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POPIS KRATICA

A — angstrem (107'° m), mjerna jedinica za duljinu

Arg — aminokiselina arginin (takoder oznaka R)

Asp — aminokiselina aspartat (takoder oznaka D)

Asn — aminokiselina asparagin (takoder oznaka N)

CALB - lipaza B od Candide antartice (engl. lipase B from Candida antartica)
Gly — aminokiselina glicin (takoder oznaka G)

Ile — aminokiselina izoleucin (takoder oznaka I)

Leu — aminokiselina leucin (takoder oznaka L)

PDB - proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank)
Phe — aminokiselina fenilalanin (takoder oznaka F)

Pro — aminokiselina prolin (takoder oznaka P)

Ser — aminokiselina serin (takoder oznaka S)

Thr— aminokiselina treonin (takoder oznaka T)

Val — aminokiselina valin (takoder oznaka V)

VMD - racunalni program za vizualiziranje molekula (engl. Visual Molecular Dynamics)

III
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1.UVOD

1.1.Enzimi

Enzimi su proteni koji znatno ubrzavaju kemijske reakcije u Zivim organizmima te
djeluju po principu snizenja energije aktivacije pri spajanju sa supstratom. Uloga enzima u
zivim bi¢ima vazna je jer bi brojni metabolicki procesi bili onemoguceni bez njih. Stvaranje
kompleksa enzim-supstrat kljuan je proces pri katalizi, a dogada se vezanjem supstrata za
aktivno mjesto enzima koje je stabilizirano razgranatim polipeptidnim lancima i obuhvaca
supstrat s nekoliko strana. Tijekom katalitickog efekta ne dolazi do troSenja ni mijenjanja samih

enzima (1, 2).

1.1.2. Kinetika enzimskih reakcija

Kinetika enzimskih reakcija bavi se proucavanjem brzine kojom ¢e neki enzim
katalizirati supstrat. Brzina kojom ¢e se neka enzimska reakcija odviti ovisi o raznim faktorima
poput temperature, pH, koncentracije i ionske jakosti pufera, koncentraciji supstrata, prisutnosti
koenzima, aktivatora 1 inhibitora (1). Za racunanje kinetike enzimskih reakcija koristimo se
Michaelis-Mentenovom jednadZzbom koja opisuje medusobno djelovanje koncentracije

supstrata 1 pocetne brzine reakcije.

1.1.3. Inhibicija enzima

Enzimska inhibicija odvija se kada molekula stvara interferencije enzimu te njegovoj
sposobnosti katalize reakcije, koja moze biti presudan regulacijski mehanizam u bioloSkim
sustavima kao 1 u istraZivanju i proizvodnji lijekova. Vrste inhibicije enzima su reverzibilna i
ireverzibilna. Inhibitori se dijele na kompetitivne 1 nekompetitivne ovisno o tome hoce 1i se

,hatjecati® sa enzimom za aktivno mjesto (1).

1.2. Lipaza B

Lipaza B (engl. Lipase B, CALB), dobivena iz gljive Candide antartice, koristi se za
sintezu farmaceutskih proizvoda. Bitna je zbog njene Siroke specificnosti za supstrat i povecane
termostabilnosti 1 aktivnosti u organskim otapalima (3 - 5). Molekulske je mase 33,62 kDa 1
sastoji se od 316 aminokiselinskih ostataka. Protein je homodimerne strukture, sastavljene od
o-uzvojnica i B-nabranih ploca, otkrivene difrakcijom x-zraka pri udaljenosti od 1,69 A.
Kataliticki najaktivnija mjesta nalaze se u polozajima Ser105, His224 1 Asp187. CALB u sv0joj
strukturi ima vezan samoubilacki inhibitor koji oponasa supstrat kako bi se mogao istrazivati

(5). Izuzev ovog oblika dobivenog iz gljive postoje humani, animalni i bakterijski oblici koji se

