhibiciju u
prisustvu visokih intracelularnih koncentracija ATP (145), alternativni, ATP-nezavisni

pristupi inhibiciji aktivnosti P-TEFb kompleksa dobijaju na znacaju (155).
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ATP nekompetitivni inhibitori

Alternativni pristup dizajnu inhibitora CDK9 predstavlja ometanje formiranja
aktivnog P-TEFb kompleksa. Ova strategija je ranije ve¢ uspesno primenjena na druge
enzime (156). Potencijalna ciljna mesta za razvoj ATP-nekompetitivnih inhibitora
aktivnosti razli¢itth P-TEFb kompleksa na povrSini CDK9 ukljuCuju povrSinu za

vezivanje ciklina i region T-petlje sa kojim Tat protein stupa u interakciju (Slika 16).

inhibicija formiranja

ATP vezujuce
mesto

inhibicija vezivanja
Tat proteina

Slika 16: Ciljna mesta za razvoj ATP nekompetitivnih inhibitora aktivnosti P-TEFb
kompleksa na povrSini CDK9 (Zuto) u kompleksu sa ciklinom T1 (zeleno) i Tat
proteinom (crveno). Aktivni centar CDK9 uokviren je crvenom.

U kontekstu CDK9, inhibicija formiranja kompleksa upotrebljena je na
aktivnom P-TEFb-Tat kompleksu koji se formira prilikom replikacije virusa HIV-1
interakcijom virusnog Tat proteina sa P-TEFb kompleksom. Kako Tat, prilikom

interakcije sa P-TEFb kompleksom ostvaruje kontakte sa T-petljom CDK9 (125),
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razvijena su dva inhibitora koja se vezuju za povrSinu CDK9. Ovi inhibitori menjaju
konformaciju T-petlje 1 onemogucavaju formiranje aktivhog P-TEFb-Tat kompleksa,
ometajuéi virusnu transkripciju, bez uticaja na celijsku aktivnost P-TEFb kompleksa
(157). Da bi se postigla inhibicija Celijske aktivnosti P-TEFb kompleksa, bilo bi
potrebno ometati formiranje samog jezgra P-TEFb kompleksa, spreCavanjem vezivanja
CDKO9 za ciklin T1. Indirektno, to je postignuto primenom geldanomicina i ometanjem
interakcija CDKO 1 citoplazmatskih proteina pratioca (81), ¢ime je spreceno pravilno
formiranje tercijarne strukture CDK9 i formiranje P-TEFb kompleksa. Sli¢an efekat bi
se mogao posti¢i i direktnom inhibicijom CDKY/ ciklin T1 protein-protein interakcije.
Dokaz za to predstavlja inhibicija aktivnosti CDK2 / ciklin A kompleksa, primenom
peptidnog inhibitora nazvanog C4 koji ometa ovu protein-protein interakciju, vezujuci
se za CDK2 / ciklin A kompleks i blokiraju¢i kompleks u neaktivnom obliku (45).
Pomenuti inhibitor je razvijen na osnovu sekvence jednog od heliksa ciklina A 1 sastoji
se od 22 aminokiseline, ali je efekat moguce posti¢i i znatno manjim molekulima.
Heksapeptid NBI1, dobijen skriningom peptida takode inhibira nastanak CDK2 / ciklin
A kompleksa (158). Oba peptida, i C4 i NBI1 su pokazala antiproliferativno dejstvo u
tumorskim celijskim linijjama (45,158). Zbog peptidne prirode C4 i NBII, njihovo
dejstvo je ograniceno stepenom unosa u celije, pa pokazuju znacajno bolji efekat ako se
koriste spregnuti sa nekim nosac¢em (npr. Tat proteinskom sekvencom) (45,158).
Inhibitori protein-protein interakcija CDK9 / ciklin T1 kompleksa bi postigli
vecu selektivnost dejstva od ATP-kompetitivnih inhibitora aktivnosti CDK9 i mogli bi
da se primenjuju u svim terapijskim oblastima u kojima je neophodno regulisati
aktivnost P-TEFb kompleksa, za razliku od inhibitora formiranja P-TEFb/Tat
kompleksa cija primena je ograniCena na HIV-1 infekciju. Veé otkriveni inhibitori
formiranja kompleksa drugih CDK i njihovih ciklina opravdavaju osnovnu ideju ovog
pristupa inhibiciji aktivnosti P-TEFb kompleksa, dok na bitne elemente u samom
procesu dizajna inhibitora upucuju skorasnja saznanja o molekularnoj gradi i

karakteristikama samih proteinskih kompleksa i1 protein-protein interakcija.
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1.3 Protein-protein interakcije prisutne u P-TEFb kompleksu

Poznavanje trodimenzionalne strukture proteinskih kompleksa predstavlja
polaznu tacku za studiju interakcija u njima na molekularnom nivou. Dodatan izvor
informacija predstavljaju biohemijske i geneticke studije, kao Sto su studije tackastih
mutacija na proteinima, ali je pouzdan strukturni prikaz kompleksa neophodan za in
silico simulacije samog kompleksa. U nedostatku eksperimentalnih struktura moguce je
dobiti uvid u strukturu kompleksa homologim modeliranjem. Strukture dobijene ovom
tehnikom su, medutim, manje pouzdane od eksperimentalno reSenih, koje se najcesée
dobijaju primenom kristalografije i NMR (nuklearna magnetna rezonanca) metoda.

Trodimenzionalna struktura CDK9 / ciklin T1 kompleksa prvi put je
kristalografski resena 2008. godine (83). Dve godine kasnije reSena je struktura ovog
kompleksa vezanog za Tat protein HIV-1 virusa (125). Ove dve strukture pokazale su
da je kompleks CDK9 / ciklin T1 graden analogno kompleksima drugih CDK sa
njihovim ciklinima, ali 1 da postoje odredene razlike. Pregled sli¢nosti i razlika se moze
naci u referenci (83). Najveca razlika lezi u manjem broju kontakata izmedu CDK9 i
ciklina T1 i orijentaciji ciklina. Ciklin T1 je u dodiru samo sa N-terminalnim domenom
CDKO9 i zarotiran je 26° u odnosu na polozaj drugih ciklina u njihovim kompleksima sa
CDK c¢elijskog ciklusa. Jos jedna transkripciona CDK, CDKS, pokazuje slicnu gradu

svog kompleksa sa ciklinom C, sa umerenijom rotacijom polozaja ciklina (10°) (159) .

Slika 17: Kompleksi CDK9 / ciklin T1 (zuto/zeleno) i CDKS / ciklin C (sivo/plavo)

I CDK9 i CDKS8 imaju produZen N-terminus u odnosu na ostale ¢lanove CDK

familije 1 njime stupaju u interakcije sa svojim ciklinima. N-terminus CDKS je jasno
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struktuiran u heliks u kompleksu sa ciklinom C i povecava vezivnu povrsinu kompleksa
za oko 700 A? (159), dok je N-terminus CDK9 nestruktuiran u kompleksu (Slika 17).

Manji broj kontakata izmedu CDKO i ciklina T1 daje ovom kompleksu vecu
konformacionu fleksibilnost (83). Uprkos tome, osnovna vezivna povrSina izmedu
CDKO9 i ciklina T1 je strukturno analogna povr§inama prisutnim u interakcijama drugih
ciklin zavisnih kinaza i njihovih ciklina. Cini je aC heliks kinaza koji interaguje sa H3 —
H5 heliksima ciklina. Zbog evolutivne ocuvanosti aminokiselina koje ulaze u
interakciju sa CDK9 izmedu ciklina T1, T2 i K, kompleksi CDK9 sa ciklinima T2 i K
verovatno imaju analognu strukturu reSenom kompleksu sa ciklinom T1 (83).

Smanjen broj kontakata izmedu subjedinica CDK9/ciklin T1 kompleksa takode
omogucava olakSanu promenu konformacije kompleksa pod dejstvom regulatornih
proteina (83). Tat protein HIV-1 virusa takode deluje na ovaj nacin kada se veze za
kompleks. Tat protein najve¢im delom interaguje sa ciklinom T1, ali gradi i kontakte sa
T-petljom CDK9. Vezivanje Tat proteina menja orijentaciju subjedinica kompleksa,
dovodi do promena u vodoni¢nim vezama koje gradi fosfotreonin 186 i alosterno utice

na oblik ATP-vezujuceg mesta (125) (Slika 18).

Slika 18: Kompleks CDKO9 / ciklin T1 / Tat (ruZicasto/zeleno/crveno) i CDK9 iz
kompleksa bez Tat proteina (Zuto). Fosfotreonin 186 je prikazan Stapi¢ima.
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Danas se u RCSB PDB (eng. Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Databank) bazi podataka (160) koja sluzi za deponovanje
reSenih struktura makromolekula nalazi 17 kristalografskih struktura ljudskih CDK9 /
ciklin T1 kompleksa. Ove strukture se medusobno razlikuju po prisustvu ili odsustvu

inhibitora, liganada ili drugih proteina (Tabela 1).

Tabela 1: Kristalografske strukture CDK9 / ciklin T1 kompleksa

PDB ID opis literatura

3blh CDKO / ciklin T1 kompleks

3blg CDKOY / ciklin T1 kompleks, ATP (83)
3blr CDKO9 / ciklin T1 kompleks, flavopiridol

31g5 CDKO9 / ciklin T1 kompleks, S-CR8 (161)
3tni CDKO9 / ciklin T1 kompleks, mutacija F241L

3tn8 CDKO / ciklin T1 kompleks, CAN508

3tnh CDK9 / ciklin T1 kompleks, CAN508 (86)
4ec8 CDKO9 (puna duzina) / ciklin T1 kompleks, ATP

4ec9 CDKO9 (puna duzina) / ciklin T1 kompleks

3mi9 CDKO9 / ciklin T1 kompleks, HIV-1 Tat

3mia CDKO9 / ciklin T1 kompleks, ATP, HIV-1 Tat (125)
3myl CDKO9 / ciklin T1 kompleks, DRB

4bct CDKO9 / ciklin T1 kompleks, pirimidinski inhibitor

4bch CDKO9 / ciklin T1 kompleks, pirimidinski inhibitor (148)
4bci CDKO9 / ciklin T1 kompleks, pirimidinski inhibitor

4bcj CDKO9 / ciklin T1 kompleks, pirimidinski inhibitor

4imy CDKO / ciklin T1 kompleks, AFF4 protein (162)

U svim do sada reSenim kristalografskim strukturama CDK9 se nalazi vezana za
ciklin T. Vezivanje za ciklin aktivira CDK9 1 stoga je u svim kristalografskim
strukturama CDK9 u nekoj od konformacija koje odgovaraju aktivnoj kinazi. Vezivanje
Tat-proteina za kompleks CDKO9 / ciklin T1 dalje menja konformaciju CDKO9 i povecava
aktivnost kompleksa (125). U nekim od kristalografskih struktura inhibitori dovode do
konformacionih promena u petlji bogatoj glicinom iznad aktivnog mesta CDKO9,

dovode¢i petlju u polozaj koji je opisan u neaktivhim apo kinazama. Ove male
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konformacione promene, medutim, ne odslikavaju konformaciju CDK9 u njenom
neaktivnom, slobodnom obliku. Uvid u izgled apo forme CDKO9, koja postoji u ¢elijama
pre vezivanja za cikline, moZe se za sada dobiti samo preko njenih teorijskih modela, in
silico simulacijama. Konformacija slobodnog ciklina T1 se ne razlikuje znacajno od
njegove konformacije u kompleksu sa CDK9 (83).

Presek vezivnih povr§ina kompleksa CDK9/ciklin T1 pokazuje da u formiranju
kompleksa pretezno ucestvuju kratki linearni segmenti sa oba proteina. Izuzetak
predstavlja N-terminus CDK9 (aminokiseline 8—13) i sekvenca aminokiselina 141-148

sa ciklina T1 (Slika 19).

Slika 19: Vezivne povrsine kompleksa CDK9/ciklin T1 (Zuto/zeleno). Segmenti
proteina koji ucestvuju u izgradnji vezivne povrsine su obeleZeni plavo/ljubicasto.
Najvazniji linearni peptidni segmenti su uokvireni.

Pored opisanih, u P-TEFb kompleksu se jo§ javljaju interakcije katalitickog
jezgra sa HEXIM 1 7sk snRNK subjedinicama pri formiranju neaktivnog oblika
kompleksa, ali trodimenzionalna struktura ovog oblika P-TEFb kompleksa jo$ uvek nije

precizno reSena.
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2. Rezultati i diskusija

2.1. Inhibicija CDKD9 / ciklin T1 interakcije

2.1.1. Studija P-TEFb

Cilj ove doktorske disertacije je dizajn direktnih inhibitora proteinske interakcije
CDKO9 / ciklin T1. Inhibicija funkcije CDK9 / ciklin T1 kompleksa je od znacaja u
terapiji razli¢itih patoloskih stanja kod ljudi (neki tipovi tumora, HIV-1 infekcija,
hipertrofija miokarda). Proucavanje strukture CDK9 / ciklin T1 proteinskog kompleksa
pruzi¢e uvid u znaCajne strukturne karakteristike vezivnih povrSina kompleksa i
omoguciti identifikaciju najznacajnijih aminokiselinskih kontakata izmedu ova dva
proteina. Prvi korak u dizajnu inhibitora predstavljaée strukture kratkih peptida (5 — 8
aminokiselina) dobijene oponasanjem interakcija iz CDK9 / ciklin T1 kompleksa.
Analiza energija vezivanja dobijenih peptida, zajedno sa informacijama o strukturi
vezivnih povrSina samog CDK9 / ciklin T1 kompleksa bi¢e upotrebljene za dizajn
nepeptidnih molekula, potencijalnih inhibitora CDKO9 / ciklin T1 interakcije. U ovom
poglavlju bi¢e predstavljena strukturna i energetska analiza vezivnih povr§ina CDK9 /

ciklin T1 kompleksa.

2.1.1.1. Priprema kompleksa

Za in silico dizajn direktnih inhibitora CDK 9 / ciklin T1 interakcije koriS¢ena je
kristalografska struktura PDB ID: 3blh (83) koja predstavlja kompleks ciklina T1 sa
CDK9 42 izoformom CDK9 sa skra¢enim C terminusom, bez liganada ili inhibitora.
CDK9 u ovoj strukturi sadrzi prvih 325 od 372 aminokiseline u gradi CDKO.
C-terminus CDKO9 ne igra ulogu u interakciji kinaze sa ciklinom i njegovo odsustvo ne
utie na rezultate ove studije. Proteinske sekvence CDKO i ciklina T1 u strukturi 3blh
nisu potpuno identi¢ne zvani¢nim sekvencama ovih proteina. Sekvenca CDK9 ne
zapoc€inje metioninom, ve¢ glicil-prolinom, Sto je ostatak od procesa eksprimiranja
ljudskog proteina u ¢elijama insekata. Ova mutacija ne uti¢e znacajno na strukturu
proteina, jer se nalazi na samom kraju neuredenog i vrlo pokretljivog N-terminusa

kinaze, ¢ija elektronska gustina (a time i koordinate atoma) nije reSena ni u jednoj
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kristalografskoj strukturi CDK9. N-terminus CDK9 je neureden i u odsustvu ove
mutacije. U sekvenci ciklina T1 prisutne su tri mutacije GIn77Arg / Glu96Gly /
Phe241Leu za koje je pokazano da ne utiu na izgled vezivnih povrSina kompleksa.
Mutacija Gln polozaja 77 sa jedne od petlji ciklina Tl u Arg je mutacija koja se
prirodno javlja u strukturi ciklina T1. Mutacija Phe polozaja 241 u Leu doprinosi
formiranju kristala kompleksa 1 nije blizu vezivnih povrSina kompleksa (154). Za
mutaciju Glu polozaja 96 do Gly je pokazano da ne uti¢e znac¢ajno na konformaciju
kompleksa i njegovu kataliticku aktivnost (154).

Kristalografska rezolucija strukture 3blh je 2.48A, a sama struktura zadovoljava
preporucene vrednosti kvaliteta kristalografskih parametara koji pokazuju koliko dobro
dobijeni model odgovara eksperimentalnim ¢injenicama (R<0.25, R-free <0.4 i R-free —
R =0.042 < 0.05 (163)). Kako su do sada sve kristalografske strukture CDK9 / ciklin
T1 kompleksa reSene iz kristala sa istim tipom kristalne reSetke nije bilo moguce
proveriti uticaj pakovanja u kristalu na konformaciju kompleksa. Kontakti izmedu
susednih molekula proteina u kristalu mogu da izmene konformaciju molekula, ali
nijedna od aminokiselina u blizini vezivnih povrSina proteina od interesa u ovom
istrazivanju ne ucestvuje u formiranju takvih kontakata, $to Cini strukturu 3blh
pogodnom za proucavanje CDK9 / ciklin T1 kompleksa.

Cetiri fleksibilne proteinske petlie CDK9 u kristalografskoj strukturi 3blh
nemaju reSenu konformaciju zbog nedovoljne elektronske gustine. Ove petlje ukljucuju
aminokiseline polozaja 51-54 (petlja pre aC heliksa), 88-97, 177-181 (T-petlja) i
260-266. Petlje su dodate iz odgovaraju¢ih CDK9 struktura ili modelovane homologim
modeliranjem, po protokolu opisanom u odeljku 4.1.1 (Slika 20).
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Slika 20: Polozaj modelovanih petlji (ruzicasto) i N-terminusa (plavo) na strukturi
CDKO9 (zuto)

T-petlja 1 petlja sa aminokiselinama 260-266 su modelovane na osnovu
konformacija koje imaju u P-TEFb/Tat kompleksu. Iako vezivanje Tat proteina za
P-TEFb dovodi do konformacionih promena u P-TEFb kompleksu, ove promene su
lokalizovane na ciklinu T1 1 regionu oko petlje 51-54 na CDK9 i ne zahvataju oblasti
preuzetih petlji (125). Fosfatna grupa fosforilisanog Thr 186 iz T-petlje CDK9 je
uklonjena pre simulacije. Thr 186 nije fosforilisan u neaktivnoj, slobodnoj CDK®9.

Stanje protonacije svih aminokiselina u kompleksu odredeno je na fizioloSkom
pH od 7.4, uzimajuéi u obzir njihovo hemijsko okruzenje. Koordinate atoma prvih 7
aminokiselina N-terminusa CDK9 i prvih 5 aminokiselina N-terminusa ciklina T1 nisu
reSene u kristalografskoj strukturi 3blh. Kao rezultat, pozitivno naelektrisanje koje
N-terminusi proteina obi¢no nose na fizioloSkom pH je izostavljeno sa N-terminusa

(Arg 5) ciklina T1 u simulaciji P-TEFb kompleksa, ali je zadrzano na N-terminusu (Val
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8) CDK9, zbog njegove izlozenosti rastvaratu. Boc¢ni lanac Lys 6 ciklina T1 je
deprotonovan, zbog nepolarnog okruzenja u kome se nalazi. Cys 10 sa povrSine CDK9
je zadrZan u neutralnom obliku, iako je predvideno da se na pH od 7.4 moZze na¢i i
jonizovan (pKa = 6.67).

Za simulacije u ovom istrazivanju je korisc¢en ¢itav kompleks CDKO9 / ciklin T1,
u studiji vezivnih povrsina i interakcija na njima.

S obzirom da je za razvoj inhibitora protein-protein interakcija u ovom
kompleksu bilo neophodno ste¢i uvid u strukturu CDK9 pre vezivanja ciklina,
simulirana je i struktura slobodne CDKO9. Struktura slobodne CDKO9 je simulirana bez
nedostaju¢ih prvih 7 aminokiselina N-terminusa, ali i sa modelovanim N-terminusom u
celini, jer se on nalazi u neposrednoj blizini vezivne povrSine kompleksa. Kao test
validnosti uslova simulacije i pogodnost protokola kojim je modelovan N-terminus
CDKDJ, izvrsene su dodatne simulacije na CDKS, ¢iji je N-terminus jasno reSen u
kristalografskoj strukturi.

Proteini su za simulacije pripremani po protokolu opisanom u poglavlju
Eksperimentalni deo. Priprema je ukljucivala minimizaciju solvatisanog proteina radi
uklanjanja nepovoljnih sternih efekata ako postoje u strukturi, zagrevanje na
temperaturu tela (310 K) 1 ekvilibraciju struktura molekularnom dinamikom. Simulacije

su prekinute posle 4ns, kada je postignuta ekvilibracija sistema (Slika 21).

RMSD (Angstrom)

Slika 21: RMSD Ca atoma proteina u zavisnosti od duzine trajanja MD simulacije
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2.1.1.2 Analiza vezivnih povr$ina

Poznavanje karakteristika vezivnih povrsSina proteinskih kompleksa i interakcija
koje se na njima uspostavljaju je neophodno da bi se date interakcije medu proteinima
oponasale, ili omele. Kao prvi korak u dizajnu inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije
proucene su vezivne povrsine ovog kompleksa.

Vezivne povrsine kompleksa CDK9 / ciklin T1 zauzimaju povrsinu od 970A2 po
proteinu (142). U njihov sastav ulazi 48 — 56 aminokiselina, gde broj varira u zavisnosti
od izbora geometrijskih kriterijuma za definiciju vezivne povrSine kompleksa, tj. od
grani¢ne udaljenosti medu proteinima 1 izbora atoma za merenje udaljenosti. U
kompleksu, vezivna povrSina CDK9 je pretezno konkavna, a povrSina ciklina T1
konveksna. Komplementarnost oblika vezivnih povrSina proteina u kompleksu moze se
proceniti odnosom zapremine koju obuhvataju vezivne povrsSine i ukupne povrsine (7).
Za kompleks CDK9/ciklin T1 u kristalografskoj strukturi PDB ID: 3blh, ovaj odnos
iznosi 3.72A, $to odgovara vrednostima za heterodimere (3.02 + 1.13A) (7). Vezivne
povrsine kristalografske strukture kompleksa su relativno ravne — na njima se ne
izdvajaju znacajni hidrofobni dZepovi.

Kontaktne povrSine u kompleksu CDK?9 / ciklin T1 se grubo mogu podeliti na
dva regiona interakcija. U glavnom regionu interakcija interaguje C-heliks CDK9 sa
heliksima ciklina T1 i njihovim okruzenjem. Dodatni, prostorno odvojeni region
interakcija uspostavlja N-terminus CDK9, koji se smeSta na povrSinu ciklina bez

kontakata sa ostatkom vezivne povrsine.

Interakcije aminokiselina vezivnih povrsina CDK9 / ciklin T1 kompleksa

Na vezivnim povrSinama kompleksa najzastupljenije su hidrofobne interakcije.
Prisutno je svega nekoliko direktnih intermolekulskih vodoni¢nih veza (4-6, u
zavisnosti od kriterijjuma upotrebljenih za definiciju vodoni¢ne veze). Uz direktne
vodoni¢ne veze, prisutno je 1 nekoliko vodoni¢nih veza koje se ostvaruju
premoscavanjem rastojanja izmedu proteina molekulom vode. Tafan broj ovakvih
vodoni¢nih veza varira u zavisnosti od konformacije proteina i uredenosti prisutnih

molekula rastvarac¢a. Vodonic¢ne veze u gradi polipeptidnih nizova proteina na vezivnoj
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povrsini su adekvatno zaSti¢ene od rastvaraca. Prisutan je samo jedan dehidron (eng.
dehydron), tj. samo jedna vodoni¢na veza izmedu amidnog azota 1 karbonilnog
kiseonika polipeptidnog niza koja nije potpuno zaSticena od napada rastvaraca
pozicioniranjem nepolarnih atoma bocnih nizova aminokiselina u okruzenju (164).
Dehidroni su od znacaja jer je zamena molekula rastvaraca koji se nalaze u dodiru sa
njima nepolarnim grupama energetski povoljna zbog pojacavanja polarnih interakcija (u
ovom slucaju vodoni¢ne veze) u potpuno nepolarnom okruZenju. Detaljniji prikaz
interakcija na vezivnim povrSinama CDK9/ciklin T1 kompleksa ukazuje na vise grupa
aminokiselina koje blisko interaguju medusobno (Slika 22).

ciklin T1 - Le?‘48rhr149§‘_w<v Args
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Slika 22: Interakcije na vezivnim povrSinama CDK9/ciklin T1 kompleksa.
Aminokiseline iz CDK9 su oznaCene crvenom, a aminokiseline iz ciklina ruzi¢astom
bojom. Atomi su obojeni po tipu elementa. Prikazani su molekuli vode (svetloplavo),
oznaceni kao u PDB ID: 3blh strukturi, hidrofobne interakcije (zracima) i vodoni¢ne

veze sa meduatomskim rastojanjima (zeleno).
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Od grupa interakcija prisutnih na vezivnim povrSinama kompleksa CDK9 /
ciklin T1, izdvaja se mreza direktnih vodoni¢nih veza koju formiraju aminokiseline Lys
93 1 Glu 137 sa ciklina T1 1 polipeptidni niz aminokiselina Glu 57 1 Phe 59 sa CDK9
(slika 22b). Aminokiseline Glu 57 i Phe 59 se nalaze na petlji pre C-heliksa CDK9
(B3—aC petlja), ¢ije repozicioniranje po formiranju kompleksa dovodi do aktivacije
kinaze. Druga grupa interakcija od interesa na vezivnoj povrSini kompleksa jeste
grupacija hidrofobnih aminokiselina u ¢ijem centru se nalazi Phe 146 sa ciklina T1
(slika 22a). Hidrofobni region koji formiraju ove aminokiseline prisutan je u analognom
obliku i1 u kompleksima drugih CDK i njihovih ciklina, ali se fenilalanin koji formira
njegovo jezgro obicno nalazi kao sastavni deo heliksa sa ciklina, §to kod kompleksa
CDKOY/ciklin T1 nije sluc¢aj. Phe 146 ciklina T1 je izmeSten i1 nalazi se na okretu koji
prati heliks. Od direktnih vodoni¢nih veza prisutna je jo§ samo vodonicna veza koja se
formira izmedu Gln 73 ciklina T1 i polipeptidnog niza Glu 9 iz N-terminusa CDK9
(slika 22c¢). U ostalim vodoni¢nim vezama sa vezivnih povrSina ucestvuju molekuli

vode.

Hidratisanost vezivnih povrsina CDK9 / ciklin T1 kompleksa

Prisustvo molekula vode na vezivnoj povrsini nekog proteinskog kompleksa
mora biti pazljivo provereno jer su greske u kristalografskim strukturama moguce zbog
mobilnosti molekula vode, nedovoljne rezolucije ili razlicitih uslova dobijanja kristala
(163). Zbog toga su u ovoj studiji razmatrani samo molekuli vode koji su prisutni bar u
dve kristalografske strukture kompleksa CDKY9/ciklin T1. Molekuli vode smatrani su
identi¢cnim ako im se, po uporedivanju koordinata atoma, atomi kiseonika nalaze na
udaljenosti manjoj od 1 A (165). Kao ilustracija zavisnosti poloZaja molekula vode od
kristalografske strukture koja se koristi moze da posluzi procena hidratisanosti vezivnih
povrsina kompleksa CDK9 / ciklin T1 izolovanih bez prisustva drugih proteina i
vezivnih povrsina istog kompleksa iz svih 17 reSenih kristalografskih struktura u kojima
se ovaj kompleks javlja, sam ili u interakciji sa drugim proteinima, pretezno Tat
proteinom. Poznato je da u interakciji CDK9 / ciklin T1 kompleksa sa Tat proteinom
dolazi do konformacionih promena u kompleksu, §to moze uticati na raspored molekula

vode. Rezultati na ogranicenoj oblasti vezivne povrSine od interesa za razvoj liganada to
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i potvrduju. Od pet primec¢enih molekula vode u ovoj oblasti, jedan je prisutan samo u
strukturama u kojima je P-TEFb kompleks vezan za Tat protein (Slika 23a). Zanimljivo
je da je WaterDock (165), in silico metod za predvidanje pozicije molekula vode na
povrsini proteina, uspesno predvideo poziciju i molekula vode prisutnog samo u
Tat-vezanim konformacijama kompleksa. U razmatranje su uzeti molekuli vode ¢iji se
atomi kiseonika nalaze u prvoj hidratacionoj sferi CDK9 (atomi na rastojanju manjem
od 3.3 A od proteina) (165,166). Kao rezultat, dobijeno je 8 lokacija sa velikom
verovatnoom za nalazenje molekula vode na vezivnoj povrSini kompleksa
CDKO9/ciklin T1. Ako se lista ocuvanih kristalografskih molekula vode na vezivnoj
povrsini kompleksa uporedi sa listom molekula vode za koje je moguce da indirektno
ulaze u gradu vezivne povrSine formiranjem premosScavaju¢ih vodoni¢nih veza u
kompleksu (7 molekula, slika 22) moze se primetiti da se dve podgrupe podudaraju, ali

ne u potpunosti (Slika 23b).

a

Slika 23: Hidratisanost vezivne povrsine kompleksa CDKO9 / ciklin T1 (zuto / zeleno).
a) Poredenje relevantnih ocuvanih pozicija molekula vode iz dve grupe kristalografskih
struktura (sa Tat proteinom — sivo / bez Tat proteina — crveno) sa predvidenim
pozicijama vode WaterDock metodom (plavo) b) Poredenje molekula vode iz
kristalografske strukture 3blh koji grade vodoni¢ne veze sa proteinima kompleksa
(crveno) sa ocuvanim pozicijama molekula vode iz kristalografskih struktura P-TEFb
kompleksa bez prisutnog Tat proteina (plavo).
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Od sedam molekula vode koji su u poziciji da grade vodoni¢ne veze sa
aminokiselinama oba proteina i da tako premoscavaju vezivne povrsine, Sest odgovara
oCuvanim pozicijama molekula vode iz kristalografskih struktura kompleksa. Izuzetak
je molekul vode koji je u kristalografskoj strukturi PDB ID: 3blh obelezen brojem 272 i
koji iako moZe da formira tri vodoni¢ne veze sa atomima aminokiselina Phe 59 iz
CDK9 i Val 134 i Glu 137 sa ciklina T1, nije zabelezen ni u jednoj drugoj
kristalografskoj strukturi P-TEFb kompleksa. Od osam ocuvanih pozicija molekula
vode na vezivnim povrSinama P-TEFb kompleksa, tri se nalaze na samoj ivici vezivne
povrsine, u blizini B3—aC petlje, a dva premoSc¢avaju interakcije N-terminusa CDK9 sa
ciklinom T1 u njegovoj izolovanoj oblasti vezivanja. Preostala tri ocuvana molekula
vode su locirana na vezivnoj povrsini u blizini hidrofobnog regiona sa Phe 146.