1
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razlikuju u redoslijedu aminokiselina i1 njithovim funkcionalnim svojstvima. Lipaze su klju¢ni
enzimi u metabolizmu lipida s obzirom da kataliziraju hidrolizu triglicerida u glicerol i slobodne
masne kiseline. Lipaza ima klju¢nu ulogu u razgradnji masti i omogucuje njihovu daljnju
razgradnju te apsorpciju u tijelu. Takoder, koriste se za lijeCenje raznih bolesti, poput
pankreatitisa, jer se inhibicijom lipaze smanjuje optere¢enje gusterace. Kod pretilih osoba
koristi se tako Sto se inhibicijom lipaze smanjuje apsorpcija masti te samim time i regulira

tjelesnu masu (6).

Slika 1. Prikaz lipaze B. Sliku izradio autor.

1.2.1. Inhibitori lipaze

Inhibitori koriSteni u ovom radu su ruZmarinska kiselina, epikatehin 1 epigalokatehin
galat (7). Svi navedeni inhibitori prirodnog su podrijetla. Pronalazimo ih u biljkama poput
ruzmarina 1 kadulje te u napitcima kao Sto su kakao i zeleni ¢aj. Funkcioniraju na principu
vezanja na aktivno mjesto kako bi se sprijecilo vezanje supstrata (8 - 11). Ruzmarinska kiselina
prirodni je polifenol jakih antioksidativnih i protuupalnih svojstava zbog kojih je koriStena u

lijeCenju raznih upalnih stanja i neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove i
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Parkinsonove bolesti. Nadalje, koristi se u istrazivanju prevencije oksidacije LDL kolesterola
(engl. Low density lipoprotein cholesterol) i u¢inkovitosti u antikancerogenoj terapiji (12, 13).
Epikatehin je flavonoid koji mozemo pronaci u zelenom ¢aju, crnom vinu te jabukama, a
uglavnom se koristi kako bi se poboljsala cirkulacija jer dovodi do povecane proizvodnje
dusikovog oksida koji Siri krvne zile (14). Epigalokatehin galat glavni je katehin u zelenom ¢aju
te se zbog njegovog antibakterijskog djelovanja koristi za prevenciju i lije¢enje oralnih bolesti

kao Sto su karijes i parodontitis (15).

1.3. Racunalne metode

Koristenje racunalnih metoda postalo je sve ¢esc¢e razvojem tehnologije. Glavni im je
cilj ubrzano 1 jeftinije otkrivanje novih lijekova povezivanjem potencijalnih inhibitora s
enzimima in silico. Za to se koriste raunala snaznih procesora i ogromnih prostora za
skladiStenje. Temeljna im je uloga analiza, obrada i skladiStenje podataka i informacija u
bioinformatici. Takoder, koriste se za razumijevanje ponasanja bioloskih molekula i njihovih

procesa.

Uklapanje je metoda kojom predvidamo najpovoljniji polozaj jedne molekule prema
drugoj kada se medusobno vezu u stabilan kompleks. Cilj uklapanja je pronac¢i mjesto u kojem
¢e biti najstabilnije 1 najjace vezanje izmedu molekula. Nakon preuzimanja strukture enzima iz
proteinske baze podataka (engl. Protein Dana Bank, PDB) uklapanje je odradeno softverskim
paketom LeDock. Program LeDock pronalazi optimalne poloZaje liganda unutar proteina te
daje razli¢ite konformacije liganda 1 procjenu energije vezanja. Koriste se scoring funkcije;
algoritmi koji omogucavaju procjenu stabilnosti i snage vezanja proteina s ligandom. Koristimo
ih kako bismo razlikovali pravilno uklopljene od nepravilno uklopljenih konformacija. U radu
su koriSteni PDB zapisi, odnosno glavni format PDB-a. Oni nam daju informacije o

koordinatama atoma, njihovim medusobnim vezama i sekundarnoj strukturi proteina.
AGvez = AGotap + AGkonf + AGint + AGrot + AGt/r + AGvib (1)