Znacaj poznavanja rasporeda molekula vode na vezivnoj povrsini kompleksa u
dizajnu inhibitora protein-protein interakcija se ogleda u mogucnosti istiskivanja
molekula vode funkcionalnom grupom liganda i postizanju boljeg afiniteta liganda, kroz
povoljnu entropiju procesa, usled oslobadanja molekula vode u rastvarac. Istovremeno,
uspesan dizajn liganda koji ukljucuje remecenje Cvrsto vezane i struktuirane vode je
znacajno otezan. Primena WaterDock metoda na vezivnu povrSinu CDK9 u P-TEFb
kompleksu ukazala je da je jedan od tri molekula vode u blizini hidrofobnog regiona
pogodan za zamenu nepolarnom grupom liganda (81% verovatnoce da ¢e taj molekul
vode biti zamenjen 1 80% verovatnoce da ¢e biti zamenjen nepolarnom grupom). Za
preostala dva molekula vode nije bilo moguce izvesti direktno poredenje, jer je
primenom WaterDock metoda predviden samo jedan molekul vode na njihovoj poziciji,
izmedu dva prisutna molekula i predviddena verovatnoca izmene od 0.54 (34%
verovatnoc¢e za izmenu nepolarnom grupom).

Uz WaterDock metod 1 vizuelno proucavanje Seme hidratacije poznatih
kristalografskih struktura, pokuSana je i1 procena hidratisanosti povrSine proteina
praéenjem raspodele molekula vode tokom simulacije sistema molekularnom
dinamikom. Problemi u ovom pristupu nastaju zbog fleksibilnosti proteina i mobilnosti
molekula vode (167). Procena raspodele molekula vode u simulaciji molekularnom
dinamikom se odvija na reSetki formiranoj u prostoru oko proteina. Fluktuacije polozaja
proteina mogu da dovedu do naizgled nedovoljne solvatacije odredenih oblasti oko

proteina, jer ih deo vremena u simulaciji okupiraju fleksibilni regioni proteina. Takode,
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molekuli vode osciliraju oko svojih polozaja 1-2 A (167). Uz to, Langevinov
koeficijent trenja primenjen u simulacijama u ovoj studiji (y =2 ps™) je podeSen za $to
potpunije uzorkovanje konformacionog prostora proteina, pa je, kao posledica, difuzija
vode nesto brza nego $to je u eksperimentima (168). Kao rezultat svega navedenog,
raspodele gustine molekula vode iz simulacija u ovoj studiji nisu mogle biti sa
sigurnoS¢u upotrebljene za analizu hidratacije vezivnih povrSina P-TEFb kompleksa i
CDKO9. Dobijene su raspodele sa nedovoljno izraZzenim pikovima gustine molekula
vode, a primecena je i u literaturi opisana pojava prividne nedovoljne solvatacije

fleksibilnih regiona proteina.

Analiza doprinosa aminokiselina energiji vezivanja P-TEFb kompleksa

Po zavrsenoj strukturnoj analizi vezivnih povrsina CDKO9 / ciklin T1 kompleksa
u kristalografskoj strukturi, obavljena je i1 analiza doprinosa aminokiselina kompleksa
energiji vezivanja. Cilj analize bila je identifikacija hot spot aminokiselina koje
znaajno doprinose energiji vezivanja kompleksa. Ovakve aminokiseline su korisna
polazna tacka u dizajnu potencijalnih inhibitora. Hot spot aminokiseline na vezivnoj

povrsini kompleksa identifikovane su primenom tri in silico metode (Tabela 2).

Tabela 2: Hot spot aminokiseline na vezivnoj povrSini CDKO9 / ciklin T1 kompleksa

Metode ANCHOR HotPoint KFC2 Robetta SCOWLP
Aminokiseline | ASASA A2 ASASA % /| hotspot+/- |hotspot+/-| kcal/mol interakcije sa:
*A12 - PHE 125.8 76.7 - - 221 B72, 142,143, 145,12, 11
A64 - LEU 86.3 61.2 - + 1.84 |B93,B9%4,B90, B141, B148
B73 - GLN 50 355 + - 24 A8, A9
B93-LYS 65.9 40.3 - + 3.7 A61, 64, 59, 57
B137-GLU 17.2 12.8 + - 2.84 A59
B142 - GLN 81.5 57.8 + - 0.75 A10, 11, 12, 13, 86, 99
B146 - PHE 91.8 55.9 + + 2.87 A59, 67,71, 84,99

* - A oznacava da je aminokiselina iz CDK9, a B iz ciklina T1

Primenjeno je vise metoda da bi se smanjila verovatnoca greske, jer in silico
metode utvrdivanja hot spot aminokiselina, iako su jeftinije 1 brze od eksperimenata,
imaju i manji stepen tacnosti u odnosu na njih. U tabeli 2 istaknut je Robetta metod
(169) koji predstavlja in silico verziju eksperimentalne metode u kojoj se vrsi
sekvencijalna mutacija aminokiselina od interesa do alanina (eng. alanine scanning).

Aminokiselina se smatra /ot spot aminokiselinom, po Robetta metodu, ukoliko pri

47



njenoj mutaciji do alanina dolazi do smanjenja energije vezivanja kompleksa za > 2
kcal-mol™. Robetta metod je koris¢en kao glavni metod izbora hot spot aminokiselina u
ovoj studiji. Druga dva algoritma za utvrdivanje kot spot aminokiselina, HotPoint (170)
1 KFC2 (171) primenjeni su da bi se proverilo slaganje algoritama i dobila dodatna
potvrda rezultata. HotPoint i KFC2 algoritmi svoja predvidanja zasnivaju na
izolovanosti aminokiseline od rastvaraca po formiranju kompleksa, interakcijama
poznatih Aot spot aminokiselina 1 fleksibilnosti strukture oko aminokiseline. U tabeli 2
je jo$ prikazan i stepen izolovanosti datih aminokiselina od rastvara¢a po formiranju
kompleksa, tj. promena u molekularnoj povrsini aminokiseline dostupnoj rastvarac¢u po

formiranju kompleksa (ASASA) dobijen iz ANCHOR (172) databaze, kao 1

aminokiseline sa kojima svaka od navedenih aminokiselina interaguje po podacima

SCOWLP (173,174) databaze.

Phel2

al _-,1:4%

Slika 24: Energetski znacajne (hot spot) aminokiseline na vezivnoj povrsini kompleksa
CDKOY/ciklin T1 (Zuto/zeleno) 1 Sematski prikaz njihovih interakcija. Crveno / plavo su
oznacene hot spot aminokiseline poreklom iz CDK9 / ciklina T1, a narandzasto (Leu
64) / ljubicasto (Gln 142) dodatne aminokiseline iz teksta.
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Primenom Robetta metoda identifikovano je pet aminokiselina kao hot spot
aminokiseline na vezivnoj povrSini kompleksa (tabela 2, Slika 24). Jedina hot spot
aminokiselina na vezivnoj povrsini kompleksa poreklom iz CDK9 jeste Phe 12, koji
formira interakcije u izolovanom regionu vezivne povrsine na ciklinu T1. Na ciklinu T1
izolovane su Cetiri hot spot aminokiseline: Lys 93, Glu 137, Phe 146 1 Gln 73. Lys 93 i
Glu 137 formiraju mrezu vodoni¢nih veza sa polipeptidnim nizom aminokiselina Glu 57
1 Phe 59 iz B3—aC petlje CDK9 i dva od tri upotrebljena algoritma ih smatraju vaznim
za formiranje kompleksa. Jedina /ot spot aminokiselina identifikovana primenom sva tri
algoritma jeste Phe 146, koji ispunjava hidrofobni dzep na povrsini CDK9. Poslednja
hot spot aminokiselina, Gln 73, interaguje samo sa N-terminusom CDK9, formirajuci
vodoni¢nu vezu sa Glu 9 u izolovanom sporednom regionu vezivne povrSine, pa nije
dalje razmatrana u dizajnu inhibitora. Kao pocetne tacke dizajna odabrane su
aminokiseline identifikovane kao hot spot aminokiseline primenom bar dva od tri
koriS¢ena algoritma, kao i one sa posebno zanimljivim hemijskim okruzenjem na
vezivnoj povrSini kompleksa. Za ilustraciju kriterijjuma koris¢enih u odabiru
aminokiselina za pocetne taCke dizajna potencijalnih inhibitora mogu da posluze
aminokiseline Leu 64 sa CDK9 i GIn 142 sa ciklina T1, od kojih je samo Gln 142
zadrzan u dizajnu potencijalnih inhibitora interakcije. Obe aminokiseline su
identifikovane kao energetski znacajne samo jednim od tri primenjena kompjuterska
algoritma. Promena slobodne energije nastanka kompleksa pri mutaciji Leu 64 u alanin
je 1.84 kcal'mol” $to je blizu grani¢noj vrednosti za hot spot aminokiseline (2
kcal-mol™). Ova aminokiselina interaguje sa kot spot aminokiselinom Lys 93, ali samo
hidrofobno 1 nalazi se izolovana od drugih znacajnih aminokiselina CDK9. Nasuprot
tome, Gln 142 se, i pored manjeg doprinosa svog bo¢nog lanca energiji vezivanja (0.75
kcal'mol™) i prostorno, i u primarnoj gradi ciklina T1 nalazi blizu dve hot spot
aminokiseline, Glu 137 1 Phe 146, a sa hot spot Phe 12 sa CDK?9 interaguje vodoni¢nom
vezom preko o€uvanog molekula vode sa vezivne povrSine kompleksa.

Prostorno bliske aminokiseline pogodnije su za razvoj potencijalnih inhibitora
od izolovanih Aot spot aminokiselina, zbog grupisanja veceg broja povoljnih interakcija
na malom prostoru dostupnom veli¢ini inhibitora. Ovaj efekat je uzet u obzir u
energetskoj analizi vezivnih povrSina kompleksa CDKO9 / ciklin T1 dodatnom in silico

analizom koja je imala za cilj da identifikuje regione blisko interagujuéih hot spot
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aminokiselina. U HotRegion (175) databazi pronaden je samo jedan takav region na
vezivnim povr§inama kompleksa CDK9 / ciklin T1. Cine ga aminokiseline Cys 13 sa
CDK9 i Glu 137, Leu 141, Gln 142, Thr 143, Phe 146 i Leu 148 sa ciklina T1 (Slika
25). Prisustvo Gln 142 u gradi pronadenog energetski znacajnog regiona podrzava

odabir GIn 142 kao aminokiseline od znacaja za dizajn potencijalnih inhibitora.

Glu 9
Glu 83 (CYS 13 7
‘H.' ﬂ
/-#"JH ¢ Thr 143,
Gln 142 |
Phe 146 W

Leu :I*;I.
LN

A=

* ?Glu 137 A ‘
Slika 25: Region interagujucih Aot spot aminokiselina na vezivnoj povrSini CDK9 /

ciklin T1 kompleksa. Obelezene su (crveno/plavo) i tri aminokiseline ¢ije naelektrisanje
igra ulogu u procesu formiranja kompleksa

Vazno je ista¢i da se znacaj neke aminokiseline sa vezivne povrSine proteinskog
kompleksa u formiranju datog kompleksa ne moze svesti samo 1 iskljuivo na njen
doprinos kao hot spot aminokiseline. Odredene aminokiseline, kako sa vezivnih
povrsina, tako i u njihovoj okolini, imaju znacaj u procesu formiranja kompleksa jer
svojim naelektrisanjem doprinose formiranju povoljnog elektrostatickog polja
interakcija, koje obezbeduje pravilnu orijentaciju proteinskih subjedinica tokom
formiranja kompleksa. Uticaj naelektrisanja prisutnih aminokiselina na brzinu
formiranja kompleksa proveren je in silico mutacijom naelektrisanja (176). Znacajnim
se smatraju aminokiseline na kojima promena naelektrisanja dovodi bar do
cetvorostrukih promena u predvidenoj brzini asocijacije kompleksa. Dve aminokiseline
sa vezivne povrsSine CDK9 su identifikovane kao znacajne: Glu 9 i Glu 83 (Slika 26).
Dok se promenom naelektrisanja na glutamatima smanjivala brzina nastanka
kompleksa, ukazuju¢i da igraju ulogu u elektrostatskom navodenju subjedinica tokom
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formiranja kompleksa, promena naelektrisanja na lizinu je poveéala predvidenu brzinu
asocijacije. Zanimljivo je napomenuti da je, kao celina, povrSina CDK9 pozitivno
naelektrisana (naelektrisanje 6+), a da vezivanje sa ciklinom T1 naizgled ostvaruje

fokusiranjem negativnog naelektrisanja u prostoru.

Evolutivni znacaj aminokiselina sa vezivnih povrsina CDK9 / ciklin T1 kompleksa

Analiza doprinosa aminokiselina vezivnih povrS§ina CDK9 / ciklin T1 kompleksa
energiji vezivanja upotpunjena je razmatranjem evolutivhog znacaja aminokiselina sa
vezivnih povrSina kompleksa. Primenjena je tehnika evolutivnog pracenja (eng.
evolutionary trace) u kojoj se iz zastupljenosti 1 mutacija aminokiseline na odredenom
polozaju u proteinu, u okviru skupa evolutivno povezanih sekvenci, izvode zakljucci o
njenom relativnom znacaju u proteinu (177). Najznacajnijim se smatraju one
aminokiseline ¢ijom zamenom dolazi do najvecih strukturnih i funkcionalnih promena u
proteinu, tj. one aminokiseline koje se nalaze u korenu evolutivnih grana razlicitih
proteinskih struktura i koje su najvise oCuvane kroz evolutivnu granu kojoj pripadaju.
Tokom evolutivnog pracenja sprovedenog na kompleksu CDK9 / ciklin T1
identifikovan je, na ciklinu T1, podskup aminokiselina koje odgovaraju najznacajnijim
aminokiselinama 1 regionima iz hot spot analize (16 aminokiselina), dok su na CDKO9,
sa vezivnih povrSina identifikovane pretezno aminokiseline sa funkcionalno znacajnog
C-heliksa kinaze (4 aminokiseline) (Tabela 3).

Tabela 3: Najznacajnije aminokiseline (po pet) sa vezivnih povrsina CDK9 / ciklin T1
kompleksa, po evolutivhom pracenju.

CDK9 Ciklin T1
Gly 58 Lys 93
Pro 60 Glu 137
Ile 67 Leu 141
Leu 81 Phe 146
Thr 143

Po obavljenim analizama vezivnih povrsina kompleksa CDK9 / ciklin T1, kao
konacan skup aminokiselina najpogodnijih za razmatranje u dizajnu potencijalnih

inhibitora protein-protein interakcije odabrane su aminokiseline Lys 93, Glu 137, GIn
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142 1 Phe 146 sa ciklina T1. Kao sekundarni izbor zadrzana je i kot spot aminokiselina
Phe 12 sa CDK9, koju njen polozaj na sporednoj vezivnoj povrSini kompleksa, u
N-terminusu CDK9 ¢ini manje pogodnom polaznom tackom za direktnu inhibiciju

formiranja kompleksa.

Poredenje rezultata sa eksperimentalnim studijama iz literature

Navedeni izbor Aot spot aminokiselina je obavljen na osnovu rezultata in silico
metoda, jer, po dostupnim literaturnim podacima, do sada eksperimentalno nije
obavljena mutaciona analiza celokupnih vezivnih povrSina CDK9 / ciklin TI
kompleksa. Obavljene su tri eksperimentalne mutacione studije specifi¢nih
aminokiselina na vezivnoj povrsini CDK9 / ciklin T1 kompleksa. U dve studije (26,178)
vezivanje CDKO i ciklina T1 spreceno je uvodenjem dve tackaste mutacije u strukturu
ciklina T1: mutacije Lys 93 do Leu 1 Glu 96 do Lys. U tre¢oj mutacionoj studiji (179)
izvrSena je izmena naelektrisanja izmedu Lys 93 1 Glu 137 sa ciklina T1, tako §to je Lys
93 mutiran do Asp, a Glu 137 do Lys. I ove dve mutacije, bilo same, ili prisutne
istovremeno, dovele su do ometenog formiranja CDK9 / ciklin T1 kompleksa (179).
Takode je, skrac¢ivanjem strukture ciklina T1, eksperimentalno potvrdena uloga regiona
aminokiselina 134-188 primarne strukture ciklina T1 za formiranje kompleksa.
Pokazano je da molekuli ciklina T1, samo sa aminokiselinama 1-188 u svojoj strukturi,
uspesno vezuju CDKO9, dok je formiranje kompleksa ometeno ako ciklin T1 sadrzi samo
aminokiseline 1-133 u svojoj strukturi (26). U regionu 134-188 samo mali broj
aminokiselina direktno ucestvuje u formiranju CDK9 / ciklin T1: aminokiseline 134,
137, 139, 141-146, 148, 149.

Od aminokiselina sa vezivne povrSine CDK9 / ciklin T1 kompleksa koje su u
ovoj studiji odabrane kao pogodne pocetne tacke za dizajn liganada, Lys 93 i Glu 137 su
direktno podrzane eksperimentima, a Gln 142 1 Phe 146 su deo znacajnog regiona
interakcija sa ciklina (134-149) i stoga je njihovo uklju¢ivanje indirektno opravdano.
Jedina eksperimentalno poznata znaCajna aminokiselina koja nije ukljuena u
razmatranje u ovoj studiji jeste Glu 96. Glu 96 je u kristalografskoj strukturi koris¢enoj
u ovoj studiji (PDB ID: 3blh) mutiran u Gly i stoga nije bio uklju€en u in silico analize.

Ova mutacija se prirodno javlja u nekim vrstama (83) i ne uti¢e znacajno na strukturu
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kompleksa, niti na njegovu sposobnost vezivanja ATP-a (154). Kako mutacija Glu 96 u
Gly remeti vodoni¢ne veze u kojima Glu ucestvuje, javlja se pad tacke topljenja
kompleksa S$to ukazuje na njegovu donekle smanjenu stabilnost, ali je sama

konformacija proteina u kompleksu ocuvana (154).
Specificnost interakcija aminokiselina odabranih za inhibiciju

Dodatan vazan kriterijum u analizi vezivnih povrSina proteinskog kompleksa
jeste specifi¢nost interakcija koje se formiraju, naro¢ito ako se radi o dizajnu
potencijalnih inhibitora za interakciju u kojoj ucestvuje protein sa vec¢im brojem
poznatih homologa ili ako se iste vezivne povrSine na proteinima koriste u formiranju
viSe razli¢itih proteinskih kompleksa. CDK9, kao ¢lan CDK familije proteina koji
formira analogne komplekse sa vise razlicitih ciklina (T1, T2a, T2b, K) ispunjava oba
navedena uslova. Trodimenzionalne strukture CDK9 u kompleksu sa ciklinima T2 1 K
jos nisu resene, ali strukturna sli¢nost ciklina T1, T2 i K ukazuje da i njihovi kompleksi
sa CDK9 imaju sli¢nu strukturu (83). Uporedivanje primarne strukture ova tri ciklina
pokazuje da su sve aminokiseline izabrane u ovoj studiji prisutne u svim strukturama
(Slika 26). Takode, aminokiseline Lys 93 1 Glu 137 su evolutivno oCuvane izmedu

ciklina T1 1 ciklina H, koji formira kompleks sa CDK7 (179).
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Slika 26: Poredenje aminokiselinske sekvence ciklina T1, T2 i K. O€uvane hot spot
aminokiseline Lys 93, Glu 137 i Phe 146 su uokvirene (zeleno).
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Kako su iste hot spot aminokiseline prisutne u svim ciklinima koji grade
kompleks sa CDK9, nije verovatno da ¢e inhibitori razvijeni u ovoj studiji, koja koristi
najrasprostranjeniji kompleks CDKO9 sa ciklinom T1, pokazati selektivnost u odnosu na
tip ciklina ¢ije vezivanje za CDK9 ometaju. Ciklin-specifi¢no delovanje nije presudno
za terapeutski efekat inhibitora aktivnosti P-TEFb kompleksa, Sto pokazuju
ATP-kompetitivni inhibitori aktivnosti CDK9, koji podjednako inhibiraju sve podtipove
CDKO9 / ciklin kompleksa, a ipak pokazuju zadovoljavajuéi terapeutski efekat.

Strukturni diverzitet interakcija vezivnih povrsina CDK9 / ciklin T1 kompleksa

Proucavanje interakcija koje se formiraju izmedu proteina na vezivnoj povrsini
kompleksa CDK9 / ciklin T1 ne daje potpun uvid u vezivne sposobnosti proteinske
povrsine na kojoj se interakcije odvijaju, jer su od molekulskih vrsta prisutni samo
polipeptidni niz proteina, bocni lanci aminokiselina i rastvara¢. Hemijski prostor
nepeptidnih inhibitora protein-protein interakcija i organskih liganada proteina uopste je
znacajno S§iri, pa se ne moze u potpunosti mapirati samo kroz interakcije prisutne
izmedu hemijskih grupa proteina. Procena sposobnosti proteinske povrSine da
interaguje sa razli¢itim funkcionalnim grupama prisutnim u malim molekulima,
nezavisno od njihove rasprostranjenosti u proteinima, je stoga koristan test pogodnosti
izabrane oblasti proteina za razvoj inhibitora.

Literaturni rezultati jednog od metoda za predvidanje lokacija interakcija malih
molekula sa vezivnom povrSinom proteina (67) nisu obuhvatali nijednu od 17 do sada
objavljenih struktura CDK9 / ciklin T1 kompleksa. Opisani metod je zasnovan na
evolutivnoj oc€uvanosti aminokiselina, prisustvu hidrofobnih dZepova u njihovom
okruzenju i promeni povrSine aminokiseline dostupne rastvarau po formiranju
kompleksa 1 primenjen je na 10000 razli¢itih proteinskih kompleksa.

Da bi bile proucene interakcije proteinske povrSine sa Sirim spektrom hemijskih
grupa, vezivne povr$ine kompleksa CDK9 / ciklin T1 u kristalografskoj strukturi
kompleksa (PDB ID: 3blh) su podvrgnute in silico mapiranju interakcija malih
organskih molekula na njima. Mapiranje se zasniva na proceni interakcija malih
organskih molekula sa proteinskom povrSinom u razli¢itim tackama prostora u blizini

proteinske povrSine, grupisanju rezultata razli¢itth molekularnih proba i predvidanju
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najverovatnijih mesta interakcije proteinske povrSine sa organskim ligandom sli¢nih
osobina (FTMap procedura) (30). Na povrsini ciklina T1 mapiranjem nisu otkrivene
pogodne tacke za interakcije malih molekula sa proteinom, ni na glavnoj vezivnoj
povrsini kompleksa, niti na povrSini sa kojom interaguje N-terminus CDKO9. Na
vezivnoj povrsini CDK9 u kompleksu, mapiranjem su otkrivene Cetiri pogodne lokacije
za interakciju sa malim organskim molekulima. Iako nijedna od cetiri oblasti na
vezivnoj povrsini CDK9 nije ispunila FTMap literaturni kriterijum za hot spot tacku
interakcija (16 1 viSe proba grupisanih zajedno) (30), tri od Cetiri grupacije proba (sa 14,
12 1 6 proba) se u prostoru preklapaju sa aminokiselinama sa ciklina T1 — hot spot

aminokiselinom Phe 146 i Lys 6 (Slika 27).

Phe 146  Lys6 y

= Vo v

Slika 27: Najpovoljnija predvidena mesta interakcija malih organskih molekula sa
povrSinom CDKDO9 sa brojem grupisanih proba i prostorno preklapanje sa
aminokiselinama ciklina T1

Rezultati mapiranja povrSine CDK9 su ostali nepromenjeni po ukljuéivanju
dodatnih rotamera aminokiselina oko identifikovanih grupacija proba, odnosno nisu
identifikovani rotameri koji bi znacajno promenili izgled proteinske povrSine. To
ukazuje da identifikovane lokacije interakcija sa malim organskim molekulima ne
zavise kriticno od ogranicenih lokalnih promena konformacije proteina. Uticaj vecih

konformacionih promena na izgled i osobine vezivne povrSine CDK9 u CDK9 / ciklin
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T1 kompleksu proucavan je analizom dinamike i fleksibilnosti strukture molekularnom
dinamikom.

Za fokus daljeg istraZivanja izabrana je vezivna povrs$ina CDK9, a ne ciklina T1,
jer je procenjeno da je ona pogodnija za vezivanje potencijalnih inhibitora. Razlog je
njena konkavnost, ve¢i broj pogodno lociranih 4ot spot aminokiselina sa ciklina T1 u
poredenju sa jednom izolovanom kot spot aminokiselinom CDK9 i1 pogodni rezultati
mapiranja interakcija malih molekula sa povrSinom CDKO.

Strukturnom i energetskom analizom stati¢nih kristalografskih struktura CDK9 /
ciklin T1 kompleksa izdvojene su aminokiseline Lys 6, Lys 93, Glu 137, Gln 142 i Phe
146 sa ciklina T1 kao pogodne pocetne tacke u daljem dizajnu inhibitora interakcije.
Lys 93, Glu 137 1 Phe 146 su izabrane kao energetski i evolutivno znacajne hot spot
aminokiseline. Lys 6 je odabran jer se po formiranju CDK9 / ciklin T1 kompleksa
smesta u hidrofobni dzep u neposrednoj blizini Aot spot aminokiseline Phe 146.

Uticaj konformacione fleksibilnosti vezivnih povrSina CDK9 na dobijene
rezultate strukturne analize kompleksa proveren je simulacijom proteina molekularnom
dinamikom. Simulacijama je omoguceno ukljuc¢ivanje dinamike proteina u dalji proces
analize CDK9 / ciklin T1 interakcije, $to je znacajno poboljsalo kvalitet odredivanja

strukture modulatora interakcije.
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2.1.1.3 Analiza fleksibilnosti CDK9

Konformacija proteina odredena kristalografskom analizom predstavlja samo
jednu od mogucih konformacija proteina. U kristalografskim strukturama proteini su
zarobljeni u energetskom minimumu koji je najviSe odgovarao uslovima u toku
kristalizacije i na koji Cesto uti¢e pakovanje molekula proteina u kristalnoj resetki. U
rastvoru, proteini stalno menjaju svoju konformaciju, osciliraju¢i izmedu velikog broja
sli¢cnih energetskih minimuma. Takode, konformacije proteina u proteinskim
kompleksima se najc¢esce, u vecoj ili manjoj meri, razlikuju od konformacija slobodnih
proteina u rastvoru. Kao rezultat, u proucavanju strukture proteina u proteinskim
kompleksima i dizajnu potencijalnih inhibitora interakcija, nije dovoljno osloniti se
samo na kristalografske strukture, ve¢ je neophodno ste¢i uvid u dinamiku i
fleksibilnost vezivnih povrSina proteina, §to se moze posti¢i simulacijom struktura
molekularnom dinamikom.

Molekularna dinamika je tehnika koja omogucéuje simulaciju ponasanja
makromolekula sa prostornom i vremenskom rezolucijom koju za sada nije dostupna ni
u jednoj eksperimentalnoj tehnici. Praéenje konformacionih promena proteina u
rastvoru ili membranama molekularnom dinamikom odvija se na skali od femtosekunde
do stotina nanosekundi, $to je ¢ini pogodnom za relaksaciju kristalografskih struktura i
razumevanje dinamike proteinske povrSine.

U proteinskom kompleksu, izgled vezivnih povrSina je relativno konstantan, uz
male varijacije poloZaja atoma. U ovoj studiji, kompleks CDK9 / ciklin T1 simuliran je
molekularnom dinamikom prevashodno da bi doSlo do energetske relaksacije
kristalografskih struktura i njihovog prilagodavanja uslovima u rastvoru. Simulacija
kompleksa CDK9 / ciklin T1 je takode predstavljala fazu pripreme proteinskih struktura
za simulaciju slobodne CDK9 u rastvoru, radi razumevanja dinamike njene vezivne
povrsine.

U prvoj fazi istrazivanja, slobodna CDK9 je simulirana klasi¢nom
molekularnom dinamikom (4ns) i zatim je tako dobijena struktura uporedena sa
kristalografskom strukturom proteina i strukturom proteina simuliranom u kompleksu.
Uporedivanje je vrSeno procenom kvadratne sredine odstupanja (eng. root mean square

deviation, RMSD) atoma proteina i vezivne povrsine. Kao $to je i o¢ekivano, vezivna
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povrsina simulirane strukture CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1 je bila sli¢na
kristalografskoj (RMSD Ca atoma aminokiselina vezivne povrsine 0.81 A, a svih atoma
aminokiselina 3.18 A), dok je u simuliranoj strukturi slobodne CDK9 konformacija
povriine vise odstupala (RMSD Ca atoma aminokiselina vezivne povrsine 3.76 A, a
svih atoma 5.14 A). Najznadajnija razlika u organizaciji vezivne povrsine je
reorijentacija Phe 12 i Phe 59, nastala usled pomeranja N-terminusa i f3—aC petlje

CDKO9 (Slika 28).

Slika 28: Konformacione promene vezivne povrSine CDK9 u simuliranim strukturama
slobodne (narandzasto) i CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1 (plavo) u odnosu na
kristalografsku strukturu CDK9 iz kompleksa (Zuto)

Uocene znacajne konformacione promene vezivne povrSine CDK9 van
kompleksa sa ciklinom T1 ukazale su da je neophodno pri dizajnu inhibitora interakcije
sa ciklinom T1 uzeti u obzir viSe alternativnih konformacija CDK9. Konformacije
slobodne CDK9 su kori$¢ene u dizajnu zbog svoje postulirane dostupnosti ligandima u
rastvoru, dok je konformacija CDK9 iz kompleksa CDKO9 / ciklin T1 zadrZana tokom
dizajna jer aminokiseline vezivne povrsine proteina u konformaciji u kompleksu cesto

zadrzavaju rotamerna stanja kakva postoje kada je protein slobodan u rastvoru (9). Kako
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kristalografska struktura slobodne CDK9 van kompleksa sa ciklinom T1 do sada nije
reSena, njena struktura je dobijena simulacijom molekularnom dinamikom.

Tokom klasicne molekularne dinamike simulirani molekul, u ovom slucaju
CDKO postepeno istrazuje konformacioni prostor oko pocetnog energetskog minimuma,
pri cemu stepen konformacionih promena delom zavisi od duzine trajanja simulacije, tj.
od duzine posmatranja molekula. UobiCajeno trajanje simulacija molekularnom
dinamikom je od par nanosekundi do par stotina nanosekundi, ako izuzmemo mali broj
simulacija sprovedenih na Antonu, posebno sagradenom kompjuteru za molekularnu
dinamiku, koje dostizu i jednu milisekundu (180). Vecée konformacione promene u
proteinima se deSavaju u vremenskom rasponu mikro- do milisekundi, Sto je van
dometa klasi¢ne molekularne dinamike. Kao rezultat, da bi se dobio detaljan uvid u
konformacionu dinamiku nekog proteina nije dovoljno sprovesti simulaciju klasicnom
molekularnom dinamikom u trajanju od nekoliko nanosekundi. Potrebno je na neki
nacin poboljsati istrazivanje konformacionog prostora proteina. Danas je razvijeno vise
metoda u ovu svrhu, od kojih je za ovo istrazivanje izabrana aMD (eng. accelerated
molecular dynamics, ubrzana molekularna dinamika) (181). U ubrzanoj molekularnoj
dinamici se spreCava zadrzavanje sistema u energetskim minimumima tako Sto se
sistemu dodaje dovoljno energije da prevazide lokalne energetske barijere i istrazuje
ostatak konformacionog prostora. Za studiju fleksibilnosti CDK9 upotrebljena je aMD
metod jer ne zahteva prethodno detaljno znanje o konformacionom ponaSanju sistema a
omogucuje ubrzavanje istrazivanja konformacionog prostora proteina za par redova
veli¢ine (182).

Simulacije CDK9 su pripremljene i izvedene kako je opisano u poglavlju
Eksperimentalni deo. Prve dve simulacije (N1 i N2) su izvedene bez prisustva prvih
sedam aminokiselina N-terminusa CDK9, ¢ije koordinate, zbog fleksibilnosti nisu
reSene u kristalografskoj strukturi. Kako su dobijeni sli¢ni rezultati u obe simulacije, u
nastavku ¢e biti diskutovana samo jedna od njih (N2), osim kod znacajnih razlika.
Nakon simulacija, bilo je neophodno grupisati dobijene konformacije (10000) i
analizirati konformacione promene do kojih je doslo.

Konformacije su prvo grubo grupisane po energiji. U rastvoru, protein najveci
deo vremena provodi u konformacijama koje odgovaraju razli¢itim minimumima

potencijalne energije, pa su energetski najpovoljnije konformacije i najverovatnije.
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Medutim, kako aMD pristup sluzi prevashodno za istrazivanje konformacionog
prostora, dobijene konformacije u aMD simulaciji ne moraju da se podudaraju sa
energetskim minimumima. Rezultati simulacija su energetski korigovani po predlogu iz
literature (183). Zadrzano je 20% struktura sa najnizom energijom, koje su zatim
grupisane po RMSD sli¢nosti pozicija atoma na vezivnoj povrSini CDK9. RMSD
vrednost je definisana tako da ukljucuje sve atome aminokiselina sa vezivne povrSine
osim vodonika, jer su pozicije atoma bocnih lanaca aminokiselina znacajne za
definisanje izgleda vezivne povrSine. Dodatan razlog za uklju¢ivanje svih atoma
vezivne povrsine bio je povecanje diverziteta proteinskih struktura u kasnijem procesu
predvidanja orijentacije liganada na vezivnoj povrSini. Deset reprezentativnih
konformacija CDK9 mapirano je malim molekulima radi proucavanja promena u
sposobnosti vezivne povrSine da interaguje sa razli¢itim funkcionalnim grupama.
Zanimljivo, u rezultatima mapiranja deset struktura dobijenih simulacijom
slobodne CDK9 bez N-terminusa, kao povoljno mesto interakcija viSe nije dominirao
dZzep namenjen vezivanju hot spot aminokiseline Phe 146 sa ciklina T1. Kao
dominantno mesto interakcija sa malim molekulima u svih 10 struktura javlja se dZzep u
blizini Lys 6, kao hot spot lokacija po literaturi (18—34 grupisanih proba). Dzep za Phe
146 u strukturama CDK9 sa skra¢enim N-terminusom ispunjavaju aminokiseline sa

N-terminusa CDK9 Pro 11, Phe 12 ili Phe 59 sa $3—aC petlje CDKO9 (Slika 29).

Slika 29: Rezultati mapiranja malim molekulima (crveno) strukture slobodne CDK9 sa
skra¢enim N-terminusom (zuto) i preklapanja aminokiselina CDK9 (narandzasto) sa
pozicijama aminokiselina sa ciklina T1 (zeleno).
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Ucestalost primecene pojave ispunjavanja vezivnog mesta hot spot
aminokiseline Phe 146 sa ciklina T1 aminokiselinama CDK9 ispitana je proverom
raspodele polozaja aminokiseline Phe 59 1 skra¢enog N-terminusa CDK9
(aminokiseline 8-13) u 2000 energetski najpovoljnijih konformacija CDK9 iz aMD
simulacija N1 i N2. U simulaciji N1 aminokiseline skra¢enog N-terminusa CDK9 su
ispunjavale dZep za vezivanje Phe 146 u 40% ispitanih konformacija, a Phe 59 20%
vremena. U simulaciji N2, pokazalo se da Phe 59 zauzima dZep za vezivanje Phe 146
tokom 55% vremena trajanja simulacije, dok su aminokiseline skra¢enog N-terminusa

zauzimale istu lokaciju oko 20% vremena trajanja simulacije (Slika 30).

slrrulcija N1

A\

Slika 30: Prostorno pozicioniranje aminokiselina CDK9 u dZepu za vezivanje hot spot
aminokiseline Phe 146 (Stapici) sa ciklina T1 u simulacijama N1 (levo) i N2 (desno).
Osenceni su prostori zadrzavanja aminokiselina 8—13 (plavo, 40% / 20% vremena) i Phe
59 (crveno, 20% / 55% vremena)

Kako je tokom opisanih simulacija nedostajalo prvih sedam aminokiselina
fleksibilnog N-terminusa CDK9, moguce je da uticaj aminokiselina 8-13 na izgled
vezivne povrsine CDK9 ne odgovara stvarnosti, jer je fleksibilnost aminokiselina 8—13
povecana odsustvom prvih sedam aminokiselina. Radi provere, modeliran je N-terminus
CDKO9 u celosti i aMD simulacije u trajanju od 20 miliona koraka su ponovljene jo$ dva
puta, sa razliCitim poljima sila (simulacije A 1 B). N-terminus CDK9 je prisutan u
celosti u ¢elijama 1 nalazi se u polozaju da interaguje sa ostatkom vezivne povrsine, pa

je njegovo modelovanje fizi¢ki opravdano. U Cetiri opisane simulacije vezivna povrSina
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CDKO9 istrazila je konformacioni prostor udaljen 4 do 10 A od konformacije koju

zauzima u kompleksu sa ciklinom T1 (grafik 1).
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Grafik 1: Distribucija RMSD vrednosti atoma aminokiselina vezivne povrSine CDK9 u
cetiri simulacije u odnosu na konformaciju CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1

Ukljucivanje cCitavog N-terminusa u simulaciju slobodne CDK9 izmenilo je
izgled vezivne povrSine. U simulaciji Kornel et al. poljem sila (184) (simulacija A)
N-terminus je ostao nestruktuiran i interagovao je sa petljama B3—aC i petljom sa
aminokiselinama 87-99, dok je u simulaciji sa CHARMM poljem sila (185,186)
(simulacija B), N-terminus prolazno poprimao strukturu vrlo kratkog a-heliksa.
Formiranje heliksa u simulaciji B je bilo neocekivano, jer je N-terminus CDK9
nestruktuiran u svim reSenim kristalografskim strukturama u kojima je CDKO prisutna i
jer njegovo prisustvo nisu predvideli algoritmi za analizu sekundarne strukture proteina.
Alternativna izoforma CDK9, CDK9 55, ima produzeni N-terminus koji bi mogao biti
od koristi u potvrdi sekundarne strukture nedostajueg N-terminusa CDK9. Pokusaji
homologog modelovanja dodatnih 117 aminokiselina N-terminusa CDK9 55 u ovoj
studiji nisu bili uspeSni zbog previse male sli¢nosti aminokiselinske sekvence
N-terminusa sa sekvencama proteina reSene strukture. Rezultati algoritama za
predvidanje sekundarne strukture primenjenih na sekvencu N-terminusa CDK9 55 su se
pokazali veoma osetljivim na ta¢nu duZinu sekvence na kojoj vrSe analizu, predvidajuci

i neuredenu strukturu i heliks u regionu nedostaju¢ih aminokiselina, pa nisu koris¢eni u
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analizi. U pokuSaju razjasnjavanja sekundarne strukture N-terminusa CDK9, razmotrene
su strukture njoj srodnih kinaza. Medu CDK, N-terminalni heliks ovog tipa javlja se
samo kod CDKS&, koja je, kao 1 CDK9, transkripciona kinaza i ¢iji kompleks sa ciklinom
C ima odredenih slicnosti sa kompleksom CDK9 / ciklin T1 (159). N-terminalni heliks
CDKS je, medutim, o¢uvan u kristalografskoj strukturi njenog kompleksa sa ciklinom.
N-terminalni heliksi su opisani kod kinaza koje ne zahtevaju fosforilaciju za svoju
aktivaciju, kao Sto su CDKS8 i NIK kinaza (eng. NF-«B Inducing Kinase, kinaza koja
indukuje nuklearni faktor kB) (187). Kod ovakvih kinaza N-terminalni heliksi u¢estvuju
u aktivaciji kinaza. CDK9 se, medutim, aktivira autofosforilacijom.

CDKS8 iz kristalografskog sistema CDKS8 / ciklin C, zbog eksperimentalne
potvrde prisustva N-terminalnog heliksa u svojoj strukturi upotrebljena je za validaciju
primenjenih uslova simulacije i njihove sposobnosti da verno modeluju N-terminus
CDK struktura. N-terminus u CDKS8 je modelovan istom procedurom koja je
primenjena za CDK9. U aMD simulaciji Kornel et al. poljem sila doslo je do formiranja
eksperimentalno potvrdenog N-terminalnog heliksa, Sto je ukazalo da su primenjeni
uslovi simulacije odgovarajuéi za simulaciju N-terminusa CDK sistema. Kako pod istim
uslovima (simulacija A) nije zabelezeno formiranje N-terminalnog heliksa u CDK9
sistemu, ni produzavanjem simulacije A joS dodatnih 10 miliona koraka, niti
ponavljanjem simulacije, N-terminalni heliks kod CDK9, ako se formira, ima
najverovatnije ogranicenu stabilnost.

Ukljucivanje svih aminokiselina N-terminusa CDK9 u simulaciju dovelo je do
delimicne stabilizacije oblasti vezivanja Phe 146 (Slika 31). U simulaciji sa skra¢enim
N-terminusom, aminokiseline N-terminusa i Phe 59 CDK9 zadrzavaju se u oblasti
vezivanja Phe 146 sa ciklina T1, §to bi ometalo njegovo vezivanje, kao i vezivanje
potencijalnih inhibitora. U simulacijama A i B, u kojima je N-terminus prisutan u
celosti, pomenute aminokiseline se pretezno nalaze van oblasti vezivanja Phe 146,

ostavljajuéi tu oblast slobodnu za pristup inhibitora.
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| imulacija B
Slika 31: Poredenje prostornog rasporeda aminokiseline 59 (crveno) i skrac¢enog i celog
N-terminusa CDKO9 (plavo i zeleno) tokom tri simulacije slobodne CDK9

Da je ukljucivanje nedostaju¢ih aminokiselina N-terminusa CDK9 dovelo do
promena izgleda vezivne povrSine proteina potvrduju i rezultati mapiranja vezivne
povrsine malim molekulima na 10 reprezentativnih struktura iz simulacija A i B. U
konformacijama iz obe simulacije javljaju se grupacije proba u oblasti koja odgovara
vezivanju hot spot aminokiseline Phe 146 iz ciklina T1, kao i u oblasti koja odgovara

vezivanju Lys 6 (Slika 32).

simulacija A

Slika 32: Primeri mapiranja vezivne povrsine CDK9 u simulacijama A i B
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U simulaciji A, u 7 od 10 reprezentativnih struktura, probe se vezuju gde i lizin
6 (crvene probe, slika 32), pri ¢emu se ta oblast javlja kao hot spot u 2 konformacije
(19, 17 proba). Grupacije oko Phe 146 (sive probe, slika 32) su prisutne u 4 od 10
struktura u simulaciji A, pri ¢emu se nijedna ne izdvaja kao hot spot. U simulaciji B,
grupacije proba oko Lys 6 se javljaju u 6 od 10 struktura, od ¢ega kao Aot spot oblast u
3 (28, 32, 17 proba), a u oblasti oko Phe 146 u 5 od 10 struktura, od ¢ega je jedna hot
spot oblast (23 proba). U literaturnom protokolu, pronalazenje i jedne konformacije sa
hot spot oblas¢u 1 manjim grupacijama proba u dovoljnoj blizini je dovoljno za povoljan
sud o sposobnosti vezivne povrSine da veze potencijalne inhibitore (30). Poveéano
prisustvo oblasti u kojoj se vezuje Phe 146 u rezultatima mapiranja podudara se sa
vec¢om stabilno$¢u dZepa u kome se ova aminokiselina vezuje.

Reprezentativne strukture na kojima je izvrSeno mapiranje dobijene su RMSD
grupisanjem struktura iz aMD simulacija, koriste¢i aminokiseline prisutne na vezivnoj
povrsini kompleksa u kristalografskoj strukturi. Prvih sedam aminokiselina N-terminusa
nisu koriS¢ene u prvom grupisanju, jer kao vrlo fleksibilne mogu da unesu znacajne
fluktuacije RMSD vrednosti. Uticaj izbora aminokiselina na vezivnoj povrSini na
odabrane strukture a time i ishod mapiranja proveren je tako S§to su sve strukture iz
simulacije B ponovo grupisane po RMSD vrednostima svih aminokiselina sa vezivne
povrSine (i prvih sedam aminokiselina N-terminusa) i mapirane. Dobijeni su sli¢ni
rezultati: okolina Lys 6 se javlja u 8 od 10 struktura, jedna od kojih je Aot spot oblast,
okolina Phe 146 prisutna u 5 od 10 struktura, nijedna 4ot spot.

Uz opisano mapiranje staticnih izabranih struktura iz simulacija, pokuSana je i
primena literaturnog protokola (188) za mapiranje proteinske strukture malim
organskim molekulima u toku simulacije molekularnom dinamikom. Prednosti ovog
protokola su §to je direktno i u potpunosti ukljucena fleksibilnost proteinske strukture i
Sto primena meSanog rastvaraca (voda i Cetiri tipa molekularnih proba: 2-propanol,
acetat, acetamid, protonovani izopropilamin u odnosu 7:1:1:1) indirektno podrazava
prisustvo nepolarnih liganada i stabilizuje hidrofobne dZepove na proteinu na sli¢an
nacin. Nazalost, zbog nemogucénosti reprodukcije rezultata objavljenih u literaturi, ovo
mapiranje nije obavljeno.

Sve obavljene analize dinamike strukture slobodne CDK9 izvedene su u cilju

identifikovanja najpogodnijih oblasti na povrSini proteina za dizajn potencijalnih
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inhibitora interakcije sa ciklinom T1. Poslednja u nizu analiza fleksibilnosti bila je
analiza otvaranja i postojanosti prolaznih dzepova na vezivnoj povrSini CDK9. Analiza
je sprovedena na svih 10000 struktura iz cCetiri simulacije — N1 1 N2 sa skra¢enim
N-terminusom i simulacija A i B. Glavna mesta otvaranja prolaznih dZepova bila su
slicha u sve tri simulacije, ali su se odnosi prisutnih dzepova razlikovali. U
simulacijama sa skrac¢enim N-terminusom CDKY9, dzepovi su se otvarali u regionu
izmedu petlji B3—aC i petlje sa aminokiselinama 87-99 ( 65-75% vremena trajanja
simulacije), kao i oko mesta vezivanja Lys 6 sa ciklina T1 (35% vremena). Nedostajuci
segment N-terminusa CDK9 je moguce objasnjenje za postojanost dZzepova u regionu
oko petlji sa kojima on interaguje. U prilog ovom objasnjenju ide ¢injenica da su regioni
oko tih istih petlji, u simulacijama A i B u kojima je prisutan ceo N-terminus CDK9,
pokazivali otvaranje dzepova po 46% 1 41% vremena. Ovi dZzepovi su obi¢no
predstavljali uzane prostore izmedu samog N-terminusa i petlje sa aminokiselinama
87-99. I u simulaciji A i u simulaciji B dzep oko vezivnog mesta za Lys 6 iz ciklina T1
bio je viSe otvoren nego u simulaciji sa skra¢enim N-terminusom. U simulaciji A, ovaj
dzep je bio i najzastupljeniji, posto je primecen tokom 66% od ukupnog vremena
trajanja simulacije, dok je u simulaciji B on bio otvoren 48% vremena. Znacajno
otvaranje dZepa u kome se vezuje Phe 146 sa ciklina T1 gotovo da nije zabelezeno u
simulacijama sa skra¢enim N-terminusom i deSavalo se retko u simulaciji A, u kojoj je
N-terminus nestruktuiran. U simulaciji B, sa struktuiranim N-terminusom, dZep u
oblasti za vezivanje Phe 146 je bio otvoren 55% vremena trajanja simulacije. Ovi
rezultati se podudaraju sa rezultatima mapiranja malim probama i analize prostornog
rasporeda aminokiselina CDKO9 u oblasti vezivanja Phe 146.

Obavljene analize ukazuju da je prisustvo svih aminokiselina N-terminusa
dovelo do stabilizacije izgleda vezivne povrSine oko mesta vezivanja Phe 146, jednim
delom zbog eliminisanja preterane fleksibilnosti aminokiselina skra¢enog N-terminusa.

Da su oblasti vezivanja aminokiselina Phe 146 1 Lys 6 pogodne za dizajn
inhibitora pokazuje i dodatna analiza verovatnoée postojanja dZepova na vezivnoj
povrsini CDK9. Pokazano je da se u oblastima proteinske povrsine u kojima dolazi do
vezivanja liganada spontano otvaraju dZepovi mnogo ¢es¢e nego Sto je to slucaj drugde
na povrSini proteina (69). U ovom istraZivanju, primenom literaturne procedure (69)

ispitana je verovatnoc¢a otvaranja dzepova oko 20 aminokiselina sa vezivne povrsine
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CDKO9 i uporedena sa odgovaraju¢im aminokiselinama nasumi¢no odabranim drugde na
povrsini. Generisano je po 1000 nezavisnih konformacija CDK9, koje su zatim

grupisane po veli¢ini prisutnog dzepa oko aminokiseline od interesa.
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Grafik 2: Udeo konformacija CDK9 u kojima se otvaraju dZepovi razli¢itih zapremina
kod aminokiselina 67, 81 i 84 (crvenom) 1 nasumi¢no odabranih aminokiselina sa
povrsine CDK9 u kontrolnoj simulaciji (levo) i simulaciji za analizu

Za generisanje konformacija upotrebljene su simulacije u kojima je potencirano
otvaranje dzepova, ako je moguce, ali i kontrolne simulacije u kojima prisustvo dZzepova
nije uzimano u obzir. Za tri aminokiseline sa vezivne povrsine CDKO9, Ile 67, Leu 81 i
Ile 84, pokazalo se da su u njihovoj okolini prisutni dZepovi znafajne zapremine u
velikom procentu konformacija CDK9, znatno veéem nego kod aminokiselina u istim
elementima sekundarne strukture drugde na povrSini proteina (grafik 2). Sve tri
oznacene aminokiseline se nalaze u neposrednoj blizini mesta vezivanja aminokiselina

Phe 146 1 Lys 6 iz strukture ciklina T1 1 stupaju u interakcije sa njima (Slika 33).
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Phe 146

Lys 6

Slika 33: Aminokiseline sa vezivne povrSine CDK9 koje ucestvuju u otvaranju dzepova
(zelenom) se nalaze u blizini vezivnog mesta aminokiselina Phe 146 i Lys 6 sa ciklina
T1 (sivom)

Analiza dinamike vezivne povrSine slobodne CDK9 ukazala je na oblast
vezivanja aminokiselina Lys 6 1 Phe 146 sa ciklina T1 kao najpogodnije ciljno mesto za
razvoj inhibitora interakcije. Obe primenjene metode za analizu prisustva hidrofobnih
dzepova ukazuju da se u toj oblasti otvara najznacajniji hidrofobni dzep, koga,
istovremeno, mapiranje organskim probama oznacCava najpogodnijom oblas¢u na
vezivnoj povrSini CDK9 za interakciju sa ligandima.

Nakon analize vezivnih povrSina CDK9 / ciklin T1 kompleksa, dizajnirani su
potencijalni peptidni inhibitori interakcije, na osnovu odabranih znacajnih

aminokiselina sa ciklina T1: Lys 6, Lys 93, Glu 137, Gln 142 i Phe 146.
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2.1.2 Dizajn peptidnih inhibitora

2.1.2.1 Dizajn peptida zasnovan na interakcijama u P-TEFb

Kao prvi korak u razvoju potencijalnih inhibitora proteinske interakcije CDK9 /
ciklin T1, dizajnirani su kratki peptidi sa Cetiri do osam aminokiselina, ¢ije ciljno mesto
je predstavljala vezivna povrSina CDKO. Cilj dizajniranja peptida bio je da se kroz
proucavanje njihovog vezivanja steknu dodatne informacije o interakcijama na vezivnoj
povrsini, tj. o reproducibilnosti interakcija aminokiselina iz proteinskog kompleksa u
kontekstu izolovanih peptida, bez prisustva tercijarne grade proteina koji ih orijentiSe u
kompleksu. Takode, peptidi su od koristi u dobijanju pocetnih struktura potencijalnih
inhibitora koje se mogu prevesti u stabilnije nepeptidne analoge. U ovom istrazivanju,
peptidi su dizajnirani koriste¢i dva razlicita pristupa.

U prvom pristupu, peptidi su dizajnirani po ugledu na gradu ciklina T1, sa kojim
je CDKO9 u kompleksu. Izabrani su linearni fragmenti ciklina T1 koji sadrze hot spot
aminokiseline i formirani kratki peptidi. Znacajne aminokiseline ukljucene u gradu
peptida odabrane, kako je objasnjeno u prethodnom delu teksta, ukljuéivale su Lys 93,
Glu 137, GIn 142 1 Phe 146 iz ciklina T1. Kriterijumi za formiranje linearnih
fragmenata ciklina T1 u osnovi peptida bili su da ukljucuju najvise osam aminokiselina,
da $to viSe aminokiselina iz njih pripada vezivnoj povrsini i da se u aminokiselinskoj
sekvenci peptida nalazi bar jedna, a ako je moguée viSe hot spot aminokiselina.
Prilikom formiranja peptida sekundarna struktura linearnih fragmenata ciklina T1 u
sklopu vezivne povrsine ciklina T1 je takode uzeta u obzir, ali nije bila presudna, jer su
formirani peptidi previSe kratki da bi je zadrzali u rastvoru, van konteksta strukture

ciklina. Primenom opisanih kriterijuma izabrano je Cetiri peptida (Tabela 4).

Tabela 4: Izabrane sekvence peptida iz strukture ciklina T1

peptidi aminokiselinske sekvence
1 LQTLGFEL
2 FLAAKV
3 ESIILQ
4 LQTLGF

u tabeli su hot spot aminokiseline oznacene tamnijim simbolima
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Peptidi 1 1 4 (tabela 4) su varijacije iste sekvence. Oba peptida ukljucuju dve
bitne aminokiseline, hot spot Phe 146 (F) 1 Gln 142 (Q) u njegovoj blizini, ali se u
peptidu 1 nalaze i aminokiseline 147 1 148. Peptid 1 je ukljucen u analizu da bi se
procenio uticaj negativnog naelektrisanja na Phe 146 (F) (C-terminus) u heksapeptidu 1
na vezivanje peptida. Ovo naelektrisanje nije prisutno u strukturi ciklina T1, kod koga
se Phe 146 smesSta u odgovaraju¢i hidrofobni dzep. Dodatni razlog za ukljucivanje
oktapeptida 1 u analizu je Sto je Leu (L)148 iz njegove sekvence u kompleksu CDK9 /
ciklin T1 u istom hidrofobnom klasteru aminokiselina kao Phe 146 i §to ga je jedan od
primenjenih algoritama identifikovao kao kot spot (HotPoint algoritam).

Peptid 2 (tabela 4) ukljucuje hot spot aminokiselinu Lys 93 1 predstavlja
fragment jednog od heliksa ciklina T1. Njegova sekvenca je formirana tako da se
izbegne negativno naelektrisanje na Lys 93 (K) na C-terminusu peptida, ali i da se
obezbedi ukljucivanje aminokiseline Phe 89, koja bi pruzila ovom peptidu potencijalnu
alternativnu orijentaciju na vezivnoj povrSini CDK9. Naime, Phe 89 je ukljucen u
strukturu peptida jer je tacno tri aminokiseline udaljen od Lys 93, pa postoji moguénost
da pri vezivanju oponaSa Phe 146, koga u prostoru od Lys 93 takode deli rastojanje koje
mogu da premoste tri aminokiseline u nizu. Ako bi fleksibilna struktura peptida uspela
da se dovoljno prilagodi topologiji vezivne povrsine, postojala bi mogucnost da Phe 89
zauzme isti hidrofobni dZep kao Phe 146 u kompleksu.