Ova jednadZba prikazuje doprinose slobodnoj energiji. Doprinosi su uklanjanje liganda

i pojedinih dijelova proteina iz otapala AGqp, konformacijske promjene u proteinu i ligandu
AGyony» specifiCne ligand-protein interakcije AG;y,, gubitak energije zbog smanjenja rotacijske
entropije liganda i proteina AG;.,;, gubitak translacijske i rotacijske entropije liganda AGy - te

promjenu vibracijske entropije AG,;, (16).
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1.4. Vizualizacija proteina

Postoji cijeli niz softverskih paketa za vizualizaciju i molekulsko modeliranje Zeljenih
proteina poput VMD-a, PYMOL-a i JIMOL-a. Molekule se prikazuju kao $tapicasti i kuglasti
modeli. Enzim u ovom radu predstavljen je novim crtanim stilom, dok su inhibitori prikazani
stilom ,,sladi¢™ (engl. Licorice). Proteini se vizualiziraju kako bismo mogli dobiti prikaz
dobivenih podataka u 3D obliku. Za jednostavniju analizu ulaza strukture mozemo prikazivati

u razli¢itim bojama.



CILJ

2.CILJ

Ciljevi istrazivanja su:

- metodama molekulskog modeliranja ispitati inhibiciju CALB
- ispitati energijski najpovoljnije polozaje inhibitora u enzimu

- ispitati vezanje razli¢itih liganada s navedenim enzimom
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3.MATERIJALI Il METODE

3.1.Ustroj studije
Istrazivanje je napravljeno kao in silico studija — izgradnja racunalnog modela enzima i

inhibitora (17). Takva proucavanja koriste se kao zamjena za skupocjeni rad u laboratoriju.

3.2.Materijali

Podaci o enzimu lipazi B preuzeti su iz PDB-a (www.rcsb.org), struktura enzima
dostupna je u bazi pod kodom 3icw i napravljena je u rezoluciji 1,69 A. Strukture inhibitora
ruzmarinske kiseline, epikatehina 1 epigalokatehin galata preuzete su iz PubChem baze
(www.pubchem.com). Svi podaci o enzimu i inhibitoru su javno dostupni u navedenim bazama.
Za predikciju energijski najpovoljnijeg polozaja koristit ¢e se softverski paket LeDock

(www.lephar.com).

3.3.Metode

3.3.1. Priprema molekula enzima i inhibitora

Strukture 1 koordinate enzima Lipaze B preuzete su iz baze podataka PDB (PDB id
3icw) (5). Prethodno uklapanju (engl. docking) sve dvostruke konformacije metionina, lizina,
aspartata, serina i leucina su uklonjene. Takoder su uklonjene sve B konformacije i ostavljene
samo A konformacije aminokiselina. 1z strukture proteina uklonjene su molekule vode kao i
samoubilacki inhibitor. Strukture i1 koordinate inhibitora ruZzmarinske kiseline, epikatehina 1
epigalokatehin galata preuzete su iz PubChema te potom prebacene u mol2 oblik koriStenjem

programa Open Babel (18, 19).

3.3.2. Metoda uklapanja

Uklapanje je metoda kojom predvidamo najpovoljniji polozaj jedne molekule prema
drugoj kada se medusobno veZzu u stabilan kompleks. Ova metoda ima Siroku primjenu u
predvidanju vezanja proteinskih inhibitora i supstrata. Tijekom koriStenja ove metode
pretpostavlja se da je slobodna energija vezanja odredena kao pribrojena funkcija razlicitih

komponenti koje doprinose jacini vezanja molekula.
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3.3.3. Vizualizacija molekula

Zavizualizaciju enzima i inhibitora u ovom radu koristen je program VMD (engl. Visual
Molecular Dynamics) koji sluzi za molekulsko modeliranje i analizu podataka poput koordinata
molekula te duljinu veza izmedu pojedinih atoma (20). Ovim programom moguce je simulirati

molekule razli¢itim stilovima animacije i prikazati strukture i pojedine atome razli¢itim bojama.