Peptid 3 (tabela 4) ukljucuje Aot spot aminokiselinu Glu 137, kao i Gln 142 i
takode predstavlja pokusaj da se premoste dve klju¢ne oblasti interakcija u CDK9 /
ciklin T1 kompleksu: hidrofobni region oko mesta vezivanja Phe 146 (u ¢ijoj blizini je

Gln 142) i mreZa vodoni¢nih veza koju formira Lys 93 (€iji je deo Glu 137).

Radi dodatne provere odabranih sekvenci obavljena je i in silico analiza ¢iji je
cilj bio predvidanje najpogodnije peptidne sekvence u kompleksu za dalji razvoj
inhibitora protein-protein interakcija. PepCrawler (189) algoritam je upotrebljen za
analizu razlicitih peptidnih fragmenata ciklina T1 u kompleksu, njihovo vezivanje za
CDKO i procenu energije vezivanja razli¢itih konformacija. Aminokiselinska sekvenca
peptida odabranog ovim pristupom podudara se sa sekvencom oktapeptida 1 i samim
tim obuhvata i sekvencu peptida 4.

Odabir aminokiselinskih sekvenci peptida 2 1 3 indirektno je podrZzan

literaturnim podacima. U svojoj detaljnoj analizi protein-proteinskih interakcija Cije
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vezivne povrsine u svojoj gradi sadrze helikse (68), Arora i Johim su izveli predvidanja
mogucih inhibitornih peptida iz grade kompleksa za veliki broj struktura, medu kojima
je 1 struktura kompleksa CDK9 / ciklin T1. Oni su predvideli da heliks koji ukljucuje
aminokiselinu Lys 93 daje 45% kontakata na vezivnoj povrsini, i ukljucuje dve
aminokiseline od zna¢aja po njihovoj analizi na razdaljini manjoj od 7A. Kao rezultat,
peptid sa sekvencom tog heliksa GNSVAPAALFLAAKVE, po analizi Arore i Johima,
predstavlja dobru polaznu tacku za inhibiciju interakcije CDK9 i ciklina T1. Ovaj peptid
ukljucuje aminokiselinsku sekvencu peptida 2 odabranog u ovoj studiji. Takode, u
okviru sekvence peptida 2 su obe znacajne aminokiseline po literaturnoj analizi: Phe 89
(F)1Lys 93 (K). U istoj analizi je identifikovana i aminokiselinska sekvenca koja sadrzi
sekvencu peptida 3 EAYLQQVQDLVILESIILQTL za koju je predvideno da se ponaSa
kao slab inhibitor (68).

U drugom pristupu peptidi su dizajnirani iz izolovanih aminokiselina, nezavisno
od ciklina T1, koriste¢i samo karakteristike vezivne povrSine CDK9 (objasnjeno u
slede¢em poglavlju).

U oba pristupa, vezivanje peptida je testirano na dve razli¢ite konformacije
CDKO9 - simulirane slobodne konformacije (konformacija A) i konformacije CDK9 u
kompleksu sa ciklinom T1 (konformacija AB). Obe konformacije CDK9 su dobijene iz
simulacija molekularnom dinamikom. Kori$¢enje dve razli¢ite konformacije CDK9 daje
grub uvid u fleksibilnost 1 dinamiku vezivne povrSine proteina, izbegavajuci veliki
utroSak vremena i racunarskih resursa koji bi detaljnije razmatranje fleksibilnosti CDK9
zahtevalo. Kako dizajnirani peptidi predstavljaju preliminarne inhibitore koji se dalje
razvijaju, nacinjeni kompromis u tretmanu dinamike proteina u ovoj fazi dizajna
inhibitora je opravdan. Vezivanje dizajniranih peptida je procenjeno u prisustvu pune
dinamike proteina MM-PBSA (eng. molecular mechanics Poisson-Boltzman surface
area, molekularna mehanika sa Poison-Bolcman tretmanom energije solvatacije)

metodom.
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2.1.2.2 Dizajn peptida iz fragmenata

U proteinskom kompleksu, proteini koriste svoju tercijarnu strukturu da pravilno
pozicioniraju aminokiseline vezivnih povrSina jedne ka drugima i obezbede optimalnu
orijentaciju bocnih lanaca za medusobne interakcije. U nedostatku proteinskog
polipeptidnog skeleta i rigidnih elemenata sekundarne strukture moguce je da te iste
interakcije ne bi bile i najpovoljnije koje se mogu ostvariti koriste¢i aminokiseline na
datoj proteinskoj povrSini. Iz tih razloga, Sire proucavanje interakcija koje su dostupne
odredenim aminokiselinama na datoj vezivnoj povrSini, van konteksta nativne
proteinske interakcije, moze da pruzi dodatan uvid u povoljne pocetne strukture
potencijalnih inhibitora, na ¢emu se zasniva drugi pristup dizajnu peptida u ovom
istrazivanju.

Kao pocetna tacka dizajna koriS¢eno je 20 prirodnih aminokiselina. Vezivna
povrsina CDK9 je mapirana strukturama razli¢itih aminokiselina, radi pronalazenja
njihovih najpovoljnijih orijentacija na njoj, bez ogranicenja uspostavljenih gradom
ciklina. Dizajn je sproveden na dve konformacije CDK9 — slobodnoj konformaciji A i
konformaciji AB iz kompleksa sa ciklinom T1, da bi se donekle uvrstila fleksibilnost
proteina u proces dizajna. Kako su u primenjenoj proceduri aminokiseline bile rigidne,
u mapiranju su kori§¢eni njihovi rotameri, ukupno 136. Najpovoljnije orijentacije
aminokiselina su zabelezene, a zatim je pokuSano da se kombinacijom pozicija
aminokiselina in silico izgrade pentapeptidi. Procedura ovog de novo dizajna peptida
opisana je u odeljku 4.3. Ukratko, peptidi su formirani izgradnjom peptidnih veza
izmedu aminokiselina odabranih primenom genetickog algoritma, pri ¢emu je cilj svake
nove generacije u dizajnu bio poboljSanje energije vezivanja. Po tri peptida sa
najpovoljnijom energijom vezivanja za svaku konformaciju su izabrana za dalju
selekciju (Tabela 5). Za razliku od dizajna na konformaciji AB, u de novo dizajnu
peptida na konformaciji A (slobodna CDK9) uspesno su izgradeni samo tetrapeptidi.

Kao negativna kontrola ¢itavom procesu dizajna peptida formirano je jo$ Cetiri
pentapeptida, nasumi¢nim odabirom aminokiselina. Sekvence peptida u negativnoj
kontroli su: AFLIV, KITAT, VRPHL, AAAAA iredom su oznacene kao peptidi 11-14.
Pentapeptidi u negativnoj kontroli su koriS¢eni za procenu vezivanja dizajniranih

peptida u odnosu na nasumi¢no odabrane peptidne sekvence slicne duzine.
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Tabela 5: Peptidi dizajnirani iz fragmenata

peptidi CDK9 aminokiselinske | rang peptida u
konformacija sekvence dizajnu

5 A FWGH 1.

6 A KPEQ 2.

7 A KPPQ 3.

8 AB PRWPE 1.

9 AB PWKE 2.
10 AB PRWKE 3.

Nakon S§to su formirani svi peptidi, njihove sekvence su uporedene sa
preferiranim sekvencama peptidnih supstrata CDK9, da bi se smanjila verovatnoca
nezeljenog potencijalnog vezivanja peptida u oblasti katalitickog dzepa kinaze. CDK9,
prilikom obavljanja svoje funkcije, kao i1 sve kinaze, pokazuje odredenu selektivnost ka
tipu aminokiselinskih sekvenci koje fosforiliSe. Po PhosphoSitePlus (190) databazi, u
39 sekvenci peptidnih supstrata CDK9 kao glavne karakteristike isti¢u se ocekivani

serin/treonin koji se fosforiliSe i prolin na poziciji +1 (Slika 34).

39 input sequences
-1N- [ o 1y 'ltir L3 ] o™ - o - o™ m = wn L= M~ -61

wwnw.phasphosite. o
Slika 34: Frekvenca zastupljenosti aminokiselina (ordinata) u sekvencama supstrata
CDK9 (apscisa), graficki prikaz sa PhosphoSitePlus® databaze, www.phosphosite.org
Veli¢ina simbola proporcionalna je verovatnoc¢i nalazenja date aminokiseline na
oznacenoj poziciji u sekvenci supstrata (apscisa)

Nijedan od dizajniranih peptida se nije uklapao u supstratni profil CDKO.
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2.1.2.3 Doking peptida

Po odabiru aminokiselinskih sekvenci peptida od interesa, bilo je neophodno
utvrditi najpovoljniju orijentaciju izabranih peptida na vezivnoj povrSini CDKO i
proceniti njihovu energiju vezivanja. Siroko primenjivana tehnika za dobijanje poéetnih
orijentacija liganada u kompleksu sa proteinima jeste doking (eng. docking, pristajanje,
sidrenje) u kojoj se generiSe veliki broj pocetnih poza liganada koje se zatim grubo
sortiraju po svojoj energiji interakcije sa receptorom, merenoj najéeS¢e nekom
empirijskom funkcijom ¢iji ¢lanovi aproksimiraju razli¢ite tipove interakcija medu
atomima. Doking se Siroko koristi kao preliminarna tehnika u dizajnu malih organskih
molekula, ali je dizajn peptida znatno zahtevniji zbog njihove fleksibilnosti, tj. velikog
broja stepeni slobode koje algoritam metode mora da uzme u obzir pri generisanju poza.
U ovom istrazivanju, doking peptida upotrebljen je kao preliminarna tehnika
generisanja pocetnih orijentacija peptida na vezivnoj povrSini 1 za dobijanje
objedinjenih preliminarnih energija vezivanja za sve dizajnirane peptide, jer je svaki od
programa koriS¢enih u ranijim fazama dizajna koristio svoje funkcije za procenu
energija vezivanja koje nisu direktno medusobno uporedive.

Za peptide 1-4, dizajnirane na osnovu aminokiselina ciklina T1, doking je bio
neophodan za dobijanje pocetnih stanja kompleksa za dalje simulacije 1 procene
energije vezivanja, dok su peptidi 5-10, dizajnirani iz fragmenata, ve¢ u toku formiranja
dobili pocetne orijentacije na vezivnoj povrSini. Radi doslednosti i uporedivosti
rezultata, 1 peptidi 5—10 su podvrgnuti istoj proceduri dokinga kao peptidi 1-4.

Za doking peptida upotrebljen je AutoDock Vina (191) program, ¢ija je glavna
namena doking malih organskih molekula, ali koji je u literaturi koriS¢en i za doking
peptida na proteine, u prouc¢avanju amiloidnih peptida (192) i kinaza (193). Prilikom
dokinga, radi dobijanja Sto validnijih rezultata, peptidima je bilo omoguceno kako
vezivanje za vezivnu povr§inu CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1, tako i vezivanje u
relativnom bliskom aktivnom centru CDK9. Ovo se pokazalo kao korisna odluka, jer su
se neki od peptida pozicionirali dominantno, ili ¢ak iskljuc¢ivo u aktivnom centru CDKO.
Za te peptide se moze smatrati da imaju mali afinitet ka vezivnoj povr§ini CDK9 i kako
nisu mogle biti generisane njihove pocetne konformacije na vezivnoj povrsini, oni i nisu

ukljuceni u dalje faze istrazivanja. Iskljucena su tri od Cetiri pentapeptida iz negativne
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kontrole (peptidi 11, 12 1 14) i peptidi 5 (FWGH) i 10 (PRWKE) dobijeni dizajnom iz
fragmenata (Tabela 6).
Tabela 6: Rezultati dokinga peptida na konformacije A i AB CDK9

aminokiselinske energije vezivanja [kcal-mol”|
peptidi sekvence konformacija A konformacija AB
1 LQTLGFEL 7.2 6.9
2 FLAAKV - 6.9
3 ESIILQ 59 -
4 LQTLGF — 6.4
5 FWGH — —
6 KPEQ 5.7 —
7 KPPQ 5.8 5.8
8 PRWPE 7 6.7
9 PWKE 6.6 6.4
10 PRWKE — —
11 AFLIV — —
12 KIIAT — —
13 VRPHL 7 6.7
14 AAAAA — —
“_ oznatava da nisu pronadene povoljne orijentacije peptida na vezivnoj povrsini u najboljih 10 rezultata
dokinga

Peptidi razvijeni na osnovu strukture ciklina T1 (peptidi 1-4, tabela 6) pokazali
su bolje vezivanje za CDK9 konformaciju AB, $to je i1 bilo ocekivano jer je to
konformacija CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1, dok su se peptidi dobijeni de novo
dizajnom (peptidi 6-9) vezivali za obe konformacije CDK9. Od nasumicno odabranih
pentapeptida iz negativne kontrole, samo je VRPHL pokazao vezivanje za CDK9. Ako
se uporede energije vezivanja peptida odredene aproksimativnom funkcijom u sklopu
doking algoritma, moZe se videti da je energija vezivanje peptida 13 (VRPHL)
uporediva sa energijama vezivanja dizajniranih peptida. Svi peptidi za koje je uspesno
generisana orijentacija na vezivnoj povrsini bilo koje od dve CDK9 konformacije

ukljuceni su u dalje istrazivanje.
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2.1.2.4 Procena energije vezivanja peptida MM-PBSA metodom

Funkcije kojima se procenjuje energija vezivanja liganada u doking proceduri su
optimizovane za brzo dobijanje aproksimativnih rezultata. Kao rezultat, neophodno je
nezavisno proceniti energiju vezivanja liganada koji su pozicionirani na povrsini
proteina u doking proceduri ta¢nijim metodama. U ovom istrazivanju, za procenu
slobodnih energija vezivanja liganada odabrane su metode MM-PBSA i MM-GBSA
(eng. molecular mechanics generalized Born surface area, molekularna mehanika sa
uopstenim Bornovim opisom solvatacije).

MM-PBSA 1 MM-GBSA metode u osnovi imaju sli¢nu formulaciju i razlikuju
se samo u tretmanu energije solvatacije. Slobodna energija vezivanja, kako je definiSe
MM-PBSA(194) metoda, moze se predstaviti kao razlika u slobodnim energijama

kompleksa i slobodnog receptora i liganda, ili jednacinama:

AG,., = AE,,, + AG_,, - TAS

solv
kompleks protein ligand
ﬂ‘EMM = MM - MM - kMM
kompleks protein ligand
ﬂGsolv = ﬂGsolv - solv - solv
AS = Skompleks - Sprotein - Sligand
BSA olarna nepolarna

AG,,, = A AG
EMM = Evez + Eugl + Etorz + EVdW + Eelec

solv solv

U navedenim izrazima se Euyym 0dnosi na komponentu energije koja se procenjuje
molekularnom mehanikom, G na energiju solvatacije, a S na konformacionu
entropiju, tj. na entropijsku cenu ograni¢avanja konformacione slobode sistema usled
zaklju¢avanja molekula u vezivne konformacije.

Za procenjivanje energije vezivanja MM-P(G)BSA metodama, potrebno je
uzorkovati konformacioni prostor kompleksa 1 njegovih c¢lanova, Sto se postize

molekularnom dinamikom. Konformacije dobijene molekularnom dinamikom sluze i za
76



procenu energije vezivanja sistema i za procenu entropijske cene vezivanja. U fazi
prikupljanja konformacija u sistemu su prisutni molekuli rastvaraca i direktno se uzima
u obzir dinamika i prilagodavanje receptora i liganda vezanom stanju. Sama procena
energije vezivanja odvija se u implicitnom rastvaracu, koji se simulira kao homogeno
polje odredene dielektricne konstante i jonske jacine.

Sama MM-P(G)BSA metoda se moze primenjivati na dva na¢ina — simuliranjem
kompleksa i njegovih komponenti pojedinacno (metoda tri trajektorije) ili samo
simuliranjem kompleksa (metoda jedne trajektorije). Metoda tri trajektorije je pogodna
u slucajevima gde se oCekuju drasti¢cne konformacione promene izmedu slobodnog i
vezanog stanja komponenti kompleksa. Metoda jedne trajektorije obezbeduje tacnije
potiranje unutrasnjih energija molekula u kompleksu i slobodnom stanju (jer njihova
razlika mora biti nula u jednoj simulaciji) i zahteva manje kompjuterskih resursa. Ona je
1 primenjena u ovom istrazivanju. Testirane su dve razli¢ite jonske jacCine implicitnih
rastvaraca (koncentracija jona 100 1 150 mM). U oba sluc¢aja dobijeni su sli¢ni rezultati.

Tabela 7: MM-PBSA i MM-GBSA energije vezivanja peptida za CDK9 konformacije
A 1 AB, bez uracunavanja konformacione entropije

MM-PBSA energije MM-GBSA energije
peptidi | sekvence [keal-mol] [kcal-mol™]

A AB A AB
1 LQTLGFEL | —15.5+6.8 —22.245.7 -14.14£7.5 -23.1+45.9
2 FLAAKYV / —21.845.8 / -19.1+4.2
3 ESIILQ —40.9+5.6 / —37.61+4.6 /
4 LQTLGF / -23.4+4.4 / -20.0+3.8
5 FWGH / / / /
6 KPEQ —26.545.5 / —24.0+4.1 /
7 KPPQ —12.144.5 -9.843.2 -13.2+3.2 —8.34+2.4
8 PRWPE —-33.947.5 —14.843.8 —34.845.7 —13.84+4.0
9 PWKE —17.74£5.1 —14.9+4.7 —17.745.0 —14.943.2
10 PRWKE / / / /
11 AFLIV / / / /
12 KIIAT / / / /
13 VRPHL —24.1+£7.0 —18.843.8 —27.7+4.8 -14.442.8
14 AAAAA / / / /
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Tacnost rezultata MM-PBSA i MM-GBSA metoda se razlikuje u zavisnosti od
sistema koji se istrazuje, ali je MM-PBSA metoda kompjuterski zahtevnija i u proseku
preciznija. U ovom istraZzivanju MM-PBSA metoda je koriS¢ena kao glavna metoda za
procenu energija vezivanja peptida, dok je MM-GBSA metoda koriS¢ena za proveru
slaganja rezultata (Tabela 7).

Zbog velikog utroSka raCunarskog vremena potrebnog za njeno izracunavanje,
promena konformacione entropije vezivanja je procenjena samo za 4 peptida u
kompleksu sa CDKO9, koriste¢i po pet konformacija za izraCunavanje. U proseku,
dobijene vrednosti promene konformacione entropije po formiranju kompleksa
CDK9-peptid (TAS), procenjene na 310 K, kretale su se od —20 do —25 + 10 kcal-mol™.
Kako je u proceni promene konformacione entropije kori§¢en mali broj konformacija,
dobijene numericke vrednosti nisu statistiCki pouzdane i imaju veliku greSku
odredivanja. Kao rezultat, njihovo uvrStavanje u ukupne vrednosti MM-PBSA i
MM-GBSA energija nije od koristi, jer bi unelo veliku gresku u numeric¢ke rezultate,
bez znacajnog poboljSanja njihovog kvaliteta. Velika greSka odredivanja promene
konformacione entropije po formiranju kompleksa peptid-CDK9 sprecava i direktno
poredenje slobodnih energija vezivanja peptida. Medutim, sve dobijene promene
konformacione entropije razli¢itih peptida su istog reda veliCine i1 kao takve, uporedive,
dozvoljavajuéi da peptidi budu kvalitativno rankirani po svojim energijama vezivanja
utvrdenim MM-PBSA i MM-GBSA metodom, bez entropijskog doprinosa (tabela 7).

Dobijene vrednosti energija vezivanja peptida za CDK9 ukazuju da se peptidi
dizajnirani na osnovu vezivne povrsine ciklina T1 (peptidi 1-4) bolje vezuju za CDK9
konformaciju AB, koja odgovara konformaciji CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1, od
peptida razvijenih dizajnom iz fragmenata. Najbolje vezivanje na konformaciji CDK9 iz
kompleksa sa ciklinom T1 ostvaruje peptid 4 (energija vezivanja —-23.4 + 4.4
kcal-mol™). Peptid 4 (sekvenca LQTLGF) po vezivanju uspeSno oponasa vezivanje hot
spot aminokiseline Phe 146 iz svog sastava, pozicionirajuci je u isti hidrofobni dzep u
kome se ta aminokiselina nalazi u CDK9 / ciklin T1 kompleksu i formiraju¢i dodatnu
vodoni¢nu vezu preko svog C-terminalnog karboksilatnog jona. Ova vodonic¢na veza,
kao 1 ¢injenica da je heksapeptid 4 ostvario bolje vezivanje za povrSinu CDK9 od
srodnog oktapeptida 1 pokazuje da uvodenje negativnog naelektrisanja u neposrednu

blizinu Aot spot aminokiseline Phe 146 nije negativno uticalo na njeno vezivanje, vec je
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omogucilo formiranje dodatnih interakcija. Uz navedene interakcije hot spot
aminokiseline u svom sastavu, peptid 4 pri vezivanju ostvaruje jo$ tri vodoni¢ne veze

preko glutamina u svom sastavu (Slika 35).

11e99
Leutd =
o I

Slika 35: Sematski prikaz interakcija peptida 4 sa CDK9. Prikazane su vodoniéne veze
(zeleno) 1 hidrofobne interakcije (crveno)

Peptid 4 se prilikom vezivanja za CDK9 konformaciju AB vezuje u istoj oblasti
u kojoj se, pri vezivanju ciklina T1, vezuju ciklin T1 aminokiseline Phe 146 i Lys 6.
Peptid 4 delom oponasa nacin vezivanja hot spot aminokiselina. Vezivanje ovog peptida
je u saglasnosti sa analizom povoljnih interakcija vezivne povrSine CDK9 sa malim

molekulima.
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De novo dizajnirani peptidi (peptidi 5-10) su pokazali bolje vezivanje za
povrsinu CDK9 konformacije A, ali je peptid sa najboljom energijom vezivanja na ovoj
konformaciji, peptid 3 (sekvenca ESIILQ), razvijen na osnovu aminokiselina ciklina T1.
Energija vezivanja peptida 3 iznosila je —40 + 5.6 kcal-mol”. Najveci broj interakcija
peptid 3 ostvaruje svojim C-terminalnim karboksilatom, koji gradi vodoni¢ne veze sa

CDK9 aminokiselinama Phe 12, Cys 13 1 Arg 86 (Slika 36).

Gluss

Glu9

o ATZEO

Slika 36: Sematski prikaz interakcija peptida 3 sa CDK9. Prikazane su vodoniéne veze
(zeleno) 1 hidrofobne interakcije (crveno)

Najbolje vezivanje medu de novo dizajniranim peptidima ostvario je peptid 8
(sekvenca PRWPE) koji se vezuje za obe konformacije CDK9 koriS¢ene u studiji, i
nalazi se medu najbolje rangiranim kandidatima pri vezivanju za konformaciju slobodne
CDKOY, sa energijom vezivanja od —33.9 = 7.5 kcal'mol™. Interakcijama peptida 8 sa
CDKO9 konformacijom A dominiraju interakcije dva arginina - arginina iz peptida 8 koji
gradi vodoni¢ne veze sa Glu 91 57 iz CDK9 i Arg 86 iz strukture CDKO9 koji interaguje
sa C-terminusom peptida 8 (Slika 37).
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Slika 37: Sematski prikaz interakcija peptida 8 sa CDKO. Prikazane su vodoniéne veze
(zeleno) i1 hidrofobne interakcije (crveno)

Proucavanjem vezivanja najbolje rangiranih peptida 4, 3 i 8§ moze se zakljuciti
da su razlike u izgledu vezivne povrsine CDK9 izmedu konformacija AB i A znacajno
uticale na raspored liganada. Peptidi 4, 3 1 8 se vezuju u dve izolovane oblasti vezivne
povrsine. Peptid 4 interaguje sa konformacijom AB u oblasti vezivanja hot spot
aminokiseline Phe 146 sa ciklina T1. Peptidi 3 i 8 se vezuju na konformaciji A, u
sli¢cnom regionu i ostvaruju sli¢ne interakcije svojih C-terminusa sa Arg 86. Oba ova
peptida se vezuju koriste¢i dzep na vezivnoj povrSini nastao izmedu B3—Ca petlje, petlje
sa aminokiselinama 87-99 1 skratenog N-terminusa. Postojanje ovog dZepa je
verovatno uslovljeno nefizioloskim odsustvom aminokiselina 1-7 iz kristalografske
strukture CDK9 iz koje je dobijena konformacija A i sa kojom je obavljena studija
vezivanja peptida. Kako je postojanje ovog dzepa u prisustvu cCitavog N-terminusa
manje verovatno, u daljem dizajnu inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije fokus je bio

na oblasti vezivanja peptida 4, na €iji znacaj ukazuje konsenzus primenjenih metoda.
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2.1.2.5 Procena energije vezivanja peptida SMD metodom

Pre prelaska na dizajn nepeptidnih inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije
pokusana je dodatna potvrda dobijenih rezultata MM-PBSA procene energija vezivanja
peptida, koris¢enjem SMD (eng. steered molecular dynamics, usmerena molekularna
dinamika, SMD) metode.

SMD (195) je varijanta molekularne dinamike u kojoj se na jedan deo sistema
koji se proucava deluje dodatnom silom, usmeravajuci njegovo kretanje u odredenom
pravcu. Postoje dva oblika usmerene molekularne dinamike: SMD sa konstantnom
brzinom kretanja odabranog dela sistema, u kome se na sistem deluje promenljivom
silom podeSenom tako da se uvek zadrzi ista brzina kretanja, i SMD sa primenom
konstantne sile, u kojoj brzina posmatranog dela sistema zavisi od trenutno prisutnih
interakcija u sistemu koje se suprotstavljaju ili potpomazu zeljeno kretanje sistema.
Prakti¢no, primena sile na odabrani deo sistema je reSena tako Sto se uspostavlja
zamisljena opruga izmedu odabranog i referentnog dela sistema, koji se drzi fiksiran.
ZamiSljenoj opruzi se dodeljuje odredena elasti¢nost i po primeni sile dolazi do njenog
rastezanja ili sabijanja.

Osim primene koju SMD ima u proucavanju usmerene dinamike razli¢itih
sistema, SMD je u literaturi koriS¢ena 1 za relativno uporedivanje energija vezivanja
malih molekula (196) i proteina (197). Ako se kombinuje za Jarzinskijevom jednakoscu,
SMD se moze koristiti za rigorozan tretman slobodne energije (195), ali je u ovom
istrazivanju primenjena samo za grubo poredenje relativnih afiniteta dizajniranih
peptida.

Kada se SMD primenjuje kao metoda za uporedivanje afiniteta razli¢itih
molekula, obi¢no se koristi varijanta metode u kojoj se posmatrani deo sistema kroz
celu simulaciju kre¢e konstantnom brzinom, a odnos afiniteta se dobija iz odnosa visine
pikova primenjene sile u zavisnosti od vremena. Naime, §to je veci afinitet nekog
liganda za protein za koji se vezuje, bie potrebno primeniti vecu silu za odvajanje
liganda od proteina, $to se na grafickom prikazu zavisnosti primenjene sile od proteklog
vremena u simulaciji (profilu primenjene sile) uocava kao pik. Pod uporedivim
uslovima simulacije, ligand sa ve¢im afinitetom pokazace i1 viSe vrednosti primenjene

sile prilikom odvajanja od proteina.
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SMD simulacije zapocete su od pocetnih orijentacija peptida na vezivnoj
povrsini CDK9, dobijenih dokingom. Peptidi su sa vezivne povrSine CDK9 povlaceni
konstantnom brzinom 1 beleZene su vrednosti primenjene sile. U pocetnoj fazi
istrazivanja ispitano je viSe razli¢itih referentnih fiksiranih segmenata sistema, brzina
povlacenja peptida i konstanti elasti¢nosti opruga.

Testirana su tri segmenta fiksiranih atoma: fiksiran samo jedan atom — Ca
aminokiseline 20, koja se nalazi u rigidnoj PB-valjak strukturi udaljenoj od mesta
vezivanja peptida, fiksirani svi atomi polipeptidnog niza CDK9 1 fiksirana distalna
strana B-valjka nasuprot vezivne povrsine (atomi polipeptidnog niza aminokiselina 20 —
25, 32 — 37, 44 — 48, 104, 106, 107 strukture CDK?9). U izvodenju SMD simulacija
pogodno je odabrati fiksirane referentne segmente tako da ukljucuju S$to manji broj
atoma (po moguéstvu jedan) jer je svako fiksiranje koordinata sistema veStacko
ogranicavanje konformacione slobode sistema i moze da uti¢e na rezultate. Sa druge
strane, prilikom povlacenja liganada, naroCito povlacenja ve¢im brzinama, a samim tim
1 ve¢om silom, moze do¢i do nefizioloskih deformacija proteinske strukture u blizini
liganada, Sto se moZe ublaziti pazljivo odabranim fiksiranim referentnim segmentom.
Kao kompromis ova dva efekta, odabrano je da se fiksira deo B-valjka naspram vezivne
povrsine CDK9 (atomi polipeptidnog niza aminokiselina 20 — 25, 32 — 37, 44 — 48, 104,
106, 107 strukture CDKO9).

Testirane su &etiri razliGite brzine povladenja peptida: 5, 10, 50 i 100 A/ns. U
odabiru brzine povlacenja peptida pozeljno je odabrati Sto manju vrednost, jer se tako
minimizuje mogucnost deformacije okolne strukture sistema usled visokih primenjenih
sila, ali male brzine povlacenja znacajno produZavaju vreme trajanja same simulacije.
Odabrana je brzina od 10 A/ns, kojom je postignuto odvladenje svih peptida sa povrsine
CDKO9 u predvidenom vremenu simulacija od 4ns.

Poslednji parametar koji je potrebno razmotriti prilikom SMD simulacija jeste
konstanta elasti¢nosti zamisljene opruge koja se povlaci. Konstanta elasti¢nosti opruge
direktno uti¢e na izgled dobijenog profila sila, tj. na nivo detalja o molekularnim
dogadajima koji su ga izazvali. Sto je konstanta opruge veéa, opruga je kruca, §to
smanjuje mogucnost prilagodavanja strukture liganada promeni polozaja tokom
povlacenja i daje detaljan izgled profila primenjene sile. Primena krute opruge je

scenario koji najmanje odgovara prirodnom procesu disocijacije liganada sa proteinske
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povrsine, u kome se ligandi stalno prilagodavaju promenama. U ovom istrazivanju
testirane su tri konstante elasti¢nosti opruge iz literature: 1.5, 3 i 7 kcal'‘mol'-A%
Izabrana je najmanja konstanta (1.5 kcal-mol™-A?), koja daje elasti¢nu oprugu, da bi se
Sto bolje opisalo ponasanje fleksibilnih peptida kao liganada. Gubitak molekularnih
detalja na dobijenim profilima sila nije predstavljao problem, jer je cilj studije bilo samo
kvalitativno rangiranje dizajniranih peptida po njihovom afinitetu za vezivnu povrsinu
CDKO9, §to odgovara redosledu visina dominantnog pika na svakom profilu sila.

Kako je vezivna povrSina CDK9 sa koje su peptidi odvlaceni relativno ravna,
izbor pravca u kome se vrsi povlacenje, dokle god je pravac uporediv izmedu svih
peptida, nije od vaznosti, §to nije sluc¢aj kada se SMD koristi na ligandima u aktivnim
mestima enzima. Radi provere te tvrdnje, distribucija mogucih putanja peptida kada
napustaju vezivnu povrSinu CDK9 testirana je kroz 100 RAMD (eng. random
acceleration molecular dynamics, molekularna dinamika sa nasumicno orijentisanim
ubrzanjem liganada) (198) simulacija. U RAMD simulacijama se ligandi ubrzavaju u
nasumicno odabranim pravcima i zahteva se da prilikom kretanja predu odredeno
rastojanje u svakom koraku simulacije. Ako to nije slu¢aj, ligand je naiSao na prepreku
prilikom kretanja i tada se njegov pravac kretanja ponovo nasumi¢no menja. Postupak
se ponavlja sve dok ligand koji se posmatra ne napusti okruzenje proteina u potpunosti,
tj. dok se ne udalji na kriti€nu razdaljinu. U ponovljenim RAMD simulacijama, pojava
prostornog grupisanja putanja liganda prilikom napustanja mesta vezivanja ukazuje na
dominantan, najpovoljniji pravac tog procesa. Ako takav pravac postoji, njega treba
uzeti kao pravac povlacenja liganada tokom SMD simulacija, jer je statisticki

najverovatniji.

Slika 38: Prostorna raspodela 100 RAMD putanja peptida sa vezivne povrSine CDK9
(plave linije)
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U 100 RAMD simulacija sprovedenih na jednom od kompleksa peptid-CDK9,
nije zapazeno grupisanje RAMD putanja (Slika 38). Putanje peptida su bile nasumi¢no
rasporedene u prostoru, ukazujuéi da je bilo koji od odabranih pravaca kretanja peptida
podjednako mogu¢ i validan, dokle god je uporediv izmedu razli¢itih peptida i da izbor
pravca povlacenja peptida sa povrSine CDK9 ne uti¢e kritiéno na rezultate dobijene
SMD simulacijama.

Profili sila dobijeni povlacenjem peptida sa povrSina CDK9 konformacija A i
AB prikazani su na graficima 3 i 4. Pikovi na graficima oznacavaju raskidanje
pojedinacnih interakcija izmedu peptida 1 CDK9. Visina pikova (primenjena sila) je
proporcionalna jacini interakcije koja se raskida. Za svaki peptid, najintentzivniji pik
ukazuje na trenutak u kome se peptid oslobada sa povrsine proteina u rastvor. Poredenje
visine najintezivnijih pikova razli¢itih peptida ukazuje na njihov relativni afinitet ka
CDKO.

2000 . | . ,

- peptid 6 (KPEQ) i
— peptid 7 (KPPQ)
1500 — peptid 1 (LQTLGFEL)
peptid 3 (ESIILQ)
— peptid 13 (VRPHL)
peptid 8 (PRWPE)

eptid 9 (PWKE
L000 pep ( ) M |

500

sila(pN)

vreme(ns)

Grafik 3: Profili sila dobijeni SMD simulacijama povlacenja peptida sa vezivne
povrsine CDK9 konformacije A
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Grafik 4: Profili sila dobijeni SMD simulacijama povla¢enja peptida sa vezivne
povrsine CDK9 konformacije AB
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Kao Sto grafici 3 i 4 pokazuju, rezultati SMD analize se razlikuju od redosleda
peptida dobijenog MM-PBSA metodom. Zbog upotrebe razli¢itih polja sila u analizi,
direktno poredenje rezultata nije izvodljivo, ali glavni razlog neslaganja je razliCita
evolucija sistema u SMD simulacijama u poredenju sa MD simulacijama u MM-PBSA
analizi.

Naime, tokom poslednje nanosekunde klasicne MD simulacije iz koje su
uzorkovane konformacije sistema za MM-PBSA analizu, peptidi su ostali na vezivnoj
povrsini CDK9, dok je u toku SMD simulacija, fleksibilni N-terminus CDK9 u blizini
vezivne povrSine stupao u dodatne interakcije sa peptidima dok su se udaljavali sa
vezivne povrsine. Ove dodatne interakcije ne opisuju vezivanje peptida za samu vezivnu
povrsinu CDK9, ali se njihovim raskidanjem stvaraju dodatni, intenzivni pikovi u
profilima sila, koji menjaju izgled profila. Ova pojava je najizrazenija kod peptida 7
(sekvenca KPPQ) i njegove interakcije sa CDK9 konformacijom A. Energija vezivanja
peptida 7 za CDK9 konformaciju A, procenjena MM-PBSA metodom je svega —12.1 £+

4.5 kcal-mol”, ali profil primenjene sile u SMD simulaciji ovog kompleksa pokazuje
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najveci pik medu profilima peptida koji se vezuju za CDK9 konformaciju A, ukazujuci
da, medu njima, peptid 7 pokazuje najveci afinitet vezivanja. Medutim, pik u pitanju ne
odgovara raskidanju interakcija peptida 7 sa vezivnom povrSinom CDK9 konformacije
A, ve¢ kasnijem molekularnom dogadaju u simulaciji, kada je peptid 7 ve¢ napustio
vezivnu povrSinu proteina i stupa u dodatne interakcije sa fleksibilnim N-terminusom

kinaze (Slika 39).

N-terminus CDK9

r

Slika 39: Interakcije peptida 7 sa N-terminusom CDK9 konformacije A (sivo).
Prikazane su aminokiseline vezivne povrSine CDK9 (zeleno)

Sila koja je potrebna da se raskinu interakcije peptida 7 i vezivne povrSine
CDK9 odgovara inicijalnom segmentu na profilu sile i mnogo je manja, u skladu sa
niskom predvidenom MM-PBSA energijom vezivanja. Isto se moze zakljuciti 1 za
vezivanje peptida 2 (FLAAKYV) za CDK9 konformaciju AB. U veéoj ili manjoj meri,
dodatne interakcije sa fleksibilnim N-terminusom CDK9 su prisutne u SMD
simulacijama svih peptid-CDK9 kompleksa. Fiksiranjem aminokiselina N-terminusa
bilo bi moguce izbe¢i dodatne interakcije sa peptidima i njihov uticaj na profile sile u
SMD simulacijama, ali bi se time vesStacki smanjila konformaciona sloboda regiona
proteinske povrSine direktno ukljucene u interakcije sa peptidima, $to bi takode uticalo
na rezultate.

Takode, za razliku od liganada u aktivnom mestu enzima koji svi interaguju sa

istim oblastima vezivne povrSine na slican nacin, u kompleksima peptida koris¢enih u
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SMD studiji u ovom istrazivanju nisu postojale dovoljno izraZzene zajednicke
karakteristike vezivne povrSine u kontaktu sa peptidima koje bi definisale uniformnu
tacku za poredenje profila sila. Zbog svega navedenog, profili sila dobijeni SMD
simulacijama nisu mogli biti primenjeni za procenu razlika u vezivanju peptida za
CDKO9. Kao rezultat, glavni kriterijum po kome su rangirani peptidi i odabrani za
dobijanje informacija o daljem dizajnu bile su predvidene MMPBSA energije vezivanja,
po kojima su peptidi 4, 3 i 8 bili najbolji kandidati za dalji razvoj inhibitora.

Peptid 4 je fragment sekvence ciklina T1 sa hot spot aminokiselinom Phe 146.
Pri vezivanju, peptid 4 oponasa nacin vezivanja Phe 146 i pozicionira se u hidrofobnom
dzepu na vezivnoj povrsini CDKO9, u oblasti vezivanja Lys 6 1 Phe 146 sa ciklina T1, u
regionima u kojima je mapiranjem malim organskim probama predvideno vezivanje
liganada. Peptidi 3 i 8 se vezuju za drugi region vezivne povrSine CDK9, ostvarujuci
povoljne interakcije sa Arg 86, ali kako je vezivno mesto peptida 3 i 8 delom definisano
nefizioloSkim odsustvom sedam aminokiselina N-terminusa CDK9, dizajn nepeptidnih
liganada je fokusiran na oblasti vezivanja peptida 4, tj. na oblast vezivanja

aminokiselina Phe 146 1 Lys 6 ciklina T1.
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2.1.3 Dizajn nepeptidnih inhibitora

2.1.3.1 Pretrazivanje farmakofora

Prvi korak u dizajnu nepeptidnih liganada bio je odabir najpovoljnijih polaznih
tacaka za dizajn na vezivnoj povrSini CDK9. Konsenzusom analiza interakcija
ostvarenih u proteinskom kompleksu CDKO9 / ciklin T1, analiza dinamike 1 fleksibilnosti
same vezivne povrsine CDK9 i vezivanja prethodno dizajniranih peptidnih inhibitora,
naroCito peptida 4, za polazne tacke definisanja strukture potencijalnih nepeptidnih
inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije odabrane su aminokiseline Phe 146 i Lys 6
ciklina T1 (Ca — Co udaljenost 6.88 A, slika 40) i interakcije koje one uspostavljaju.

Izbor ove dve aminokiseline je dodatno potvrden u procesu definisanja
farmakofore kojoj ¢e odgovarati nepeptidni inhibitori, jer su iste dve aminokiseline
predlozene PocketQuery (34) metodom kao najpovoljnije polazne tacke za dizajn
inhibitora sa povrSine ciklina T1, analizom kristalografske strukture PDB ID: 3blh.
Pocetna farmakofora koja je definisana na osnovu ove dve aminokiseline imala je pet
tacaka: aromati¢no jezgro koje odgovara bo¢nom nizu Phe 146, dva donora vodoni¢nih
veza na azotima polipeptidnog niza i bo¢nog lanca Lys 6, akceptor vodoni¢ne veze na
karbonilnom kiseoniku Phe 146 i hidrofobnu tacku koja odgovara ugljenicima bo¢nog

niza Lys 6 (Slika 40).

Phe 146 Lys 6
6.88 A
aromatiéno
jezgro hidrofobna
\ tacka
akceptor donori H-veza

H-veze

Slika 40: Pet tataka farmakofore zasnovane na aminokiselinama Phe 1461 Lys 6 iz
strukture ciklina T1

Primenom ove farmakofore u AnchorQuery databazi jedinjenja pronadene su tri

strukture sa odgovarajuéim karakteristikama. AnchorQuery databaza jedinjenja je
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odabrana jer je optimizovana za razvoj inhibitora protein-protein interakcija (199). U
cilju povecanja broja identifikovanih jedinjenja, ublaZzeni su kriterijumi farmakofore,
tako Sto je iz njene definicije iskljucena hidrofobna tacka koja odgovara bo¢nom nizu
aminokiseline Lys 6. Ova tacka je odabrana za iskljucenje da bi u farmakofori bilo
zadrzano aromaticno jezgro hot spot aminokiseline Phe 146, koje znacajno doprinosi
energiji vezivanja ciklina T1 za CDK9 i sva tri elementa koja mogu da doprinesu
stvaranju vodoni¢nih veza. Kako ugljenici bocnog niza Lys 6 ucestvuju samo u Van der
Valsovim interakcijama sa CDK9, smatralo se da njihovo isklju¢ivanje najmanje menja
osobine farmakofore, narocito jer je u lokaciji azotovog atoma bo¢nog niza Lys 6 koji
se ponasa kao donor vodoni¢ne veze ve¢ implicitno ukljuCena razdaljina od
polipeptidnog niza, koju iskljuceni ugljenikovi atomi definiSu u samoj aminokiselini.
Izmenjena farmakofora je upotrebljena za pretrazivanje i dobijeno je 26 mogucih
struktura. Strukture su ru¢no podeljene po hemijskoj sli¢nosti i verovatnoci uspesne
sinteze u pet podgrupa i za svaku podgrupu je izabrana reprezentativna struktura

(strukture L1-L5, Slika 41).
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Slika 41: Strukture odabranih liganada. R u strukturama L3 i L4 oznacava supstituente
zamenjene metil grupom zbog sternih zahteva proteina
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Dve strukture liganada, L3 1 L4, su imale supstituente, 4-nitrofenil i
I-metilpropil grupu, koje su sterno ometale pravilno pozicioniranje liganada na
proteinskoj povrsini, pa su zamenjene metil grupom. Supstituenti nisu u potpunosti
eliminisani da se ne bi previSe povecala fleksibilnost molekula.

U slede¢em koraku dizajna procenjena je slicnost pet reprezentativnih struktura
liganada sa poznatim inhibitorima protein-protein interakcija, koriste¢i literaturnu
proceduru (64). Ukratko, za svaki od liganada je odredena vrednost dva molekularna
deskriptora koji opisuju molekularni oblik (RDF070m deskriptor) i rigidnost/broj
nezasi¢enih veza (Ui, eng. unsaturation index, indeks nezasi¢enosti) i uporedena sa
vrednostima koje ovi deskriptori imaju u strukturama poznatih inhibitora protein-protein
interakcija (RDFO070m > 13.31, Ui > 4.13). Molekularni deskriptori predstavljaju
numericke opise strukturnih i hemijskih karakteristika molekula, tj. svodenje molekula
na matematicke izraze. Zadovoljavanje niza deskriptora se moze izjednaciti sa
zadovoljavanjem skupa strukturnih i hemijskih karakteristika. Primenjeno na ovo
istrazivanje, od izabranih struktura liganada se trazilo da pokazu odredeni stepen
sloZenosti svog oblika i rigidnost struktura. Od pet testiranih struktura, tri (L1, L2 1 L3)
su zadovoljile oba kriterijuma (Tabela 8).

Tabela 8: Klasifikacija liganada primenom molekularnih deskriptora

ligandi RDF070m > 13.31 Ui>4.13 odluka
L1 15.373 4.248 zadovoljava
L2 13.834 5 zadovoljava
L3 18.603 4.459 zadovoljava
L4 12.178 4.087 ne
L5 12.677 4.392 1/2

Struktura L4 nije zadovoljila nijedan od uslova za vrednosti deskriptora i
isklju¢ena je iz dalje analize. Struktura L5 je zadovoljila jedan od dva uslova i stoga je
zadrzana u grupi liganada za dalju analizu.

U slede¢em koraku, Cetiri izabrane strukture liganada su dokovane za povrSinu

CDKO9 i procenjene su njihove energije vezivanja.
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2.1.3.2 Doking liganada

Vezivanje odabranih liganada za povrSinu CDKO testirano je dokingom.
Primenjeni doking protokol ukljucuje vezivanje fleksibilnih liganada za rigidnu
povrSinu proteina, pa je fleksibilnost proteinske strukture ukljucena indirektno,
primenom veceg broja alternativnih konformacija CDK9, dobijenih molekularnom
dinamikom. Ovaj pristup je opisan u literaturi (200). Doking je izveden na 50 razli¢itih
konformacija CDK9, dobijenih iz ¢etiri aMD simulacije proteina (simulacije N1, N2, A
i B). Tokom procedure, proveren je uticaj broja reprezentativnih konformacija iz svake
simulacije, kao 1 uticaj nacina na koji su konformacije grupisane na ishode dokinga.

Grupisanje konformacija CDK9 po slinosti vezivne povrSine (po RMSD
vrednostima atoma aminokiselina sa vezivne povrsine) obavljeno je bez (grupisanje 1) i
sa uklju¢ivanjem modelovanih prvih sedam aminokiselina N-terminusa (grupisanje 2).
Uticaj broja reprezentativnih konformacija CDK9 na ishod dokinga testiran je sa 10 1 20
konformacija. Uticaj je izraZen kao pokrivenost konformacionog prostora proteina
odabranim strukturama, tj. kao ukupan udeo broja struktura u grupacijama koje
predstavljaju odabrane strukture CDK9 u 2000 struktura sa najpovoljnijom energijom iz
svake od simulacija. Grupisanje konformacija je ukazivalo da se ve¢ odabirom 10
reprezentativnih struktura u svakoj simulaciji osim A (grupisanje 2) postize
zadovoljavaju¢a pokrivenost konformacionog prostora koji je protein posetio tokom
simulacije (~ 60%) (Tabela 9). Dobijena pokrivenost konformacionog prostora ukazuje
da je dovoljno upotrebiti po 10 struktura iz svake simulacije za dobro predstavljanje
fleksibilnosti proteina u dokingu liganada.

Tabela 9: Pokrivenost pose¢enog konformacionog prostora CDK9 odabranim brojem
reprezentativnih struktura iz aMD simulacija

simulacija pokrivenost konformacionog prostora
10 struktura [%o] 20 struktura
N1 — grupisanje 1 57.70 78.50
N2 — grupisanje 1 73.30 92.80
A — grupisanje 1 79.35 93.75
A — grupisanje 2 22.55 36.20
B — grupisanje 1 88.95 97.45
B — grupisanje 2 63.05 87.70
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Cak i ukljudivanjem 20 reprezentativnih struktura, pokrivenost konformacionog
prostora simulacije A sa primenjenim grupisanjem struktura 2 nije se poboljSala
znacajno (svega 36.20%, tabela 9). Razlog najverovatnije lezi u uticaju fleksibilnog,
nestruktuiranog N-terminusa (prvih 7 aminokiselina CDK9) na ukupne RMSD
vrednosti polozaja aminokiselina sa vezivne povrSine CDK9, a time i na grupisanje
konformacija. Strukture dobijene ovim grupisanjem simulacije A nisu koriS¢ene u
dokingu liganada, jer nije moglo biti isklju¢eno da razlike u njima ne odslikavaju razlike
u strukturi cele vezivne povrSine CDK9, ve¢ samo u polozaju fleksibilnog kraja
N-terminusa. Uticaj izbora nacina grupisanja struktura se moze videti i kod simulacije B
— grupisanje 2 dovodi do vecih razlika u RMSD vrednosti struktura, ali kako je u
simulaciji B N-terminus delom struktuiran u okret heliksa, oscilacije RMSD vrednosti
nisu tako drasti¢ne. Uticaj nacina grupisanja struktura na ishod dokinga proveren je tako
§to su u doking ukljuc¢ene strukture simulacije B grupisane na oba nacina. Posto je
pokrivenost konformacionog prostora proteina odabranim strukturama ukazala da je 10
struktura dovoljno za prikazivanje konformacionih promena CDK9 opaZenih u
simulacijama, doking je izveden na po 10 struktura iz svake simulacije.

Zbog velikog broja struktura, nije bilo izvodljivo izvesti detaljna ispitivanja
energije vezivanja liganada na svakom kompleksu, ve¢ je izvrSen odabir struktura. Za
svaki ligand i za reprezentativnih 10 konformacija iz svake od simulacija izdvojen je
kompleks sa najboljom predvidenom energijom vezivanja primenjenom
aproksimativnom funkcijom za procenu energije u okviru doking procedure. Svaki od
tako dobijenih kompleksa je minimizovan u implicitnom rastvaracu da bi se strukture
liganda 1 proteina prilagodile jedna drugoj, a zatim je energija vezivanja ponovo
procenjena SS-MMGBSA (eng. single snapshot molecular mechanics generalized Born
surface area) metodom (bez racunanja entropije vezivanja). Ovako dobijene, preciznije
energije su iskoriS¢ene za rangiranje konformacija liganada. Korelacija izmedu energija
vezivanja odredenih funkcijom doking programa i SS-MMGBSA metodom iznosila je
0.68. Primena razli¢ittih MM-GBSA modela i koncentracija jona u okruzenju molekula
(0.110.15 M) nije znacajno uticala na dobijene rezultate. Za svaki od liganada odabrane
su dve strukture sa najpovoljnijom SS-MMGBSA energijom vezivanja i prosledene na

analizu MM-GBSA metodom (Tabela 10, obelezene strukture).
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Tabela 10: Odnos energija vezivanja dobijenih dokingom i SS-MMGBSA metodom

omples T evanin il |
L2-B-2-1 -93 —35.42
L1-B-2-1 -7.5 —34.92
L2-A-1-4 -8.1 —34.40
L2-B-1-4 -8.4 —34.31
L5-B-1-6 -8.0 —33.50
L5-B-2-1 -8.1 —32.98
L3-B-2-7 -7.1 —29.86
LS-A-1-3 -74 —29.15
L2-N2-1-2 -7.2 —27.55
L5S-NI-1-2 -7.2 —27.46
Lol 74 ~26.63
L1-B-1-1 -17.0 —25.58
LI-A-1-4 -17.0 —23.59
L2-NI-1-2 -7.8 —-22.97
L3-N2-1-4 -6.7 —22.42
L3-NI-1-1 -6.6 —-22.22
L1-N2—1-10 ~7.0 ~21.90
L1-NI-1-10 -7.1 —21.28
L3-B-1-1 -7.0 —20.62
L3-A-1-3 ~7.1 ~18.73

* ligand — simulacija — grupisanje — redni broj strukture

Iz tabele 10 se moZe videti da je bolje vezivanje liganada ostvareno na
konformacijama CDK9 iz simulacija sa modelovanim N-terminusom (simulacije A i B),
nego iz simulacija bez N-terminusa (simulacije N1 1 N2). Od osam kompleksa liganada
sa CDK9 odabranih za dalju analizu, samo je u jednom prisutna konformacija CDK9 sa
skra¢enim N-terminusom, i taj kompleks pokazuje najnepovoljniju energiju vezivanja
liganda u SS-MMGBSA analizi.

Ako se u obzir uzme ukupno rangiranje liganada na svim konformacijama,

najbolje se vezuju ligandi L5 1 L2, dok se ligandi L1 1 L3 vezuju slabije.
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2.1.3.3 Procena energije vezivanja liganada

Procena energije vezivanja nepeptidnih liganada obavljena je MM-GBSA
analizom, nakon simulacija liganada u kompleksu sa CDK®9.

Doking liganada na povrSinu CDK9 je obavljen bez prisustva molekula vode,
dok je u ¢elijama povrsina proteina hidratisana. Prilikom svog vezivanja, ligandi moraju
da istisnu molekule vode sa povrSine proteina. Istiskivanje molekula vode sa povrSine
proteina je povoljno u hidrofobnim oblastima, ali moze biti i izrazito nepovoljno, npr.
ako su molekuli vode uklju¢eni u mreze vodoni¢nih veza sa proteinom. Verovatnoca
uspesnog vezivanja liganda za proteinsku povrSinu se povecava ako je izmena prisutnih
molekula vode atomima liganda energetski ili entropijski povoljna. Verovatno¢a izmene
molekula vode atomima liganada na vezivnoj povrsini CDK9 procenjena je WaterDock
analizom, pre same MM-GBSA analize energija vezivanja.

WaterDock analiza sprovedena na svakom od odabranih kompleksa CDK9 /
ligand omogucila je da se utvrdi da li strukture liganada pri vezivanju zauzimaju prostor
u kome je pogodno zadrzavanje nekog od strukturno ocuvanih molekula vode u datoj
konformaciji proteina. Strukturno ocuvani molekuli vode su ¢vrsto vezani za povrSinu
proteina i1 postoji mala verovatnoc¢a njihove izmene atomima liganda, tj. mala
verovatnoc¢a da ¢e ligand mo¢i da ostvari ispitivanu orijentaciju na povrsini proteina pri
vezivanju za protein u rastvoru.

Za sve strukture liganada, osim za L5-B-1-6 strukturu, vezivanje je bilo

povoljno po WaterDock analizi (Slika 42).
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Slika 42: Polozaji molekula vode (sfere, obojene po verovatnoéi izmene atomom
liganda, od crvene < 20%, do zelene > 80% verovatnoce) oko polozaja liganada u
ispitivanim kompleksima CDK9/ligand

L5-B-1-6 struktura liganda L5 u dokovanoj konformaciji, ostvaruje dva
nepovoljna kontakta sa molekulima vode, §to bi ukazalo na nepovoljan nacin vezivanja.
Medutim, tokom simulacije molekularnom dinamikom koja je prethodila MM-GBSA
analizi, ova struktura donekle menja svoju orijentaciju, oslobadajuc¢i polozaje pogodne
za vezivanje molekula vode, i neutraliSu¢i nepovoljne kontakte (Slika 43). Nova
konformacija je 1 dominantna tokom simulacije, na Sta ukazuje prostorni raspored atoma

liganda.
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Slika 43: Promena orijentacije liganda L5 tokom simulacije molekularnom dinamikom.
Pocetna konformacija liganda (Zuto) ostvaruje nepovoljne kontakte sa dva o¢uvana
polozaja vode (crvene sfere), dok u simulaciji ligand zauzima drugu konformaciju (u
bojama atoma) u kojoj su kontakti ublazeni. Znacajnost konformacione promene
potvrduje prostor koji atomi liganda zauzimaju u 60% simulacije (plava mreza).

Struktura L5-B-1-6, po promeni svoje orijentacije u simulaciji je pokazala i
najpovoljniju energiju vezivanja medu svih osam analiziranih kompleksa (Tabela 11).
Pre simulacija, ova struktura je bila rangirana cetvrta po energiji vezivanja, §to
potvrduje znacaj uvrStavanja konformacione fleksibilnosti liganda i1 receptora u

proceduru procene energije vezivanja.

Tabela 11: Energije vezivanja liganada dobijene MM-GBSA metodom

oznake strukture® MM-GBSA energija vezivanja [kcal-mol™]
L5 1 L5-B-1-6 —36.35+3.93
L5 2 L5-B-2-1 —35.65 +3.55
L11 L1-B-2-1 —33.28 £4.55
L2 1 [2-B-2-1 —32.60 + 3.83
L2 2 [2-A-1-4 —28.49+2.94
L3 2 L3-N2-1-4 —2642 +4.34
L1 2 L1-B-1-1 —26.05+3.95
L3 1 L3-B-2-7 -21.70£3.12

*ligand — simulacija — grupisanje — redni broj strukture

97




Dobijeni rezultati (tabela 11) ukazuju da najbolje vezivanje ostvaruje ligand L5,
zatim ligandi L1 i L2, za oko 3 kcal'mol” slabije, dok je vezivanje liganda L3
najnepovoljnije. Prikazani rezultati ne ukljucuju promenu konformacione entropije pri
vezivanju liganada. Za sve ligande su dobijene uporedive vrednosti entropijskog ¢lana
energije vezivanja ( —20 kcal'mol’ ) ali sa velikim greSkama odredivanja ( + 10
kcal-mol™) usled malog broja struktura (pet) kori$¢enih u izra¢unavanju.

MD simulacija koja je prethodila MM-GBSA odredivanju energija vezivanja
liganada za CDK9 omogudila je konformaciono prilagodavanje struktura liganada i
proteina kompleksu, daju¢i bolji uvid u ostvarene interakcije. ZnaCajne promene
vezivne orijentacije dogodile su se sa strukturama liganada L1 1 L3, dok su ligandi L2 1
L5 pokazali manja variranja u poloZaju.