3.4. StatistiCcke metode

Racunalne simulacije 1 modeliranje koriSteni su za predvidanje interakcija izmedu
molekula empirijskim metodama i racunalnim algoritmima. Tim metodama se statistiCke
pogreske procjenjuju usporedbom rezultata predvidenih afiniteta vezanja s eksperimentalno
procijenjenim afinitietima vezanja. Odstupanja su dana kao srednje kvadratno odstupanje (engl.
Root Mean Square Deviation, RMSD) izmedu dvaju rezultata. Algoritam za uklapanje koristi
konvergencijski kriterij za usporedbu izracunatih konformacija liganada koji ukljucuje donju

granicu za izratun promjena vrijednosti scoring funkcije, broj iteracija i druge parametre.
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4. REZULTATI
Kako bi se dobili najpovoljniji polozaji vezanja inhibitora za CALB, prvo je koriStena
metoda uklapanja nakon ¢ega su izmjerene sve medusobne udaljenosti inhibitora i enzima krace

od 3 A. Za to su koristeni softverski paket LeDock i program za vizualizaciju proteina VMD.

4.1. Rezultati uklapanja

U Tablici 1. prikazane su energije klastera inhibitora koristenih u ovom radu. Rezultati
najmanje vrijednosti imaju najveéu energiju vezanja. RjeSenja za ruzmarinsku kiselinu
oznacena su slovom A, rjeSenja za epikatehin oznacena su slovom B i rjeSenja za epigalokatehin

galat oznacena su slovom C.

Tablica 1. Prikaz energija za razlicita rjeSenja.

RjeSenje br. Al A2 | A3 B1 B2 B3 Cl1 C2 C3

Energija/ kcal/mol | -5,39 | -4,65 | -4,65 | -4,16 | -4,07 | -4,02 | -5,41 | -5,40 | -5,32
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Tablica 2. Aminokiselinski ostaci i pripadajuc¢i atomi koji se nalaze na najmanjoj udaljenosti od

inhibitora.
Al A2 A3
Aminokiselinski Duljina Aminokiselinski Duljina Aminokiselinski Duljina
ostatak veze/ A ostatak veze/ A ostatak veze/ A
GLY31:0 1,95 ASP14:0Dl1 2,02 ASP14:0D1 2,02
GLY31:0 2,67 ASP14:0D1 2,82 ASP14:0D1 2,11
GLY31:0 2,60 ASP14:0Dl1 2,90 ASP14:CG 2,38
GLY31:C 2,95 ASP14:CG 2,59 ASP14:CG 2,85
GLY31:C 2,55 ASP14:0D2 2,20 ASP14:CB 2,49
ILE32:N 2,95 ASP14:CG 2,42 ASP14:CA 2,84
GLY31:N 2,92 SER30:0G 2,33 THR28:0G1 1,77
THR28:0G1 1,90 SER30:CB 2,68 THR28:0G1 2,31
THR28:0G1 2,17 THR28:0G1 2,18 THR28:0G1 2,06
THR28:0G1 2,31 THR28:0G1 2,90 THR28:0G1 2,90
ASP14:0D1 1,96 VAL33:CG2 2,79 THR28:0G1 2,88
ASP14:0D1 2,82 VAL33:CA 2,58 GLY31:N 2,86
ASP14:CG 2,44 ARG20:NH1 2,49 GLY31:0 1,89
ILE32:0 2,63 ARG20:CZ 2,77 GLY31:0 1,83
ILE32:C 2,91 PRO17:CA 2,60 GLY31:C 2,81
ILE32:0 2,79 PRO17:0 1,74 GLY31:C 2,56
ARG20:NE 2,88 PRO17:0 2,56 ILE32:0 2,35
ARG20:CD 2,76 PRO17:C 2,37 ILE32:C 2,97
ARG20:NH1 2,97 PRO21CG 2,69 SER37:0G 2,09
LEU35:0 1,77 PRO36:CA 2,87 SER37:0G 2,93
LEU35:0 2,66 PRO36:CG 2,98 SER37:CB 2,56
LEU35:0 2,18 GLY34:N 2,78 LEU35:0 2,93
LEU35:C 2,86 GLY34:N 2,61 ARG20:C 2,61
GLY34:0 1,80 PRO21:N 2,18
GLY34:0 2,03 PRO21:N 2,61
GLY34:0 2,76 PRO21:CD 2,66
GLY34:0 2,94 PRO21:CD 2,59
GLY34:C 2,56 PRO21:CB 2,89
ARG20:CB 2,31 PRO21:CG 2,53
PRO21:CG 2,45
PRO21:CA 2,35
GLY34:N 2,86
GLY34:0 1,82
GLY34:0 2,87
GLY34:0 2,66