Od znacaja je da i pored fluktuacija u poloZaju tokom simulacije, orijentacije
liganada sa najpovoljnijom MM-GBSA energijom vezivanja na vezivnoj povrSini
CDK9 prate oblasti vezivne povrSine CDK9 koje su predvidene kao pogodne za
vezivanje malih molekula primenom FTMap metode (mapiranjem interakcija razlicitih
organskih proba i njihovim grupisanjem), Sto nije slucaj sa kompleksima liganada sa
nepovoljnom energijom vezivanja.

Ligand L5 ostvaruje najpovoljniju energiju vezivanja po MM-GBSA metodi od
— 36.35 + 3.93 kcal'mol’. Oba analizirana kompleksa liganda L5 pokazuju sli¢nu
energiju vezivanja po MM-GBSA metodi. U kompleksu L5-B—1-6, ligand L5 ostvaruje
tri vodoni¢ne veze, sa aminokiselinama Lys 68, Asp 14 i Gln 4 CDK9, koje nisu sve
postojane u simulaciji. Ako se uporedi pocetna, (dokovana) pozicija liganda L5 na
vezivnoj povrsini CDK9 u kompleksu L5-B—-1-6, sa predvidenim oblastima vezivanja
malih molekula FTMap metodom, moze se videti da se ligand L5 pozicionira u
predvidenoj oblasti vezivanja malih molekula, ali ne savrSeno. Slaganje dve metode se
znacajno popravlja tokom MD simulacije koja prethodi MM-GBSA odredivanju
energije, kada ligand zauzima pozicije tri razli¢ite grupacije FTMap proba (Slika 44).
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Slika 44: a) Slaganje orijentacije liganda L5 u kompleksu L5-B—1-6 sa FTMap
probama (crveno hot spot, narandzasto 10 — 15 proba, sivo manje od 10), levo pocetna
konformacija liganda, desno, konformacija u toku MD simulacije. b) Sematski prikaz
interakcija liganda L5 1 CDK9 u kompleksu L5 1, ¢) polozaji atoma liganda L5 tokom
MD simulacije sa prostorom koji su atomi zauzimali u bar 60% simulacije (plava
mreza)

U svom drugom kompleksu, L5-B-2-1, ligand L5 ostvaruyje MM-GBSA
energiju vezivanja od — 35.65 + 3.55 kcal-mol™. Najznacajnija interakcija liganda L5 u
ovoj orijentaciji je vodoni¢na veza sa Arg 86 CDK9. Ova interakcija je analogna
interakcijama koje ostvaruju peptidi 3 i 8 prilikom svog vezivanja i ostaje postojana
tokom simulacije. Polozaj liganda L5 u kompleksu L5-B-2-1 delom odgovara
oblastima vezivanja liganada predvidenim FTMap metodom, ali ne u potpunosti (Slika

45), Sto je u skladu sa nesto nepovoljnijom energijom vezivanja u odnosu na kompleks

L5-B-1-6.
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Slika 45: a) Slaganje pocetne konformacije liganda L5 u kompleksu L5-B-2—-1 sa
FTMap probama (crveno hot spot, narandzasto 10 — 15 proba, sivo manje od 10) b)
polozaji atoma liganda L5 tokom MD simulacije sa prostorom koji su atomi zauzimali u
bar 60% simulacije (plava mreza) c) Sematski prikaz interakcija liganda L5 u
kompleksu L5-B—2-1
Najbolje rangirana orijentacija liganda L1 (L1-B-2-1) ima MM-GBSA energiju
vezivanja od — 33.28 + 4.55 kcal'mol”. U pocetnoj konformaciji u ovom kompleksu
ligand L1 ostvaruje tri vodoni¢ne veze sa aminokiselinama Arg 86, Ile 84 i Cys 13
CDK9. Tokom MD simulacije postojana je samo vodoni¢na veza sa aminokiselinom
Arg 86, dok sam ligand rotira oko svoje ose i zauzima drugu konformaciju. I pored
promene svog polozaja tokom simulacije, ligand ostaje u kontaktu sa najznacajnijom

FTMap predvidenom oblasti vezivanja tokom simulacije, $to je u skladu sa povoljnom

energijom vezivanja koju ligand ostvaruje (Slika 46).
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Slika 46: a) pocetna 1 b) konformacija u toku simulacije liganda L1 u kompleksu
L1-B-2-1 sa prostorom u kome se ligand zadrzava tokom bar 60% simulacije (plava
mreza) ¢) Sematski prikaz interakcija liganda L1 sa CDK9 u kompleksu L1-B-2-1

U drugom analiziranom kompleksu liganda L1, L1-B—1-1, ligand L1 ostvaruje
za 7 kcal'mol™” slabije vezivanje (- 26.05 + 3.95 kcal'mol™') i formira samo jednu
vodoni¢nu vezu sa Lys 74. Orijentacija liganda L1 u kompleksu L1-B—1-1 ostaje
stabilna tokom trajanja simulacije, ali iako se nalazi u blizini oblasti vezivne povrSine
CDK9 znacajne za vezivanje po FTMap analizi, ligand L1 ne ostvaruje znacajno

preklapanje sa njom (Slika 47).

lle#4

Slika 47: Podudaranje konformacije tokom simulacije (polozaj atoma liganda u bar
60% trajanja simulacije, plava mreza) liganda L1 sa znacajnom vezivnom oblaséu po
FTMap metodi, iz dva ugla a), b). ¢) Sematski prikaz interakcija u L1-B—1-1
kompleksu

101



Dve vezivne konformacije liganda L2 najbolje ilustruju korist FTMap
predvidanja u rangiranju liganada. Konformacija liganda L2 u kompleksu L2-B-2-1, sa
MM-GBSA energijom vezivanja od — 32.60 + 3.83 kcal'mol" se nalazi u oblastima
vezivne povrSine CDK9 za koje FTMap metoda predvida vezivanje liganada, Sto nije
slucaj sa konformacijom L2—-A—1-4, koja ima znatno nepovoljniju energiju vezivanja (—
28.49 + 2.94 kcal-mol™).

U inicijalnoj proceni energije vezivanja SS-MMGBSA metodom, kompleks
L2-B-2-1 liganda L2 je pokazao najpovoljnije vezivanje, ali to nije bio slucaj u
detaljnijoj MM-GBSA analizi. Razlog je u izmenjenim interakcijama liganda L2 sa
CDKO9 tokom simulacije. Povoljna vodoni¢na veza sa Arg 86 koja je prisutna u pocetnoj
konformaciji raskida se tokom simulacije i zamenjena je interakcijama sa N-terminusom

CDK9 (Slika 48).

L Ny

Slika 48: Pocetna (gore levo) 1 konformacija liganda L2 u toku simulacije (dole levo) sa

Sematskim prikazom interakcija u kompleksu L2-B—2—1 na pocetku i u toku simulacije
Od Cetiri predlozene strukture inhibitora, ligand L3 je pokazao najslabije

vezivanje za CDK9. U kompleksu L3-B-2-7 ligand L3 najveéi broj interakcija

ostvaruje sa fleksibilnim N-terminusom CDK9. Ove interakcije 1 orijentacija liganda L3

nisu stabilne tokom simulacije, ve¢ se znacajno menjaju (Slika 49).
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Slika 49: Pocetna a) i orijentacija tokom simulacije b) liganda L3 u kompleksu

L3-B-2-7. ¢) Sematski prikaz interakcija u kompleksu, pretezno sa N-terminusom
CDK9

Dobro slaganje rezultata MM-GBSA procene energije vezivanja liganada i
FTMap mapiranja vezivne povrSine CDK9 ilustruje Cinjenica da se u tri od Cetiri
kompleksa sa najnepovoljnijom MM-GBSA energijom vezivanja polozaji liganada ne
podudaraju sa znacajnim FTMap grupacijama proba, dok je u Cetvrtom slaganje

marginalno (Slika 50).

Slika 50: Ligandi u Cetiri kompleksa sa najnepovoljnijom MM-GBSA energijom se
prostorno ne poklapaju sa znacajnim FTMap grupacijama proba (crveno) tokom MD
simulacije. Prostor u kome su ligandi boravili bar 60% simulacije je oznacen (plavo).
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Prikazani rezultati vezivanja Cetiri potencijalna nepeptidna inhibitora interakcije
CDKO9 / ciklin T1 za povrSinu CDK9 ukazuju na nekoliko opstih zakljuaka. Od cetiri
najbolje rangirana kompleksa liganada sa CDK9, tri su ostvarena sa istom
konformacijom CDK9. Ohrabrujuée je Sto je ova konformacija predstavnik najveceg
klastera sli¢nih konformacija od 2000 konformacija sa najpovoljnijom energijom iz
simulacije B, pa postoji verovatno¢a nalazenja nje ili njoj slicnih konformacija u
rastvoru. Takode, od cetiri najbolje rangirana kompleksa liganada, u tri se ostvaruju
vodoni¢ne veze sa aminokiselinom Arg 86 iz strukture CDK9. Ostvarene interakcije
analogne su onima koje su sa tom aminokiselinom ostvarili peptidi 3 i 8, dva od tri
najbolje rangirana peptidna inhibitora. Redosled dobijenih MM-GBSA energija se
dobro slaZze sa nezavisnom procenom vezivanja za odabrane konformacije FTMap
metodom, Sto ukazuje da se FTMap metoda moze koristiti kao dodatan preliminarni
filter orijentacija liganada pre opseznijih studija vezivanja.

Zbog najboljeg profila vezivanja za CDKD9, hinolinski derivat L5 je odabran kao
struktura potencijalnog inhibitora CDK9 / ciklin TI interakcije sa najveéim

mogucénostima daljeg razvoja (Slika 51).
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Slika 51: Struktura liganda L5
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2.1.4 Dizajn inhibitora zasnovan na gradi P-TEFb/Tat kompleksa

Formiranje kompleksa P-TEFb / Tat protein predstavlja vaZzan molekularni
dogadaj u patologiji HIV-1 infekcije. Vezivanje Tat proteina dovodi do konformacionih
promena u strukturi P-TEFb kompleksa, posto Tat protein vezivanjem za oba proteina u
kompleksu povecava molekularnu povrSinu interakcija (125). Najve¢im delom, Tat
protein interaguje sa povrSinom ciklina T1, ali takode ostvaruje i1 par kontakata svojim

N-terminalnim regionom sa okolinom T-petlje na povrsini CDK9 (Slika 52).

Slika 52: a) Interakcije Tat proteina (ZutaL petlja), sa povrsinom CDKO ¢ije su
konformacione promene oznacene (plavo i zeleno). b) Hot spot triptofan 11 (crno) na
svom mestu kontakta sa T-petljom CDK9

Kako je cilj ovog istrazivanja bilo formulisanje malih molekula koji bi se
vezivali za povrSinu CDK9 i omogucili ometanje interakcija kinaze sa ciklinom T1,
proucena je mogucnost razvoja molekula koji bi se vezivali za mesta interakcije Tat
proteina sa CDK9 i za samu vezivnu povrSinu CDK9 ukljuc¢enu u formiranje kompleksa
sa ciklinom T1. Logika ovog pristupa zasnivala se na ¢injenici da je vezivno mesto Tat
proteina svega 10 A udaljeno od vezivne povrsine CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1.
Aminokiseline u sastavu Tat proteina na mestima kontakta sa CDK9 mogle bi da budu
iskoriS¢ene za osmisljavanje fragmenata inhibitora koji bi bili kombinovani sa delom
inhibitora koji se vezuje za vezivnu povrsinu CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1.

Uspeh ovog pristupa zavisi od pogodnosti mesta kontakta Tat proteina sa
povrsinom CDK9 za razvoj inhibitora. Kada je kristalografska struktura kompleksa
P-TEFb/Tat podvrgnuta 4ot spot analizi Robetta metodom, pokazalo se da je jedna od

Tat aminokiselina u kontaktu sa CDK9, Trp 11, hot spot, sa promenom energije
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vezivanja kompleksa od 3.82 kcal'mol” po njenoj mutaciji u Ala. Ca — Ca udaljenost
ove aminokiseline od /ot spot aminokiseline Lys 93 iz strukture ciklina je 10.194A, §to
je rastojanje koje se moze premostiti sa svega tri aminokiseline u gradi peptida.

Opisane strukturne karakteristike su obecavajuce i ve¢ je u literaturi pokazano
(157) da je sprecavanjem interakcija Tat proteina i CDK9 u toj oblasti moguce ometati
funkciju P-TEFb/Tat kompleksa, kada su dizajnirani molekuli koji su se vezivali ispod
T-petlje 1 menjali njenu konformaciju, sprecavaju¢i formiranje interakcija sa Tat
proteinom. Medutim, dizajn inhibitora u ovom pravcu nije nastavljen u okviru ovog
istrazivanja, prevashodno zbog Cinjenice da je mesto interakcije Tat proteina previse
udaljeno od glavnog regiona vezivne povrSine CDK9 na koji se fokusirala ova studija,
S§to Cini povezivanje fragmenata inhibitora nepraktiénim. Lys 93, koji jeste dovoljno
blizu mestu interakcije sa Tat proteinom za povezivanje, iako predstavlja hot spot
aminokiselinu, stupa u interakcije sa fleksibilnom petljom CDKO9, §to otezava dizajn. U
analizama pogodnih oblasti vezivne povrSine CDK9 =za interakciju sa malim
molekulima, oblast vezivne povrSine sa kojom interaguje Lys 93 nije bila znacajno
zastupljena.

lako opisani pravac dizajna nije upotrebljen u ovoj studiji, ¢injenica da su
energetski znacajne aminokiseline u strukturi Tat proteina prisutne u ograni¢enom
regionu kojim ovaj protein interaguje sa CDK9 govori o znacaju ostvarenih interakcija i

potencijalnoj koristi od njihove inhibicije.
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2.1.5 Zakljucak

Direktni inhibitori CDK9 / ciklin T1 interakcije, koji su predmet dizajna
opisanog u ovoj studiji bi, ometanjem formiranja P-TEFb kompleksa interferirali ne
samo sa njegovom ulogom u patologiji HIV-1 infekcije, ve¢ i u drugim terapijskim
stanjima, kao $to su maligniteti 1 hipertrofija miokarda. Cilj ove studije bio je dobijanje
potencijalnih struktura takvih inhibitora.

U okviru ove studije analizirana je struktura i dinamika CDK9 / ciklin T1
protein-protein interakcije. Ustanovljen je znac¢aj modelovanja fleksibilnog N-terminusa
CDK9 za uspeSan dizajn inhibitora interakcije 1 predlozene su strukture peptidnih

(LQTLGEF) i nepeptidnih (ligand L5, slika 51) potencijalnih inhibitora interakcije.
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2.2 In silico analiza regioselektivnosti intramolekulske Heck-ove ciklizacije

2.2.1 DFT studija prelaznih stanja procesa

Primena in silico metoda za razumevanje molekularnih osnova procesa nije
ogranicena na bioloske sisteme 1 molekularnu mehaniku. 4b initio metode se Siroko
primenjuju u oblastima organske i neorganske hemije, kao dopuna eksperimentima u
razumevanju hemijskih reakcija 1 struktura. Ovo poglavlje ima za cilj da ilustruje takvu
primenu in silico metoda na primeru intramolekulske Heck-ove ciklizacije.

Korialstonin 1 korialstonidin su alkaloidi izolovani iz biljne vrste Alstonia
coriacea sa potencijalnim antimalarijskim dejstvom (201,202). Retrosintetski pristup
sintezi ova dva alkaloida, proufavan u okviru rada istrazivacke grupe na Katedri za
organsku hemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, ukazao je da se bicikli¢ni
supstituent na hinolinskom skeletu ovih alkaloida moze dobiti intramolekulskom

Heck-ovom ciklizacijom alil-alkoholnih derivata ciklopentena (Slika 53) (203).

MeO

MeO

MeO

MeQO

korialstonidin

Slika 53: Strukture korialstonina 1 korialstonidina i retrosintetski pristup njihovoj sintezi

Heck-ova reakcija je paladijumom katalizovani proces u kome se iz alil, vinil,
aril halogenida i analognih jedinjenja, u reakciji sa alkenima, dobijaju supstituisani

alkeni definisane stereohemije. Heck-ova reakcija se Siroko koristi u organskoj sintezi i
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predstavlja odlican nacin kontrolisanog formiranja novih C—C veza u sloZenim
molekulima sa strogim stereohemijskim zahtevima, kakvi su prirodni proizvodi. U
Heck-ovoj ciklizaciji alil-alkoholnih derivata ciklopentena, proucavanoj u ovom
istrazivanju, moguce je dobijanje dva regioizomera, proizvoda endo- i exo- ciklizacije, u
odnosu na alilnu alkoholnu grupu (Slika 54).

OH

7 exo
\ OH

Slika 54: Proizvodi endo- 1 exo- ciklizacije

Kako samo endo- ciklizacija vodi intermedijeru u sintezi korialstonina i
korialstonidina, zna¢ajno je razumevanje regioselektivnosti procesa ciklizacije.

Model sistem (jedinjenja O), upotrebljen je za eksperimentalno proucavanje
procesa ciklizacije. ZapaZeno je da regioselektivnost procesa zavisi od alkoholne grupe
alil-alkoholnog fragmenta (Slika 55). Proces ciklizacije izveden je pod standardnim
uslovima Heck-ove reakcije pri cemu je alkohol O dao proizvod 1 u prinosu od 42%.
Pazljivom analizom 'H NMR spektra reakcione smeSe nije primeéeno postojanje

proizvoda 2.
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Slika 55: Strukture polaznih jedinjenja (O, T) 1 mogucih proizvoda (1 —4) Heck-ove
intramolekulske ciklizacije.

Zastitom slobodne alkoholne grupe jedinjenja O, prevodenjem u
t-butildimetilsilil etar, jedinjenje T, pod istim eksperimentalnim uslovima dalo je
proizvod 3 u prinosu od 73% (slika 55). I u ovom slucaju nije primeceno formiranje
alternativnog proizvoda 4.

Nastanak jedinjenja 1 1 3 moZe se objasniti endo 1 exo ciklizacijom kojoj podleze
polazni alilni alkohol. U zavisnosti od toga da li u migracionoj inserciji alkena u
formiranju nove C—C veze ucestvuje C(2) ili C(3) atom alilnog alkohola, dolazi do endo
ili exo ciklizacije, pri ¢emu je jedinjenje 1 proizvod endo, a jedinjenje 3 proizvod exo
ciklizacije.
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Da bi se objasnila uoc¢ena regioselektivnost, prouc¢avana su prelazna stanja koja

vode svim teoretski mogucim proizvodima (Slika 56)

TS1

TS2

OTBDMS

/

N

TBDMSO N/
—X—~ i

4

TS4

Slika 56: Prelazna stanja (TS1 — TS4) koja vode nastanku proizvoda 1 — 4

Uticaj stabilnosti prelaznih stanja na ishod posmatranog procesa proveren je

lociranjem prelaznih stanja 1 ab initio izraCunavanjem razlika u njihovim energijama.
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Iako se oksidativna adicija Pd(0) deSava njegovom insercijom u C-I vezu, jodid,
pod eksperimentalnim uslovima koji su koriS¢eni u procesima koje prati ovo
istrazivanje (slika 55), ne ulazi u sastav samog prelaznog stanja, ve¢ ga u njemu
zamenjuje acetatni jon (204,205). Kao rezultat, prelazna stanja ovog procesa su
modelovana sa acetatnim ligandom na paladijumu, a ne jodidom, tokom svih
izraCunavanja. Prelazna stanja su locirana DFT metodom, sa B3LYP hibridnim
funkcionalom i def2-SVP i def2-TZVP setovima orbitala.

Po lociranju prelaznih stanja, dobijene strukture su verifikovane frekvencionom
analizom i za svaku strukturu je dobijena samo jedna negativna, imaginarna frekvenca.
Dobijene vrednosti razlika u energijama prelaznih stanja (13.6 i 3.4 kcal-mol™) bile su u
skladu sa eksperimentalnim rezultatima i ukazale su da se opazena regioselektivnost
procesa moze pripisati, bar delom, razli¢itoj stabilnosti prelaznih stanja.

Kod prelaznih stanja TS1 i TS2 u kojima ucestvuje alilni alkohol O sa
slobodnom alkoholnom grupom, prelazno stanje TS1 koje vodi endo ciklizaciji 1
proizvodu 1, pokazalo se za 13.6 kcal-mol™ stabilnije od prelaznog stanja TS2, koje vodi
proizvodu 2 koji nije eksperimentalno dobijen. Povecana stabilnost prelaznog stanja
TS1 se moze objasniti moguénoséu formiranja vodoni¢ne veze izmedu acetatnog
liganda na paladijumu i slobodne alkoholne grupe alilnog alkohola (Slika 57), koja ne

postoji u prelaznom stanju TS2.

Slika 57: Detalji prelaznog stanja TS1 u okolini alkoholne grupe
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Kod prelaznih stanja TS3 1 TS4 u kojima ucestvuje jedinjenje T sa zasti¢enom
alkoholnom grupom, prelazno stanje TS3, koje vodi proizvodu exo ciklizacije 3,
stabilnije je za 3.4 kcal'mol' od prelaznog stanja TS4, §to je takode u skladu sa
eksperimentalnim rezultatima, jer proizvod 4, koji bi nastao endo ciklizacijom kroz
prelazno stanje TS4, nije eksperimentalno dobijen. Razlog uocene regioselektivnosti
Heck-ovog procesa na jedinjenju T nije jasno vidljiv na strukturama prelaznih stanja
TS3 1 TS4. Ne postoje znacajni sterni efekti koji bi koordinisali proces. Moguce je da je
objasnjenje u povoljnim n-m interakcijama fenilnih grupa u TS3 koje nisu moguce sa
acetatnim ligandom u istoj poziciji, ili u razli¢itoj hibridizaciji ugljenikovih atoma u
susedstvu #-butildimetilsilil- grupe. Sp2 hibridizovani atomi fenilne grupe u susedstvu
t-butildimetilsilil- grupe u prelaznom stanju TS3 predstavljaju manju sternu smetnju

procesu od sp3 hibridizovane metil grupe acetata u TS4.

2.2.2 Zakljucak

Uzeti zajedno, prikazani rezultati su ukazali na mogu¢ mehanizam kojim
slobodna alkoholna grupa u neposrednoj blizini koordinacionog centra paladijumovog
kompleksa, wutiCe na eksperimentalno opaZenu regioselektivnost Heck-ove
intramolekularne ciklizacije na jedinjenjima O 1 T, kroz interakcije sa acetatnim
ligandom sa paladijuma. Prevodenje ove alkoholne grupe u #-butildimetilsilil etar
onemogucava da se ona ponasa kao donor vodoni¢ne veze i tako stabilizuje prelazno

stanje koje vodi proizvodima endo ciklizacije, dovodec¢i do dobijanja exo regioizomera.
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3. Zakljucak

U ovom istraZzivanju obavljena je in silico studija P-TEFb kompleksa,
izgradenog od CDKY i ciklina T1, u cilju razvoja direktnih inhibitora ove proteinske
interakcije od medicinskog znacaja. Proucena je struktura i hidratisanost vezivnih
povrsina uklju¢enih u formiranje P-TEFb kompleksa i utvrdene su energetski
najznacajnije hot spot aminokiseline u strukturi kompleksa, medu kojima su Phe 146 i
Lys 93 iz strukture ciklina T1.

U nedostatku eksperimentalno utvrdene strukture slobodne CDK9 pogodne za
dizajn inhibitora, konformacione promene njene vezivne povrsine ispitane su detaljnim
simulacijama slobodnog proteina klasicnom i ubrzanom molekularnom dinamikom.
Utvrden je znafaj modelovanja nedostaju¢ih aminokiselina N-terminusa CDK9 za
pravilan prikaz konformacionih promena njene vezivne povrSine. U okviru studija
dinamike vezivne povrSine CDK9 ispitano je prisustvo, otvaranje i postojanost
privremenih hidrofobnih dZepova pogodnih za vezivanje liganada. Izolovane su dve
oblasti pogodne za interakcije sa ligandima, koje odgovaraju mestima vezivanja
aminokiselina Phe 146 i Lys 6 iz strukture ciklina T1.

Dobijene informacije o vezivnoj povrSini CDK9 iskorisS¢ene su za dizajn
peptidnih inhibitora interakcije. Peptidi su dizajnirani po ugledu na strukturu ciklina T1,
ali i de novo dizajnom. Energija vezivanja peptida procenjena je MM-PBSA i SMD
metodama. Tri peptidne strukture (aminokiselinske sekvence LQTLGF, ESIILQ,
PRWPE) sa najve¢im predvidenim afinitetom za CDK9 posluzile su za dalji razvoj
nepeptidnih inhibitora interakcije. Na osnovu informacija o na¢inu vezivanja peptida i
osobina vezivne povrSine CDK9, formiran je farmakoforni model od strukturnih
elemenata ciklin T1 aminokiselina Phe 146 i Lys 6 i upotrebljen za dizajn nepeptidnih
inhibitora. Predlozene su strukture nepeptidnih potencijalnih inhibitora interakcije i
diskutovane njihove interakcije sa vezivnhom povrSinom CDKO. Postignuto je dobro
slaganje rezultata primenjenih nezavisnih in silico metoda. Hinolinski derivat L5
(struktura, slika 51) je odabran kao ligand sa najveé¢im afinitetom za vezivanje na
povrsinu CDK9.

Ovo istrazivanje ilustruje prednosti koriS¢enja veceg broja komplementarnih in

silico tehnika radi poboljSanja kvaliteta dizajna inhibitora protein-protein inhibitora.
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Predlozene strukture potencijalnih inhibitora CDK9 / ciklin T1 interakcije mogu da
posluze za dalje studije ovog proteinskog kompleksa. Sam postupak dizajna inhibitora,
primenjen u ovom istrazivanju, opSteg je karaktera i moze se koristiti u istraZzivanju
inhibicije drugih protein-protein interakcija od znacaja u medicini.

U okviru ovog istrazivanja, primenom ab initio metoda ispitana su prelazna
stanja intramolekulske Heck-ove ciklizacije alilnih alkohola i ponudeno je objaSnjenje
eksperimentalno zapazene regioselektivnosti procesa. Moguénost formiranja vodonicne
veze izmedu alilne alkoholne grupe i acetatnog liganda na paladijumu u endo-
prelaznom stanju proucavane ciklizacije dovela je do znaCajne stabilizacije tog
prelaznog stanja (13.6 kcal'mol™) u odnosu na analogno exo- prelazno stanje (endo i

exo u odnosu na alkoholnu grupu) i uticala na regioselektivnost procesa.
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4. Eksperimentalni deo

4.1 Molekularna dinamika

4.1.1 Priprema sistema

CDK9 / ciklin Tl

Kristalografska struktura P-TEFb kompleksa, PDB ID: 3blh preuzeta je iz RSCB
PDB databaze. Struktura je vizualizovana koriste¢i VMD softver (eng. visual molecular
dynamics, VMD) (206) 1 iz nje su uklonjeni molekuli rastvaraca.

Uticaj kristalnih kontakata na konformaciju proteina u kompleksu procenjen je
upotrebom CryCo (207) web servisa.

U kristalografskoj strukturi 3blh, Cetiri petlje iz CDK9 imaju nedefinisanu
gradu, jer, zbog fleksibilnosti, njihov polozaj nije jasno prikazan elektronskom
gustinom. Tri nedostaju¢e petlje su modelovane na osnovu drugih kristalografskih
struktura P-TEFb kompleksa. Strukture CDK9 i ciklina T1 iz kristalografske strukture
3blh orijentisane su prema ostalim kristalografskim strukturama P-TEFb kompleksa
tako da se minimizuje kvadratna sredina odstupanja (eng. root mean square deviation,
RMSD) polozaja Ca atoma proteina, a zatim su koordinate atoma nedostajucih petlji
preuzete iz ostalih struktura. Konformacija petlje sa aminokiselinama 51-54 je preuzeta
iz kristalografske strukture PDB ID: 3blq (83), a konformacije T-petlje (aminokiseline
177-181) 1 petlje sa aminokiselinama 260-266 iz kristalografske strukture P-TEFb
kompleksa i Tat proteina, PDB ID: 3mi9 (125). Konformacija ¢etvrte nedostajuce
petlje, sa aminokiselinama 88-97 iz strukture CDK9 je modelirana na osnovu poznate
aminokiselinske sekvence, jer koordinate njenih atoma nisu odredene ni u jednoj do
sada reSenoj kristalografskoj strukturi P-TEFb kompleksa. Za modeliranje petlje
koris¢en je MODELLER softver (208), kroz web servis ModLoop (209).