Iz Tablice 2. moze se vidjeti da je najveci broj interakcija, 35, ostvaren u rjeSenju A3.
Najznacajniji aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u koordinaciji inhibitora su Leu35, Prol7 i

Thr28. Na Slici 2. prikazani su polozaji vezanja inhibitora za rjeSenja A1, A2 1 A3.
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Slika 2. a) PoloZaj vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje Al. b) PoloZaj
vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje A2. ¢) PoloZaj vezanja ruZmarinske

kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje A3. Sliku izradio autor.
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Tablica 3. Aminokiselinski ostaci i pripadajuc¢i atomi koji se nalaze na najmanjoj udaljenosti od
inhibitora.

Bl B2 B3
Aminokiselinski Duljina  Aminokiselins Duljina Aminokiselinski Duljina

ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A ostatak veze/ A
ASP14:0D1 2,06 PHE22:0 2,26 ASP14:0D1 2,06
ASP14:0D1 2,06 PHE22:0 2,42 ASP14:0D1 2,92
ASP14:CG 2,55 PHE22:C 2,83 ASP14:0D1 2,19
ASP14:CG 2,70 PHE22:C 2,68 ASP14:CG 2,57
ASP14:CB 2,79 ASN203:0 2,20 ASP14:CB 2,72
THR28:0G1 2,14 ASN203:0 1,91 THR28:0G1 1,87
THR28:0G1 2,31 ASN203:0 2,83 THR28:0G1 2,37
GLY31:0 2,10 ASN203:0 2,83 THR28:0G1 1,79
GLY31:0 2,54 ASN203:C 2,48 THR28:0G1 2,91
GLY31:C 2,92 ASN203:CA 2,49 SER30:N 2,72
VAL33:CA 2,79 ASN203:CB 2,99 ARG20:CD 2,49
ILE32:0 2,91 LYS26:CE 2,45 ARG20:NE 2,77
GLY34:N 2,52 LYS26:CD 2,60 SER30:CB 2,89
GLY34:N 2,90 LYS26:CG 2,78 GLY31:0 2,50
GLY34:N 2,69 VAL24:0 2,70 GLY31:0 2,67
ARG20:NH1 2,93 VAL24:0 2,63 GLY31:C 2,42
ARG20:NH1 2,52 GLY25:0 1,76 GLY31:CA 2,81
SER37:0G 2,83 GLY25:0 2,72 GLY31:N 2,85
LEU35:0 1,94 GLY25:C 2,50 ILE32:0 2,96
LEU35:0 2,83 PHE239:CB 2,52 GLY34:N 2,63
LEU35:C 2,93 PHE239:CB 2,74 GLY34:CA 2,39

PHE239:CG 2,90 GLY34:C 2,90

PHE239:CG 2,58 LEU35:0 1,79

PHE239:CD2 2,38 LEU35:0 2,73

PHE239:CD2 2,95 LEU35:C 2,89

PHE239:CD2 2,86 SER37:0G 2,58

PHE239:CE2 2,67

THR208:0G1 1,90

THR208:0G1 2,14

THR208:0G1 2,40

THR208:0G1 2,87

Iz Tablice 3. moze se vidjeti da je najveci broj interakcija, 31, ostvaren u rjeSenju B2.

Najznacajniji aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u koordinaciji inhibitora su Leu35, Gly25,

Thr28. Na Slici 3. prikazani su polozaji vezanja inhibitora za rjeSenja B1, B2 1 B3.

11
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Slika 3. a) Polozaj vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje B1. b) Polozaj
vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje B2. ¢) Polozaj vezanja ruzmarinske

kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje B3. Sliku izradio autor.

12
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Tablica 4. Aminokiselinski ostaci i1 pripadajué¢i atomi koji se nalaze na najmanjoj udaljenosti
od inhibitora.

C1 C2 C3

Aminokiselinski Duljina ~ Aminokiselinski Duljina Aminokiselinski  Duljina
ostatak veze/ A ostatak veze/ A ostatak veze/ A
SER30:0G 2,37 ASP14:CB 2,74 ASP14:CA 2,97
SER30:0G 3,45 ASP14:CG 2,59 THR28:0G1 1,93
SER30:CB 3,59 ASP14:0D1 2,12 THR28:0G1 1,90

ASP14:0D2 1,91 THR28:0G1 2,43 THR28:0G1 2,23
ASP14:0D2 2,82 THR28:0G1 2,14 THR28:0G1 2,70
ASP14:0D2 2,22 THR28:0G1 2,79 THR28:0G1 2,92

ASP14:CG 2,70 GLY31:0 1,84 THR28:CB 2,86
ASP14:.CG 2,29 GLY31:0 2,62 ASP14:0D1 2,72
ASP14:0D1 2,67 GLY31:C 2,75 LEU15:0 2,62
THR28:0G1 2,26 VAL33:CG2 2,97 ARG20:NE 2,47
THR28:0G1 2,50 VAL33:CG1 2,90 ARG20:NE 2,33
ARG20:CD 2,41 GLY34:N 2,45 ARG20:CZ 2,85
ARG20:CD 2,99 VAL33:N 2,98 ARG20:CZ 2,40
ARG20:CG 2,71 ILE32:C 2,42 ARG20:NH2 2,80
ARG20:CG 2,68 ILE32:0 1,82 ARG20:NHI1 2,91
ARG20:CB 2,71 ILE32:0 2,60 GLY31:0 2,06
VAL33:CA 2,85 GLY34:0 1,91 GLY31:0 2,44
VAL33:CB 2,90 GLY34:0 1,94 SER30:0 1,80
VAL33:CG2 2,62 GLY34:0 2,78 SER30:0 2,70
VAL33:CG1 2,95 GLY34:0 2,63 ILE32:N 2,41
PRO36:CA 2,68 GLY34:C 2,51 ILE32:0B 2,69
SER37:N 2,57 GLY34:C 2,77 ILE32:CGl1 2,85
SER37:N 2,81 SER37:N 2,77 ILE32:0 2,52
SER37:0G 2,06 SER37:0G 2,92 ILE32:0 2,76
SER37:0G 2,70 LEU35:0 2,16 SER37:0G 2,16
SER37:CB 2,95 LEU35:0 2,46 SER37:0G 2,90
SER30:0 2,13 LEU35:0 2,76 SER37:CB 2,91
SER30:0 2,70 LEU35:C 2,28 LEU35:0 1,81
SER30:C 2,37 LEU35:C 2,93 LEU35:0 2,76
SER30:C 2,76 PRO36:N 2,79 LEU35:C 2,71
GLY31:N 2,39 PRO36:CA 2,96 GLY34:0 1,89
GLY31:CA 2,84 GLY34:0 2,53
GLY31:C 2,83 GLY34:C 2,48
GLY31:C 2,88 GLY34:CA 2,76
GLY31:0 1,91 GLY34:N 2,50
GLY31:0 2,88 GLY34:N 2,90
GLY31:0 2,63

Iz Tablice 4. moze se vidjeti da je najveci broj interakcija, 37, ostvaren u rjesenju CI.
Najznacajniji aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u koordinaciji inhibitora su Asp14, Gly31,