Modelovani segmenti strukture proteina su minimizovani pre simulacije, tako
Sto je struktura proteina fiksirana, a petlje podvrgnute minimizaciji u trajanju od 20000

koraka, u vakuumu, koriste¢ci NAMD 2.8 (210) softver. Naelektrisanja i interakcije
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izmedu atoma u simulaciji opisani su CHARMM 22/CMAP poljem sila (185,186).
Strukture za simulaciju su pripremljene u VMD.

Za protonovanje proteina u kompleksu na fizioloSkom pH (7.4) upotrebljena je
empirijska metoda PROPKA 3.0 web servisa (211).

Priprema za simulaciju je nastavljena solvatacijom kompleksa CDKO9 / ciklin T1.
TIP3P model vode je upotrebljen za okruzenje kompleksa. Kompleks je uronjen u
Setvrtastu kutiju rastvara¢a, pri ¢emu su molekuli vode ispunjavali prostor do 15 A od
bilo kog atoma kompleksa. Ukupno naelektrisanje kompleksa je neutralisano hloridnim
jonima. Kompleks je minimizovan jo$ 30000 koraka, zatim zagrejan na 310 K u toku 93
ps, sa inkrementima temperature od 0.1K 1 podvrgnut molekularnoj dinamici u trajanju

od 4ns.

Slobodna CDK9

Priprema slobodne CDKO9 za simulaciju obavljena je na isti na¢in kao i priprema
kompleksa. Struktura CDK9 izdvojena je iz konformacije kompleksa nakon 4ns
molekularne dinamike. Struktura je solvatisana, neutralisana, minimizovana (30000
koraka) 1 zagrejana na 310K, da bi zatim bila simulirana 4ns molekularnom dinamikom.

Nedostaju¢i N-terminus CDK9 (7 aminokiselina, sekvenca MAKQYDS) je
ruéno modelovan u Pymol (212) softveru. Nakon modelovanja, N-terminus je
minimizovan u vakuumu, pri ¢emu su samo prvih 15 aminokiselina N-terminusa bile
minimizovane, dok je ostatak strukture bio fiksiran. Minimizacija je trajala 10000
koraka, u NAMD softveru. Nakon minimizacije N-terminusa, protein je solvatisan i
neutralisan po protokolu objasnjenom ranije 1 molekuli rastvarata i joni su
minimizovani kroz 50000 koraka uz fiksiranu strukturu proteina. Nakon minimizacije
rastvaraca, ceo sistem je minimizovan kroz dodatnih 50000 koraka, a zatim zagrejan na
310 K (kroz 93ps, uz inkremente temperature od 0.1 K) i podvrgnut molekularnoj
dinamici u trajanju Sns.

Posto su protokol za izraCunavanje energije vezivanja 1 parametrizacija
nepeptidnih liganada zahtevali promenu polja sila interakcija atoma, slobodna CDKO9 je
pripremana za simulaciju 1 koriste¢i Kornel et al. polje sila verzija ff10 (ff99SB) (184),

sa Jang i Citham korekcijama za jone u TIP3P modelu vode (frcmod.ionsjc tip3p)

117



(213). Priprema strukture za simulaciju je obavljena koriste¢i LeaP program
implementiran u AmberTools 1.5 softveru (214). Solvatacija, minimizacija i zagrevanje

su obavljeni na potpuno isti na¢in kao i sa CHARMM 22/CMAP poljem sila interakcija.

CDK8

Za simulaciju je upotrebljena kristalografska struktura CDKS8 u kompleksu sa
ciklinom C, PDB ID: 3rgf (159). Struktura CDKS je izdvojena iz kompleksa. Cetiri
nedostajuce petlje (aminokiseline 28-32, 116—122, 179-194, 239-244) modelovane su
MODELLER softverom kroz ModLoop web servis. Petlje su minimizovane u vakuumu
kroz 5000 koraka, koriste¢i NAMD softver i CHARMM22/CMAP polje sila interakcija.

Protonacija aminokiselina u strukturi odredena je PROPKA 3.1 web serverom.
Orijentacije 1 protonacija histidina i asparagina proverene su Reduce (215) softverom.

Simulirane su tri varijante sistema: CDKS8 sa eksperimentalnim N-terminusom,
CDKS8 sa modelovanim N-terminusom (ru¢no je modelovano prvih 10 aminokiselina) i
CDKS sa skrac¢enim N-terminusom (uklonjeno je prvih 10 aminokiselina iz sekvence
CDKS8). Sve tri varijante sistema su solvatisane i neutralisane u LeaP modulu
AmberTools 1.5 programa. Pripremljene varijante CDKS sistema su minimizovane i

zagrejane analogno slobodnoj CDKO9, pod identi¢nim uslovima simulacije.
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Parametrizacija liganada

Peptidni ligandi su tretirani analogno proteinima, koriste¢i ista polja sila
interakcija atoma (ff99SB).

Nepeptidni ligandi su parametrizovani koriste¢i Antechamber (216) softver
implementiran u Amber Tools 1.5 1 acpype (217). Pocetne strukture nepeptidnih
liganada iscrtane su koriste¢i http:/cactus.nci.nih.gov/translate/ cactvs web servis.
Strukture liganada, po tri konformacije za svaki, su prvo optimizovane na
semiempirijskom nivou (PM3) koriste¢i MOPAC 2012 softver (218). U slede¢em
koraku strukture su optimizovane ab initio metodama, na HF/6-31G* nivou (Hartri-Fok
optimizacija, sa 6-31G* setom orbitala), koriste¢ci ORCA softver (219). Optimizovane
strukture su pripremljene za derivatizaciju naelektrisanja R.E.D. tools softverom (220) a
samo parcijalno naelektrisanje atoma je dobijeno preko R.E.D. web servera (221-223),
pri cemu je parcijalno naelektrisanje atoma ujednaceno izmedu 6 orijentacija svake od 3
konformacije molekula i izvedeno iz ab initio optimizacija. Ligandima su dodeljeni
parametri GAFF (eng. general Amber force field) (224) opSteg polja sila interakcija,
koje je kompatibilno sa Kornel et al. (ff99SB) poljem sila interakcija atoma za proteine i
moze se primenjivati zajedno sa njim. Parcijalna naelektrisanja i GAFF parametri su

ligandima dodeljeni primenom acpype softvera.
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4.1.2 MD simulacije

cMD

Sve simulacije klasicnom molekularnom dinamikom (cMD) obavljene su u
NAMD softveru. U zavisnosti od sistema primenjivana su dva polja sila, CHARMM
22/CMAP 1 Kornel et al. (ff10 1 ff12). Ekvilibracija sistema u simulacijama
procenjivana je ustaljivanjem RMSD vrednosti Ca atoma. Po zavrSetku simulacija
kvalitet proteinskih struktura proveren je WHATIF Protein Model Check web servisom
(225).

Opsti parametri simulacija su bili isti za sve sisteme. Simulacije su, ako nije
drugacije naznaceno, sprovodene pod NPT uslovima (konstantan broj Cestica, pritisak 1
temperatura) sa korakom od 1fs, i razli¢itog trajanja 4-20ns. Op§ti parametri simulacija
su ukljucivali: PME (eng. particle-mesh Ewald, Evaldova reSetka Cestica) uslove za
izraCunavanje elektrostatickih interakcija 1 Langevinov termostat na 310K, sa
Langevinovim koeficijentom trenja y = 2 ps’. Pritisak je odrZzavan na 1.01325 bar
koriste¢i Nus-Huver Langevinov piston (period 200fs, period raspada 100fs i
temperatura 310K). Kada su sistemi simulirani pod Kornel et al. poljem sila, NAMD
softver je prilagoden promenom parametara izvrSavanja kao $to je opisano u uputstvu za

NAMD softver.

aMD

Sve simulacije sistema ubrzanom molekularnom dinamikom (aMD) obavljene
su koriste¢ci NAMD softver i implementaciju aMD metoda u njemu (226). U
simulacijama su koris¢ena i CHARMM 22/CMAP i Kornel et al. polja sila atomskih
interakcija. Parametri simulacija analogni su onima kori§¢enim u cMD simulacijama.
Simulacije su trajale 20 miliona koraka kod CDK9 sistema i 7 miliona koraka kod
CDKS sistema.

Pre aMD simulacija sistemi su ekvilibrisani klasichom molekularnom
dinamikom pod NPT uslovima, u trajanju od 5ns. Konformacije iz poslednje dve
nanosekunde simulacije (2000 konformacija) iskoriS¢ene su za izraCunavanje torzione i

ukupne potencijalne energije sistema, primenom NAMDEnergy modula VMD softvera.
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Torziona (Van) 1 ukupna potencijalna energija sistema (V) iz simulacije klasi¢cnom
molekularnom dinamikom su potrebne za definisanje aMD parametara, kako je opisano
u literaturi (227):
ogin = 4 kcal/mol - Nieo/S
Edin = Vain+ 4 - Nies
o= 0.16 kcal/mol - Ny

Eiot = Viot T 0ot

gde je Ny, broj aminokiselina u sistemu a N. ukupan broj atoma koji se
simulira. og4h 1 O predstavljaju parametre aMD metoda koji kontroliSu stepen
ubrzavanja dinamike sistema. Navedeni izrazi razvijeni su za primenu sa Kornel et al.
grupom polja sila interakcija. U ovom istrazivanju navedeni izrazi su uz simulacije sa
Kornel et al. poljem sila interakcija upotrebljeni i za dobijanje vrednosti parametara
aMD simulacija sa CHARMM 22/CMAP poljem sila interakcija. Simulirani sistemi su
ostali stabilni. Po zavrSetku aMD simulacija, ponaSanje sistema je praceno kroz
fluktuacije RMSD vrednosti atoma i1 prosecnu vrednost potencijala dovedenog sistemu

u toku simulacije.

SMD

Sve SMD (eng. steered molecular dynamics, vodena molekularna dinamika)
simulacije su sprovedene koriste¢i NAMD softver i CHARMM 22/CMAP polje sila
interakcija atoma. SMD simulacije su vrSene na kompleksima CDKO9 i 14 dizajniranih
potencijalnih peptidnih inhibitora CDK9/ciklin T1 interakcija. Sistemi su za SMD
simulacije pripremani polaze¢i od rezultata dokinga. Strukture su solvatisane,
neutralisane, minimizovane (30000 koraka) i zagrejane do 310K, postupkom opisanim u
odeljku 4.1.1.1.

U svrhu odabira optimalnih uslova za SMD simulacije, sprovedene su test
simulacije u kojima su parametri varirani. Isprobane su tri kombinacije fiksnih atoma:
fiksiran samo jedan atom — Coa aminokiseline 20, koja se nalazi u rigidnoj B-valjak
strukturi udaljenoj od mesta vezivanja peptida, fiksirani svi atomi polipeptidnog niza
CDK9 1 fiksirana distalna strana f-valjka nasuprot vezivne povrSine (atomi
polipeptidnog niza aminokiselina 20 — 25, 32 — 37, 44 — 48, 104, 106, 107 strukture

CDK9). Takode, isprobane su razli¢ite brzine povlacenja liganada (5, 10, 50 i 100 A/ns)
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i razli¢ite konstante elasti¢nosti (1.5, 3 i 7 kcal:mol-A?). Kao optimalan, izabran je
protokol u kome su fiksirani atomi polipeptidnog niza aminokiselina 20 — 25, 32 — 37,
44 — 48, 104, 106, 107 strukture CDK9, brzina povladenja liganda iznosi 10 A/ns, uz
konstantu elasti¢nosti opruge od 1.5 kcal-mol™-A2,

Pravac povlacenja peptidnih liganada tokom SMD simulacija testiran je
primenom RAMD (eng. random acceleration molecular dynamics, molekularna
dinamika sa nasumic¢no orijentisanim ubrzanjem molekula) simulacija, po metodi koja
je implementirana u NAMD softveru. Generisano je 100 trajektorija RAMD simulacija,
svaka u trajanju od 500 ps, svaka sa razli¢itim tokom (osigurano primenom razliitih
nasumic¢nih brojeva u algoritmu na pocetku simulacije). Pri RAMD simulacijama
kori$éeni su slede¢i parametri: ubrzanje liganada od 0.05 kcal-mol™-A-amu, minimalno
rastojanje koje ligand mora pre¢i u svakom koraku simulacije 0.006 A i rastojanje
izmedu liganda i proteina koje se smatra dovoljnim za prekid simulacije 50 A.

Tokom SMD simulacije, svi atomi peptidnih liganada su povlaceni, a za pravac
povlacenja je odabran vektor izmedu centra mase svih atoma liganda i fiksiranih atoma
proteina. Svaka SMD simulacija je trajala 4ns (2000000 koraka od po 2fs), uz primenu

PME uslova za izracunavanje elektrostatickih interakcija.
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4.2 Analiza vezivnih povrsina CDK9/ciklin T1 kompleksa

4.2.1 Analiza strukturnih kontakata

Kristalografska struktura CDK9 / ciklin T1 kompleksa PDB ID: 3blh je
upotrebljena za analizu 1 definisanje kontakata na vezivnoj povrSini kompleksa.
Vizuelna analiza kontakata na povrSini obavljena je u VMD 1 Pymol softveru. Kontakti
su analizirani primenom web dostupnih databaza proteinskih struktura: SCOWLP
(173,174), 2p2idb (40) i PDBePISA (228). Sema interakcija dobijena je DIMPLOT
modulom LigPlot+ (229) softvera. Prisustvo dehidrona u gradi kompleksa i CDK9
analizirano je web servisom WRAPPA (230).

4.2.2 Hidratisanost vezivnih povrsina

Analiza ocuvanih molekula vode na vezivnim povr§inama kompleksa prisutnih u
kristalografskim strukturama je izvedena na 17 kristalografskih  struktura
CDKO9/ciklinT1 kompleksa, preuzetih iz RCSB PDB databaze. Koris¢ene su strukture sa
PDB ID brojevima: 3blh, 3blq, 3blr, 315, 3tni, 3tn8, 3tnh, 4ec8, 4ec9, 3mi9, 3mia,
3myl, 4bcf, 4bch, 4bci, 4bcj 1 4imy. Kao kriterijum da bi se molekul vode smatrao
molekulom sa vezivne povrSine kompleksa uzeto je da se njegov atom kiseonika nalazi
do 3.3 A udaljen od atoma CDK9 i da istovremeno bude najvise 5 A udaljen od atoma
ciklina T1 (atomi vodonika nisu razmatrani pri definisanju atoma proteina). Udaljenost
od 3.3 A od povrsine proteina od interesa preuzeta je iz literature (165), da bi
odgovarala prvoj hidratacionoj sferi proteina (166). Primenom ovog kriterijuma nisu
nadeni odgovaraju¢i molekuli vode u strukturama: 31q5, 3tn8, 3tnh, 3tni, 4bcf, 4bcj,
4ec8, 4ec9 1 4imy. Zbog prisustva Tat proteina eliminisane su i strukture 3mia i 3mi9,
pa je konacan skup kristalografskih struktura na kojima je sprovedena analiza
ukljuc¢ivao strukture: 3blh, 3blq, 3blr, 3myl, 4bch, 4bci. Kriterijum da bi se jedan
molekul vode smatrao o¢uvanim na vezivnoj povrsini kompleksa bio je da se bar u dve
kristalografske strukture na njegovoj poziciji nalaze atomi kiseonika molekula vode na

medusobnoj udaljenosti manjoj od 1A (165). Analiza je obavljena programom pisanim
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u python (231) programskom jeziku (xray consensus waters.py, Prilog 1), na
koordinatama atoma dobijenim iz VMD softvera.

Analiza hidratacije vezivne povrSine je takode obavljena WaterDock
procedurom (165). U WaterDock analizi kristalografske strukture CDK9, oblast za
analizu je definisana pozicijom aminokiselina Phel146 iz ciklina T1, dok je u analizi
hidratacije razli¢itih konformacija CDK9 sa vezanim nepeptidnim ligandima, centar
oblasti za analizu dodeljen centrima mase atoma liganada (bez vodonika). Procedura
predvidanja verovatnoce izmene molekula vode sa vezivne povrSine nepolarnom
grupom liganda WaterDock softverom sprovedena je sa originalnim parametrima
programa.

U analizi raspodele molekula vode u molekularnoj dinamici koris¢en je VolMap
modul VMD softvera i python program za analizu (water_voxel.py, Prilog 2). VolMap
modul je vriio raspodelu molekula vode u prostoru bar 4 A oko proteina. Dati rezultati
su prevodeni u .pdb format preradenom dx2pdb.py procedurom dxTuber (232)
programa. Python program je uporedivao broj prisutnih molekula vode po jedinici
zapremine prostora oko proteina (0.125 A%) sa gustinom vode u simuliranom rastvaracu
bez proteina (0.00402 molekula vode po 0.125 A®). Nakon utvrdivanja gustine vode u
posmatranoj jedini¢noj ¢eliji prostora, traZzena je srednja vrednost gustine sa 6, odnosno
26 celija suseda, zavisno od protokola, a zatim su jedini¢ne Celije koje su pokazivale
gustinu vode vecu od zadate vrednosti (1.5 ili 2 puta vecu od prosecne gustine Ciste

vode) grupisane u grupe pre¢nika 2.8 A.

4.2.3 Analiza hot spot aminokiselina

Sve analize hot spot aminokiselina obavljene su na kristalografskoj strukturi
CDKO9 / ciklin T1 kompleksa (PDB ID: 3blh). Struktura je poslata na analizu putem web
servisa: Robetta, KFC2, HotPoint i databaza ANCHOR (172), SCOWLP. Rezultati su
vizualizovani u VMD softveru. Regioni interagujucih Aot spot aminokiselina dobijeni su
HotRegion (175) web servisom. Znacaj naelektrisanja aminokiselina u procesu
formiranja kompleksa procenjen je HyPARE (176) servisom, sa simuliranom jonskom
ja€inom rastvora od 150 mM. Evolutivno pracenje aminokiselina sa vezivnih povrSina

proteina obavljeno je Evolutionary Trace report maker web servisom (233). U proceni
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specificnosti identifikovanih interakcija primarne strukture ciklina T1, T2 i K preuzete
su iz UniProt (234) databaze i uporedene primenom clustalw (235) softvera.

Mapiranje proteinske povrSine malim organskim molekulima 1 procena
interakcija sprovedeni su FTMap procedurom, putem FTMap web servisa (236).
Strukture su za analizu pripremljene po literaturnom protokolu (237). Protokol je
ukratko ukljuc¢ivao izolovanje N-terminalnog domena CDK9 (primarna struktura
domena je preuzeta iz CATH (238) databaze) i pokretanje FTMap procedure sa
parametrima podeSenim za ispitivanje povrSine proteina u proteinskim kompleksima, a
ne aktivnih mesta kakva su u enzimima. KoriS¢en je literaturni kriterijum za
klasifikaciju rezultata, pri ¢emu se znacajnim smatraju grupacije od bar 16 proba malih
organskih molekula, sa bar jednom manjom grupacijom na manje od 6 A udaljenosti od
njih (30). Dodatni rotameri aminokiselina oko identifikovanih grupacija proba na
vezivnoj povrSini CDK9 wukljueni su kroz modifikovanu FTMap proceduru

implementiranu kroz FTFlex web servis (239).

4.2.4 Analiza fleksibilnosti CDK9

Pocetna struktura CDK9 koriS¢ena za analizu fleksibilnosti izolovana je nakon
4ns simulacije slobodne CDK9 molekularnom dinamikom. Sva RMSD uporedivanja i
poravnavanja struktura izvedena su u VMD softveru. Nedostajue aminokiseline
N-terminusa dodate su ru¢no na strukturu, u Pymol softveru i N-terminus je modelovan
kao B-sekundarna struktura. N-terminus je minimizovan 10000 koraka u vakuumu, pri
¢emu su aminokiseline 1-15 bile pokretne, dok je ostatak proteina fiksiran.
Minimizacija je obavljena koriste¢ci VMD i NAMD. Nakon minimizacije, proteinska
struktura je pripremljena za molekularnu dinamiku i obavljena je simulacija ubrzanom
molekularnom dinamikom, po proceduri iz odeljka 4.1. aMD simulacije su sprovedene
paralelno sa Kornel et al i CHARMM22/CMAP poljima sila. Nakon simulacija,
trajektorije su obradene u VMD. Da bi se olakSala analiza, snimljene su samo
trajektorije atoma proteina bez vodonika i snimane strukture na svaka 2 koraka. Tako je
dobijeno po 10000 struktura iz svake od Cetiri simulacije (N1 i N2 bez N-terminusa,
simulacija A 1 B). Tokom aMD simulacija primenjeni potencijal je ¢uvan svakih 50

koraka. Nakon simulacije, sve strukture su sortirane po primenjenom potencijalu i
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satuvano je po 2000 najpovoljnijih struktura iz svake simulacije. Za manipulisanje
pojedinacnim strukturama iz trajektorije 1 obradu simulacija kori§¢en je wordom (240)
program. Strukture iz svake simulacije su zatim grupisane po RMSD vrednosti atoma
aminokiselina na vezivnoj povrSini CDK9 (bez vodonika). Kod struktura CDK9 sa
skra¢enim N-terminusom za grupisanje su upotrebljene sve aminokiseline vezivne
povrsine (8—13, 57-59, 61, 64, 67-68, 71, 81-84, 86, 99), dok je kod struktura sa
¢itavim N-terminusom grupisanje radeno jo$ i ukljucujuéi i prvih 7 aminokiselina. Za
grupisanje je koriS¢en QT-like algoritam iz wordom programa, pri ¢emu je svakom
klasteru struktura dodeljen polupre¢nik od 2A. Testirane su tri vrednosti polupre¢nika 1,
1.5 i 2A. Krajnji parametri su odabrani tako da se dobije dobra pokrivenost
konformacionog prostora koji je protein uzorkovao tokom simulacije, uz koris¢enje
malog broja reprezentativnih struktura. Ukupan konformacioni prostor energetskih
minimuma koje je protein posetio aproksimiran je svodenjem na 2000 analiziranih
struktura, dok je procenat pokrivenosti dobijen kao procenat ukupnog broja struktura
sadrzanih u izabranim klasterima. Analiza grupisanja izvedena je empirijskim pravilom
lakta u Libre Office Calc programu, po kome se granica znacajnosti grupacija postavlja
tako da dalje dodavanje grupa podataka ne daje znacajan doprinos rezultatima (tj. na
grafickom prikazu podataka se javlja pregib u toj oblasti). U ovom slucaju, pravilo lakta
je eliminisalo klastere sa zanemarljivo malim brojem struktura u odnosu na dominantne
klastere. Centroidi 10 najvecih klastera iz svake simulacije su poslati na FTMap analizu.
Mape prostornog rasporeda odredenih aminokiselina tokom simulacije izradene su
VolMap modulom VMD programa. Koris¢eni su slede¢i parametri: jedini¢ne Celije
zapremine sa stranicom od 1A, srednja vrednost rezultata prisutnosti atoma kroz ¢itavu
simulaciju, merenje sa pravim radijusom svakog atoma.

Pokusaj dinami¢nog mapiranja vezivne povrSine CDK9 tokom simulacije
molekularnom dinamikom u meSanom rastvaracu je obavljen po literaturnoj proceduri
(188), koriste¢i VMD 1 NAMD programe. Za prilagodavanje broja molekula rastvaraca
i molekularnih proba obliku proteina i analizu gustine proba napisani su python
programi.

Za RMSD analizu vezivne povrSine izmedu razliCitih struktura CDK9
(kristalografske strukture, strukture iz simulacija N1, N2, A i B) kori$¢eni su samo

atomi aminokiselina 57-59, 61, 64, 67-68, 71, 81-84, 86, 99 sa vezivne povrsine, da bi

126



se izbeglo medusobno uporedivanje razli¢itih stanja aminokiselina N-terminusa. Kod
RMSD analize CDKS struktura takode je izbegnuto uporedivanje razlicitih N-terminusa,
ali 1 aminokiselina sa C-terminalnog domena kinaze, pa su koriS¢eni samo atomi

aminokiselina 57-61, 64, 65, 67-69, 71-73, 84, 86—88, 91-93.

4.2.5 Analiza dinamike formiranja hidrofobnih dzepova

Analiza dinamike formiranja hidrofobnih dzepova obavljena je na po 10000
struktura iz svake od Cetiri aMD simulacije CDK9 (N1, N2, A i B), bez prisutnih atoma
vodonika i RMSD poravnatih sa strukturom proteina sa pocetka simulacije. U literaturi
su strukture uzorkovane na svake 2.5 ps klasi¢ne molekularne dinamike (18), dok je u
ovoj studiji uzorkovanje vrSeno na svaka 2 koraka ubrzane molekularne dinamike.
Analiza je obavljena EPOS BP (241) programom. Pocetne grupacije struktura u pdb
formatu su podeljene u 100 grupa po 100 struktura i obavljeno je po pet parcijalnih
analiza za svaku simulaciju proteina, zbog tehnickih ogranicenja. Analiza je obavljena
koriste¢i napisani python program (find_interface pockets EPOS.py, Prilog 3), koji je
izolovao samo dzepove koji se otvaraju na vezivnoj povrsini u regionima od interesa.
Dzepovi su vizualizovani u VMD programu, koriste¢i kristalografske polozaje
aminokiselina ciklina T1 (Phe 146 i1 Lys6) kao orijentire za identifikaciju dzepova.
Procentualna otvorenost pojedinacnih dzepova tokom simulacije izrazena je kao srednja

vrednost njihove procentualne otvorenosti tokom pet parcijalnih analiza simulacije.

Analiza verovatnoc¢e otvaranja dzepova na vezivnoj povrSini CDK9 u odnosu na
ostatak povrSine molekula sprovedena je po literaturnoj proceduri (69). Sva
izracunavanja su sprovedena koriste¢i Rosetta 3.5 program (242).

Pocetna struktura u analizi bila je struktura CDK9 sa modelovanim celim
N-terminusom, pre pripreme za aMD simulaciju. Analiza je sprovedena na dvadeset
aminokiselina koje ¢ine vezivnu povrSinu CDK9 u kompleksu sa ciklinom T1
(aminokiseline 8 — 13, 57 — 59, 61, 64, 67, 68, 71, 81 — 84, 86 i 99) i dvadeset
nasumic¢no odabranih aminokiselina sa povrsSine proteina, koje ne ulaze u gradu vezivne
povrsine (aminokiseline 119, 129, 141, 146, 154, 185, 216, 226, 232, 243, 249, 274,
281, 302, 307, 316, 21, 37 1 76). Odabir aminokiselina sa proteinske povrsine obavljen
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je po literaturnim kriterijuma (69): aminokiseline su bar 12 A udaljene od vezivne
povrsine CDKO9 sa ciklinom T1 i bar 12 A udaljene jedna od druge. Za odabir
aminokiselina je napisan python program (select surface residues.py, Prilog 4), ¢iji
algoritam prvo grubo odabira medu svim aminokiselinama proteina one ¢iji Ca atomi su
udaljeniji od 12 A od Ca atoma aminokiselina sa vezivne povriine, zatim njih proreduje
tako da ostanu samo one koje su medusobno udaljene vise od 12 A, a zatim ponavlja
ceo proces selekcije ukljucujuéi sve nevodonicne atome aminokiselina (sa vezivne
povrsine i iz grupe aminokiselina sa povrSine koje su odabrane u prethodnom ciklusu
odabira) u zahtev za zadovoljavanje udaljenosti od 12 A. Odabrane aminokiseline su
vizualno proverene.