Ile32 i Ser30. Na Slici 4. prikazani su polozaji vezanja inhibitora za rjeSenja C1, C2 i C3
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Slika 4. a) Polozaj vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje C1. b) Polozaj
vezanja ruzmarinske kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje C2. c) Polozaj vezanja ruZzmarinske

kiseline za enzim lipazu B za rjeSenje C3. Sliku izradio autor.
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5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem provedeno je uklapanje razlicitih liganada u vezno mjesto enzima
lipaze B s ciljem ispitivanja energijski najpovoljnijih mjesta vezanja. Rezultati uklapanja
pokazali su da razliCiti inhibitori imaju razli¢ita mjesta vezanja, §to je potvrdeno specificnim
mjestima i energijama vezanja izmedu inhibitora i aminokiselinskih ostataka. Siroka
specificnost lipaze B za supstrat, povecana termostabilnost 1 aktivnost u organskim otapalima
¢ine ju iznimno korisnom za istrazivanje i razvoj novih lijekova. Kod pretilih osoba primjenjuje
se za inhibiciju lipaze, ¢ime se smanjuje apsorpcija masti i1 regulira tjelesna masa. Njeno

istrazivanje moZze imati doprinos u daljnjem razvoju 1 u¢inkovitosti te terapije.

Metoda uklapanja koristi se za predvidanje optimalnih polozaja izmedu dvije molekule,
a vizualizacija proteina se koristi za bolje razumijevanje strukture enzima i njihovih inhibitora.
U ovom radu dobiveni su rezultati koji mogu biti koriSteni za razvoj novih lijekova 1 tretmana
za lijeCenje pretilosti 1 disfunkcija metabolizma lipida. Ruzmarinska kiselina prirodni je
polifenol protuupalnih i antioksidativnih svojstava zbog kojih je koristena u lijeCenju raznih
upalnih stanja i bolesti. Epikatehin je flavonoid koristen za poboljSanje cirkulacije dovodenjem
do povecane proizvodnje dusikovog oksida koji Siri krvne Zile. Epigalokatehin galat je katehin
koji nalazimo u zelenom ¢aju te zbog njegovog antibakterijskog djelovanja sluZi za prevenciju

1 lijecenje oralnih bolesti.

Rezultati inhibicije dobiveni eksperimentalnom metodom pokazuju odredena
odstupanja u odnosu na one prikazane u ovom istrazivanju. Razlog tome je korisStenje razlicitih
softverskih programa za uklapanje. Energija vezanja dobivena u istrazivanju Hao Zhang i
suradnika provedenom na Institutu za kemiju Kineske akademije znanosti u Pekingu 2022.
godine za ruzmarinsku kiselinu iznosila je -6,19 kcal/mol, za epikatehin je -6,48kcal/mol, a za
epigalokatehin galat je iznosila -7,43 kcal/mol (7). Energije dobivene ovim radom za iste
inhibitore bile su nesto nize jer kako je navedeno u uvodu, radi se o procjeni samo jednog dijela
doprinosa. Energijski najpovoljnije rjeSenje za ruzmarinsku kiselinu iznosi -5,39 kcal/mol,
epikatehin -4,16 kcal/mol, dok je epigalokatehin galat pokazao najniZzu energiju vezanja od -
5,41 kcal/mol. Dobiveni rezultati ovog istrazivanja poklapaju se s eksperimentalnim

rezultatima (7).