Za svaku od odabranih aminokiselina formirano je 1000 konformacija CDK9 u
kojima je formiranje dZepova bilo parametar optimizacije. Formirano je i 1000
konformacija CDK9 nezavisnih od formiranja dzepova. Za simulacije je koriSé¢en
»relax‘ protokol (243) Rosetta programa, po literaturnoj proceduri (69). Za svaku od
konformacija i svaku od aminokiselina odabranih za analizu procenjeno je postojanje i
zapremina dzepa koji odgovara lokaciji aminokiseline i svi rezultati su prikupljeni
zajedno 1 prikazani histogramima. Prilikom uporedivanja rezultata vodeno je rauna o
tome da se uporeduju rezultati samo onih aminokiselina koje imaju istu sekundarnu
strukturu (po rezultatima STRIDE web servisa (244)) 1 uporedive veli¢ine dzepova u

blizini, po protokolu iz literature (69).
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4.3 Dizajn peptida iz fragmenata

U de novo dizajnu peptida kao pocetni fragmenti su koriS¢ene prirodne
L-aminokiseline, ¢ijih 134 rotamera je preuzeto iz Penultimate Rotamer Library (245)
baze rotamera, dok je struktura glicina dodata ru¢no. U prvoj fazi dizajna vezivna
povrsina CDK9 definisana je aminokiselinama 8—13, 57-59, 61, 64, 6768, 71, 81-84,
86, 99 1 mapirana SEED (246) (eng. solvation energy for exhaustive docking)
softverom. SEED procenjuje interakcije molekularnih fragmenata sa rigidnom
proteinskom povrSinom, uzimajuéi u obzir i energiju desolvatacije. Mapiranje je
izvedeno sa originalnim parametrima u SEED programu, na konformacijama CDKO9 iz
simulacija slobodne CDK9 (konformacija A) 1 kompleksa CDK9/ciklin Tl1
(konformacija AB). Potrebne energije interakcija aminokiselinskih fragmenata sa
proteinskom povrsinom da bi oni bili ukljuceni u formiranje peptida iznosile su —5 i —8
kcal-mol™ u grubom i finom rangiranju. Nakon odabira povoljnih pozicija aminokiselina
na povrsini CDK9, fragmenti su prosledeni GANDI (247) (eng. genetic
algorithm-based de novo design of inhibitors) programu. 135 aminokiselinskih
fragmenata koriS¢enih u SEED mapiranju koris¢eni su i kao fragmenti i kao linkeri u
GANDI povezivanju peptida, pri ¢emu je formiranje veza dozvoljeno samo duz vektora
ne-vodoni¢ni atom - vodonik uklju€enih u izgradnju peptidnih veza. GANDI program je
podesen da formira pentapeptide, evoluirajuéi 20 grupacija (ostrva) sa po 100
kombinacija polozaja aminokiselinskih fragmenata kroz 5000 koraka. U funkciji koja
procenjuje povoljnost energetskih interakcija peptida sa proteinskom povrSinom
zanemareni su doprinosi poreklom od dvo- i trodimenzionalne slicnosti prethodno
razvijenim ligandima, dok su svi ostali parametri u dizajnu ostavljeni na predloZzenim
vrednostima samog programa. U formiranju pentapeptida koris¢ene su iste konformacije
CDK9 1 definicija vezivne povrSine kao u SEED mapiranju aminokiselinskim
fragmentima.

U poredenju peptidnih sekvenci sa aminokiselinskim sekvencama peptidnih

supstrata CDK9 sekvence supstrata su preuzete iz PhosphoSitePlus (190) databaze (

PhosphoSitePlus®, www.phosphosite.org). Poredenje je obavljeno ruc¢no.
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4.4 Pretrazivanje farmakofora

Pocetna struktura za definisanje pogodne farmakofore na CDK9 / ciklin T1
vezivnoj povrsini bila je kristalografska struktura kompleksa (PDB ID: 3blh). Na ovoj
strukturi su identifikovane pogodne polazne tacke za dizajn inhibitora koristeci
PocketQuery web servis (34,248). Sa liste rezultata izabran je najbolji rezultat sa
povrSine ciklina T1 (aminokiseline Phe 146 i Lys 6) i prosleden web servisima
AnchorQuery (199) i ZincPharmer (249) koji obavljaju pretrazivanje farmakofora.
Sama farmakofora je inicijalno definisana sa pet tataka: aromati¢no jezgro Phe 146,
karbonilni kiseonik Phe 146 kao akceptor vodoni¢ne veze, donori vodoni¢nih veza sa
dva azota lizina 6 i hidrofobni region koji odgovara bocnom nizu lizina 6. PoSto su
samo tri jedinjenja zadovoljavala prvu farmakoforu, iz nje je iskljucena tacka koja
opisuje hidrofobni region bo¢nog niza Lys 6 i pretrazivanje je obavljeno sa novom
farmakoforom. Jo§ dve dodatne farmakofore su istrazene — grupacija aminokiselina Phe
146, Lys 6 1 Gln 142 sa ciklina T1 i1 aminokiseline 8-12 sa CDK9, sa farmakofornim
tackama predloZenim od strane AnchorQuery servisa. Nakon pretrazivanja farmakofora,
preuzete su strukture rezultata i oni su pripremljeni za dalju analizu.

Pocetni skup dobijenih struktura je ru¢no podeljen na grupe po hemijskoj
sli¢nosti 1 verovatnoci efikasne sinteze, a zatim je proverena sli¢nost odabranih struktura
sa poznatim PPI inhibitorima tako $to su izraCunati molekularni deskriptori Ui i
RDFO70m primenom e-dragon (250) programa. Vrednosti deskriptora koje
zadovoljavaju molekuli sli¢ni poznatim inhibitorima protein-protein interakcija preuzete

su iz literature (RDF070m > 13.31 Ui > 3.95 ili 4.13) (64).
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4.5 Doking liganada

4.5.1 Odabir 1 priprema struktura za doking

Receptori

Za doking peptida koriS¢ene su samo dve konformacije CDK9 (konformacija A i
konformacija AB) dobijene iz 4ns simulacija CDK9 molekularnom dinamikom.
Proteinske strukture su za doking pripremljene koris¢enjem AutoDockTools (251)
programa koji je atomima dodelio potrebno naelektrisanje i tipove atoma.

Doking nepeptidnih liganada obavljen je na 50 konformacija CDK9, po 10 iz
simulacija N1, N2, A i B i jo§ deset iz simulacije B sa alternativnim izborom
aminokiselina u grupisanju konformacija. Konformacije su grupisane na nacin koji je
opisan u odeljku 4.2.4. Konformacije su medusobno orijentisane tako da se minimizuju
RMSD razlike polozaja njihovih Ca atoma i pripremljene za doking koristeci
prepare_receptor4.py program u sklopu AutoDock Tools programa, kojim su na svaku
od proteinskih struktura dodati vodonikovi atomi i podeSena naelektrisanja i tipovi
atoma.

U oba sluc¢aja AutoDock Tools je koriS¢en za definisanje prostora za vezivanje
liganada. Prostor je definisan tako da obuhvati ¢itavu vezivnu povrSinu i deo aktivnog
mesta CDK9 kod vezivanja peptida. Kod dokinga nepeptidnih struktura koris¢en je
samo deo vezivne povrsine CDK9 oko 20 A oko regiona od interesa. Fokusiranje na
regione koji sadrze hot spot aminokiseline i pogodne dZepove za vezivanje liganada je u

skladu sa literaturom (252).
Ligandi
Strukture liganada za doking takode su pripremljene u AutoDockTools

programu. Odredene su fleksibilne torzije i sve peptidne veze su tretirane kao rigidne.

Na isti nacin su pripremljeni 1 peptidni 1 nepeptidni ligandi.
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4.5.2. Doking procedura

Doking svih liganada obavljen je koriste¢i AutoDock Vina (191) program.

Peptidi

Peptidi su dokovani u prostor veli¢ine 24 x 30 x 34 A sa jedini¢nom éelijom
stranice 1 A, centriran na vezivnoj povr$ini CDK9. U svakom pokusaju dokinga
zadrzano je po dvadeset orijentacija peptida na vezivnoj povrSini sa najpovoljnijom
energijom interakcije. Svaki peptid je dokovan dvadeset puta, uz originalne parametre
softvera, osim faktora temeljnosti (eng. exhaustiveness) koji opisuje broj nasumicno
odabranih konformacija liganada na pocetku doking procedure i koji je podeSen na
vrednost 400. Posto su testovi na malom broju peptida pokazali da se uporedivi rezultati
dobijaju i sa exhaustiveness parametrom sa vrednoS¢u 64 uz znatnu ustedu racunarskog
vremena, dodatnih 20 pokusaja dokinga sa svakim od peptida obavljeno je sa vrednoséu

od 64. Rezultati dokinga vizualizovani su u VMD i Pymol programima.

Ligandi

Nepeptidne strukture su dokovane u prostor veli¢ine 20 x 20 x 20 A, centriran na
vezivnoj povrsini izmedu lokacija vezivanja aminokiselina Phe 146 1 Lys 6 sa ciklina
T1. U svakom pokuSaju dokinga sacuvano je po 20 najpovoljnijih orijentacija liganada.
Ponovljeni doking (10 puta) na istoj konformaciji pokazao je da ligand svaki put
konverguje ka istoj pozi, pa doking nije ponavljan vise puta, zbog velikog broja

konformacija proteina na kojima je obavljan.

4.5.3 Rangiranje poza liganada

Kod peptida je za dalje simulacije upotrebljena poza sa vezivne povrSine CDK9
sa najboljom energijom interakcije. Kod nepeptidnih liganada su za svaku simulaciju 1
svaki ligand izdvojene poze sa najpovoljnijom energijom interakcije i sve odabrane
poze su ponovo rangirane primenom MM-GBSA metode na izolovanim

konformacijama (SS-MMGBSA).
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4.6 MM-PBSA i MM-GBSA procedure

MM-PBSA

MM-PBSA metoda je koriS¢ena za procenu energije vezivanja peptidnih
liganada za CDK9. Kompleksi peptida sa CDK9 su pripremljeni za molekularnu
dinamiku 1 simulirani pod NPT uslovima 4ns, po proceduri sli¢noj proceduri opisanoj u
odeljku 4.1, ali sa drugacijom minimizacijom. Za MM-PBSA proceduru kompleksa
peptida nisu posebno minimizovani molekuli rastvaraca i ceo sistem, ve¢ je samo ceo
sistem (kompleks u neutralisanom okruzenju rastvaraca) minimizovan 30000 koraka. 1z
poslednje nanosekunde svake od MD simulacija uzorkovano je po 100 konformacija (na
svakih 10ps) koriste¢i ptraj modul AmberTools 1.5 programa. Parametri za kompleks,
CDK9 i peptid u svakom kompleksu pripremljeni su koriste¢i LeaP modul istog
programa, uz Kornel et al. polje sila ff10 (ff99SB za proteine) 1 modifikovane radijuse
atoma prilagodene PBSA proceduri (mbondi 2). Samo izra¢unavanje energije vezivanja
sprovedeno je koriste¢i automatizovanu MMPBSA.py proceduru (253) u okviru
AmberTools 1.5 programa, uz razli¢ite koncentracije soli (0.1 1 0.15 M).

Promena konformacione entropije vezivanja procenjena je koriste¢i nmode
modul AmberTools 1.5 programa, na pet konformacija iz poslednje nanosekunde svake
od simulacija kompleksa, uzorkovanih svakih 200 ps. Konformaciona entropija je
preracunata na 310 K, jer je standardni parametri programa racunaju na 298 K.

Interakcije peptida sa CDK9 Sematski su prikazane koriste¢i LigPlot+ program.

MM-GBSA

Energije vezivanja su procenjene MM-GBSA pristupom (254), implementiranim
u AmberTools programu (model igb 2). MM-GBSA metoda je primenjena za
izraCunavanje energije vezivanja peptida i malih organskih molekula za CDKOY.

Kompleksi peptida su za MM-GBSA izra¢unavanja pripremani kako je opisano
u prethodnom odeljku (MM-PBSA) i za obe metode koriS¢ene su iste konformacije iz
simulacija. Kompleksi malih molekula sa CDK9 su pripremani opStom procedurom

opisanom u odeljku 4.1 1 istim programima.
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Dok su kompleksi peptida simulirani 4ns, kompleksi malih molekula sa CDK9
simulirani su 5ns klasicnom molekularnom dinamikom, a zatim je za MM-GBSA
analizu upotrebljeno 200 konformacija iz poslednje dve nanosekunde simulacije.
Konformacije su uzorkovane na svakih 10ps koriste¢i ptraj modul AmberTools 13
programa. Parametri za kompleks, protein i ligande su pripremljeni koriste¢i LeaP
modul AmberTools 13 programa, pri ¢emu je za proteine koriS¢eno Kornel et al. polje
sila ff10 (ff99SB), dok su ligandi parametrizovani u okviru GAFF polja sila, kako je
opisano u odeljku 4.1.1 (Parametrizacija liganada). Testirana su dva MM-GBSA modela
(igb 5 11igb 2) i dve koncentracije soli (0.1 1 0.15M).

Promena konformacione entropije vezivanja je za komplekse malih molekula sa
CDK9 procenjena na po pet konformacija uzorkovanih na svakih 40 od 200
konformacija upotrebljenih za MM-GBSA analizu, koriste¢i nmode modul AmberTools

13 programa.

SS-MMGBSA

SS-MMGBSA (eng. single snapshot molecular mechanics generalized Born surface
area, molekularna mehanika sa opStim Bornovim pristupom energiji solvatacije na
jednoj konformaciji) metoda je varijanta MM-GBSA metode koja se izvodi samo na
jednoj konformaciji kompleksa od interesa. U ovom istrazivanju, SS-MMGBSA metoda
je upotrebljena za preciznije rangiranje dobijenih rezultata dokinga malih molekula i za
odabir konformacija za detaljnu analizu.

Za SS-MMGBSA analizu, pripremljeni su parametri kompleksa, CDKO9 i liganda
za svaki od kompleksa koriste¢i LeaP modul u AmberTools 13 programu. Proteinskim
strukturama su dodeljeni parametri Kornel et al. polja sila ff10 (ff99SB), a ligandima
parametri GAFF polja sila. Svaki od kompleksa je zatim minimizovan u implicitnom
rastvaratu (GBIS (eng. Generalized Born Implicit Solvent) modulom NAMD 2.9
programa) 2000 koraka. U minimizaciji su koriS¢eni slede¢i parametri: solventDielectric
80, ionConcentration 0.2, cutoff 16.0, pairlistdist 18.0 nonbondedFreq 2,
fullElectFrequency 4. Za optimizovane konformacije kompleksa izracunata je energija
vezivanja MM-GBSA metodom. Promena konformacione entropije vezivanja nije

uzimana u obzir u SS-MMGBSA metodi.
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4.7 DFT procedure

Za sva izracunavanja koriS¢en je ORCA (219) program.

Polazne strukture prelaznih stanja Pd-kompleksa pripremljene su koristeci cactvs
web servis 1 Facio (255) program. Prelazna stanja su locirana koriste¢i B3LYP hibridni
funkcional (256-258) 1 def2-SVP set orbitala (259), sa dodatnim def2-SVP/J setom
orbitala u vakuumu. RIJCOSX aproksimacija (260) je upotrebljena za ubrzavanje
pronalazenja prelaznih stanja. Kako se radi o kompleksu prelaznog metala, kod kojih
konvergovanje rezultata pri ab initio optimizacijama moze da bude problem, ublazeni su
kriterijumi za konvergenciju (SlowConv), ali je trazena povecana preciznost
optimizacije (TightSCF). Energije sistema u lociranim prelaznim stanjima su ponovo
izraCunate sa Sirim setom orbitala (def2-TZVP) za sve atome i istim funkcionalom, u
vakuumu. Frekvenciona analiza (261) je obavljena na finalnim strukturama prelaznih
stanja, radi njihove validacije.

Tacni uslovi za izraCunavanja bili su:
- pretraga prelaznih stanja:

! B3SLYP/G def2-SVP def2-SVP/J RIJCOSX TightSCF SlowConv Grid4 NoFinalGrid
'0ptTS
%geom Calc_Hess true

- izraCunavanje energije prelaznog stanja:
! B3SLYP/G def2-TZVP NormalSCF Grid4 NoFinalGrid
- frekvenciona analiza:

' B3LYP/G def2-SVP def2-SVP/] RIJCOSX VDW TightSCF SlowConv Grid4
NoFinalGrid
'NumFreq
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6. Prilozi

Prilog 1:

“““This script obtains a pdb-formatted list of consensus water sites from several xray
structures pre-prepared in VMD.

The script takes as input a directory waters which contains a list of VMD pdb files with
waters (oxygens) of interest. These should be obtained from aligned xray structures in
VMD, by saving selections, f.e. (water and within 5 of chain A) and (water and within 5
of chain B)

Consensus waters are defined as in the WaterDock paper: Waters within 1A of each
other occuring in two different X-ray structures*

import math

import cmath

import random

import sys

import 0s

from collections import defaultdict

def dist_calc(a, b):
dist = math.sqrt ((a[0]-b[0])**2 + (a[1] - b[1])**2 + (a[2] - b[2])**2)
return dist

waters = defaultdict(list)
consensus_waters = defaultdict(list)

water_list = os.listdir(‘'waters/")

for f in water list:
pdb = open('waters/'+f, 't")
for line in pdb:
if "ATOM" 1n line:

frill ="'"join(line.split())
xCA = float(frill.split(" ")[6])
yCA = float(frill.split(" ")[7])
zCA = float(frill.split(" ")[8])
t=[xCA, yCA, zCA]
waters[f].append(t)

pdb.close()

# print waters
for orig in waters.keys():
for goal in waters.keys():

if orig != goal:
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for i in range(len(waters[orig])):
for j in range(len(waters[goal])):
d = dist_calc(waters[orig][i], waters[goal][j])
ifd<1.0:
if waters[orig][i] not in consensus_waters[orig]:
consensus_waters[orig].append(waters[orig][i])
waters.pop(orig)

print consensus_waters

water_sites = open("water_sites", 'w')
for tel in consensus_waters.keys():
for i in range(len(consensus_waters[tel])):
print >> water_sites, "ATOM %51 O0DENH 1 %8.3f%8.3f%8.3f "%
(i, consensus_waters|[tel][1][0], consensus waters[tel][1][1], consensus waters[tel][1][2])
water_sites.close()

Prilog 2:

import os
import math

def dist_calc(voxel, seed):

dist = math.sqrt ((voxel[1] - seed[1])**2 + (voxel[2] - seed[2])**2 + (voxel[3] -
seed[3])**2)

return dist

R =0.001985877534 #gas constant! kcal/K*mol
T =300 # temperature, K

#n_zero = 0.0001775 # per 0.125 A3 (0.5%*3)

n_zero = 0.004025125 # for pure water 100 A box 96603 atoms per 0.125A3
gridunit = 0.5

r water = 1.4

n_cutoff = 2*n_zero # Twice the occupancy of bulk water

voxellist =[]

neighbourhood =[]

site_list=1]

### make a list of all voxels
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H

##voxelpdb = open("water.pdb", 'r')

##tfor line in voxelpdb:

## if "ATOM" in line:

#H frill ="' " join(line.split())

= x = float(frill.split(" ")[6])

Hit y = float(frill.split(" ")[7])

= z = float(frill.split(" ")[8])

Ht occ = float(frill.split(" ")[10])
= voxellist.append([occ, X, y, z])
##tvoxelpdb.close()

Hit

##print "Made voxellist..."

Hit

### tfind neighbours....

##avg voxel = open(‘avg_vox.pdb', 'w')
##for voxel in voxellist:

H
H
H
H

neighbourhood.append(voxel)
for bypass in voxellist:
if voxel != bypass:
if (voxel[1] + gridunit >= bypass[1] >= voxel[1] - gridunit) and (voxel[2] +

gridunit >= bypass[2] >= voxel[2] - gridunit) and (voxel[3] + gridunit >= bypass[3] >=
voxel[3] - gridunit):

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

neighbourhood.append(bypass)
avg occ=0
# fail safe for dxtuber not printing out 0 occupated voxels:
while len(neighbourhood) <27:
neighbourhood.append([0, "a", "b", "c"])
for 1 in range(0, len(neighbourhood)):
avg_occ = avg_occ + neighbourhood[i][0]
avg_occ = avg_occ/len(neighbourhood)
voxel[0] = avg_occ
neighbourhood = []
# write to file
print >> avg voxel, str(voxel)

#ttavg voxel.close()

print "Averaged over neighbours..."

voxelpdb = open(‘avg_vox.pdb', 't")
for line in voxelpdb:
boo = line.replace("[","").replace("]", "").split(',")

flo_boo = [float(i) for i in boo]
voxellist.append(flo_boo)

voxelpdb.close()

# Calculate dG binding energy:
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for voxel in voxellist:
bind energy = - R*T*math.log(voxel[0]/n_zero)
voxel.append(bind_energy)
bind energy =0

print "Calculated dG..."

voxellist.sort(key=lambda x: x[4])
i=0
while 1:
if len(voxellist) <= i:
break
seed = voxellist[i]
for voxel in voxellist:
# radii of water 1.4
if voxel !=seed and dist_calc(voxel, seed) <=r_ water:
voxellist.remove(voxel)
i=i+1
print len(voxellist)
for voxel in voxellist:
if voxel[0] >=n_cutoff:
site_list.append(voxel)

print "Clustered. Survivors:"
print len(site_list)

probe_spots = open('water_spots.pdb’, 'w')
for 1 in range(len(site_list)):
print >> probe_spots, "ATOM %51 ODENH 1 9%8.3f%8.3f%8.3f 1.00%12.6f
D" %(1, site_list[i][1], site list[i][2], site_list[i][3], site list[i][4])
probe_spots.close()

Prilog 3:

#script to postprocess EPOS results to find pockets involving interface residues
# requires a directory of subpockets and inputing a selection

import os
pocket_list = os.listdir('subpockets/")

selection = [8, 9, 10, 11, 12, 13, 57, 58, 59, 61, 64, 67, 68, 71, 81, 82, 83, 84, 86, 99]
hotspot_interact =[13, 59, 67, 71, 81, 82, 83, 84, 99]

interface pockets =[]
hotspot pockets =[]
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for fin pocket list:
pdb = open('subpockets/'+f, 'r")
for line in pdb:
frill ="' " join(line.split())
resnum = frill.split(" ")[5]
if int(resnum) in selection:
if str(f) not in interface pockets:
interface pockets.append(str(f))
if int(resnum) in hotspot_interact:
if str(f) not in hotspot_pockets:
hotspot_pockets.append(str(f))
pdb.close()

results = open("results", 'w")
print >> results, " "
print >> results, "INTERFACE POCKETS"
print >> results, " "
for 1 in sorted(interface pockets):
print >> results, 1
print >> results, " "
print >> results, "HOTSPOT POCKETS"
print >> results, " "
for 1 in sorted(hotspot_pockets):
print >> results, i
results.close()

Prilog 4:

# Script for selecting random negative control surface residues for

# drugability estimate of PPI surface on proteins, as per PLOS paper

# Druggable Protein Interaction Sites Are More Predisposed to Surface
# Pocket Formation than the Rest of the Protein Surface

import os
import math

def dist_calc(a, b):
dist = math.sqrt ((a[1]-b[1])**2 + (a[2] - b[2])**2 + (a[3] - b[3])**2)
return dist

interface resnums = [8, 9, 10, 11, 12, 13, 57, 58, 59, 61, 64, 67, 68, 71, 81, 82, 83, 84,

86, 99] # INPUT NEEDED LIST!
protein = "test.pdb"
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interface data =[]
residue data =[]

filt resnums = []
interface full =[]
filt_res_full =[]
selected residues =[]

pdb = open(protein, "r")
for line in pdb:
if "ATOM" in line and "CA" in line:
frill =" " join(line.split())
resnum = frill.split(" ")[5]
xCA = float(frill.split(" ")[6])
yCA = float(frill.split(" ")[7])
zCA = float(frill.split(" ")[8])
t = [resnum, xCA, yCA, zCA]
if int(resnum)in interface _resnums:
interface data.append(t)
else:
residue data.append(t)
pdb.close()

# eliminate residues closer than 12A to interface CA pre-filter
for int_res in interface data:
for resid in residue data:
dist = dist_calc(resid, int_res)
if dist <= 12.0:
residue_data.remove(resid)

# find independants
for resid in residue_data:
for glim in residue_data:
if resid != glim:
dist = dist_calc(resid, glim)
if dist <= 12.0:
residue_data.remove(glim)

# fetch surviving resids
for resid in residue _data:
filt resnums.append(int(resid[0]))

# go back to protein for in-depth check:
pdb = open(protein, "r")
for line in pdb:
if "ATOM" in line:
frill ="' "join(line.split())
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resnum = frill.split(" ")[5]

xCA = float(frilL.split(" ")[6])

yCA = float(frill.split(" ")[7])

zCA = float(frill.split(" ")[8])

t = [resnum, xCA, yCA, zCA]

if int(resnum)in interface resnums:
interface full.append(t)

elif int(resnum) in filt resnums:
filt res full.append(t)

pdb.close()

# check all distances again
for int_res in interface full:
for resid in filt_res_full:
dist = dist_calc(resid, int_res)
if dist <= 12.0:
wrong_resnum = resid[0]
for atom in filt res_full:
if atom[0] == wrong_resnum:
filt res full.remove(atom)

# find independants

for resid in filt_res_full:
for glim in filt res full:
if resid != glim:
dist = dist_calc(resid, glim)
wrong_resnum = glim[0]
if dist <= 12.0:
for atom in filt res_full:

if atom[0] == wrong_resnum:

filt res full.remove(atom)

# print out results:
for res in filt_res_full:

if res[0] not in selected residues:

selected residues.append(res[0])

results = open("selected residues", "w'")
for 1 in sorted(selected residues):

print >> results, str(i) + " ",
results.close()
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Od skolske 2002/03. do 2009/10. godine bila je stipendista Republicke fondacije za
razvoj nauc¢nog i umetnickog podmlatka.

Oktobra 2010. upisala je doktorske akademske studije, modul farmaceutska
hemija na Farmaceutskom fakultetu, Univerzitet u Beogradu, kao stipendista
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije. Tokom doktorskih
studija ucestvovala je u realiziciji prakticne nastave na Katedri za toksikologiju
akademik Danilo Soldatovi¢ (2010-2013.) 1 Katedri za farmaceutsku hemiju (zimski
semestar Skolske 2011/12.)

165



Mpunor 1.

M3jaBa 0 ayTopcTBY

MNMoTnucaHu-a JeneHa Panhenosuh
Bpoj nHaekca 38/10

M3jaBreyjem
[la je oKTOopCcKka AucepTauuja nof Hacnoeom

AusajHrpatse NenTUuaHUX U HeNnenTUAHUX MHXMOUTOPa NPOTEUHCKMX MHTEpaKUKja
LMKIVH-3aBUCHE KUHa3e 9 1 uuknnHa T1 npumeHoM pavyHapckux Metoaa

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaskMBaYKor paaa,

e [a npennoxeHa guceprtauunja y LenuHn HY Y AenoBUMa Huje Buna npegnoxeHa
3a pobwjawe Ouno koje Aunnome npema CTYAW|CKUM nporpamuma Aapyrux
BMCOKOLLIKOMCKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3ynTaT¥ KOPEKTHO HaBedeHW U

® [a HWCaM KplumMo/na aytopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Motnuc gokTtopanaa

Y beorpagy, 12. 8. 2013. o _
jn%é‘@]()&ﬁ
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Mpunor 2.

W3jaBa 0 UICTOBETHOCTY WUTAMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paga

Wme n npesume aytopa Jenena Panhenosuh
Bpoj uHaekca 38/10

CTyanjcku Nporpam  JOKTOPCKe akaaeMcke CTyavje, Moayn: dapmateyTcka xemuja

Hacnoe paga [OuaajHMpare NenTuOHnX 1 HeNnenTuaHuX nHxubuTopa
NPOTEMHCKUX UHTEpaKUMja UMKMUH-3aBACHE KMHase 9 1 LIMKNUHAa
T1 npUMeHOM padyyHapCckux MmeTtoaa

MeHTOp ap Bnagumwup Caewh, ap Cnasvua Epuh

MoTnncanw/a Jenerna PaHfienoBuh

W3jaBrbyjeM Aa je wramMnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr paja WCToBEeTHa eneKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBake Ha moptany [vrutanHor
penoauTopujyma YHusepauTeTa y beorpagy.

[losBorbaBaM fa ce ofjaBe MOjW NMWYHW nojauu BesaHu 3a [obujare akaaemckor
3BaKba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Mpe3uMe, roAuHa U MecTo pohera 1 Aatym
onbpaHe paga.

OBM NW4HW nopauyn mory ce o06jaenTu Ha MpPEeXHWM CcTpaHulama gurutanHe
6UBNMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama Yineepsuteta y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHga

3%59/:0@&4&

Y beorpagy, _12. 8. 2013,
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepanTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetozap Mapkosuh“ aa y AOurutanHu
penosuTopujym YHusepsuteta y bBeorpagy yHece Mojy OOKTOPCKy AvcepTtauvjy nog
HacnoBOM:

[nzajHnpare NenTUAHUX N HENENTUAHUX UHXUBUTOPA NPOTEUHCKUX WHTepakumja
LIMKNUH-3aBMCHe KuHase 9 v umknuHa T1 npuMeHoM padyHapckux meTtoaa

Koja je Moje ayTopcko geno.
AvcepTaypnjy ca CBUM NpunosuMa npefao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy NorogHoM
3a TpajHO apxuBupame.
Mojy pokTopcky AucepTaumjy noxpareHy y [JurntanHin penoautopujym YHusepsuTeTa y
beorpany Mory fia kopvcTe CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ofabpaHom Tmny
nuueHUe KpeatnsHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuvo/na.
1. AyTopcTBo
YTOPCTBO - HEKOMepLUMjanHo

. AyTOpcTBO — HEKOMepLUmMjanHo — 6es npepaae
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLMjaHO — ABNUTH NoA UCTUM YCNoBUMA
5. AytopcTeo — ©es npepage
6. AyTOpcTBO — AENWUTU NOA UCTUM YCroBUMa

[MoTnuc gokTopaHaa

Vinb e

Y beorpagy, 12. 8. 2013.
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