Najmanje udaljenosti enzima i ruZzmarinske kiseline bile su kod aminokiselinskih
ostataka Leu35, Prol17 1 The28. Kod epikatehina su to bile aminokiseline Leu35, Gly25 i The28,
a kod epigalokatehin galata su to bili Aspl4, Gly31, Ile32 i Ser30. Iako niti jedan od
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aminokiselinskih ostataka nije direktno ukljucen u kataliticku aktivnost enzima, imaju ulogu u
strukturalnoj stabilnosti i prepoznavanju supstrata. Bitnu ulogu imaju Gly25 i Gly31 koji
omogucuju fleksibilnost molekuli jer je Gly najmanja aminokiselina, Cesto prisutna u
polozajima koji zahtijevaju pokretljivost (21). Takoder, velikog je znacaja Leu35 koji svojim
hidrofobnim vezama stabilizira tercijarnu strukturu proteina (22). Od navedenih inhibitora
najveceg je znaCaja epigalokatehin galat koji je pokazao najvecu energiju vezanja u
eksperimentalnom testiranju i predvidanjem metodom uklapanja. Njihova u¢inkovitost moze
biti koristena za lijeCenje pretilosti, a samim time Sto su prirodni spojevi koji su prisutni u
biljkama i napitcima moze smanjiti koli¢inu i intenzitet nuspojava nakon njegovog koristenja.
Potrebno je dodatno istraziti alostericku inhibiciju, napraviti in vivo studije te farmakokineticka

i farmakodinamicka istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvest sljedec¢i zakljucci:

- Metodom uklapanja dobiveno je da se inhibitori najvise vezu za aminokiselinske
ostatke Gly, Pro, Asp, Thr
- Najpovoljnija energija vezanja je u rjesenju C1

- Najmanja udaljenost nalazi se na veznom mjestu Prol7 u rjeSenju A2

17



SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Metodama molekulskog modeliranja ispitati inhibiciju lipaze B, ispitati
energijski najpovoljnije polozaje inhibitora u enzimu i ispitati vezanje razli¢itih liganada s

navedenim enzimom.

Nacrt studije: Istrazivanje je napravljeno kao in silico studija — izgradnja raCunalnog modela
enzima i inhibitora.

Materijali i metode: Podaci o enzimu lipaze B preuzeti su iz baze PDB, a podaci o
ruzmarinskoj kiselini, epikatehinu i epikatehin galatu preuzeti su iz baze PubChem. Za
predvidanje najpovoljnijeg energijskog poloZaja koristen je softver LeDock. Sve molekule su

vizualizirane u programu VMD.

Rezultati: Rezultati najpovoljnijeg polozaja vezanja inhibitora za enzim Lipazu B, prvo je
koriStena metoda uklapanja nakon ¢ega su izmjerene sve medusobne udaljenosti inhibitora i

enzima krace od 3 A.

Zakljucak: Metodom uklapanja dobiveno je da se inhibitori najviSe vezu za aminokiselinske
ostatke Gly, Pro, Asp, Thr te da je najpovoljnija energija vezanja u rjeSenju C1, a najmanja

udaljenost enzima 1 inhibitora je u rjeSenju A2 na veznom mjestu Prol17.

Kljucne rijeci: epikatehin, epigalokatehin galat, inhibicija, lipaza B, molekulsko uklapanje,

ruzmarinska kiselina
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8. SUMMARY

Molecular modelling of the enzyme lipase B and its ligands

Objectives: Using molecular modeling methods, investigate the inhibition of lipase B, examine
the energetically most favorable positions of inhibitors within the enzyme, and analyze the

binding of various ligands with the enzyme.

Study design: The research was conducted as an in silico study, involving the construction of

a computational model of the enzyme and inhibitors.

Materials and methods: The data on the lipase B enzyme were obtained from the PDB
database, while the data on rosmarinic acid, epicatechin, and epigallocatechin gallate were
obtained from the PubChem database. The software LeDock was used to predict the most

favorable energetic positions. All molecules were visualized using the VMD program.

Results: The results for the most favorable binding position of the inhibitors to the lipase B
enzyme were first obtained using the docking method, after which all distances between the

inhibitors and the enzyme shorter than 3 A were measured.

Conclusion: Using the docking method, it was determined that inhibitors bind most strongly to
the amino acid residues Gly, Pro, Asp, and Thr, with the most favorable binding energy in
solution C1, while the shortest distance between the enzyme and the inhibitor is in solution A2

at the Pro17 binding site.

Keywords: epicatechin, epigallocatechin gallate, inhibition, lipase B, molecular docking,

rosmarinic acid
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