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POPIS KRATICA

A —angstrem (101° m), mjerna jedinica za duljinu
CK — keratin kinaza

TFV-MP — tenofovir monofosfat

TFV-DP — tenofovir difosfat

Val (V) —aminokiselina valin

Glu (E) — aminokiselina glutaminska kiselina

Arg (R) — aminokiselina arginine

Cys (C) — aminokiselina cistein

Ser (S) - aminokiselina serin

Asp (D) — aminokiselina asparaginska kiselina
Phe (F) — aminokiselina fenilalanin

Thr (T) — aminokiselina treonin

Asn (N) — aminokiselina asparagine

Ile (I) — aminokiselina izoleucin

Pro (P) — aminokiselina prolin

Met (M) — aminokiselina metionin

GIn (Q) — aminokiselina glutamin

Tyr (Y) — aminokiselina tirozin

Asn (N) — aminokiselina asparagine

IUB — Medunarodna unija za biokemiju (engl. International Union of Biochemistry)
PDB - proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank)

VMD - racunalni program za vizualiziranje molekula (engl. Visual Molecular Dynamic
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1 UvOD

1.1  Enzimi

Enzimi su polimeri koji Kkataliziraju za zivot vazne kemijske reakcije, a po svojoj
strukturi spadaju u proteine. Oni ubrzavaju kemijsku reakciju tako S§to snizavaju energiju
aktivacije pojedine reakcije (1, 2). Tijekom reakcije ostaju nepromijenjeni §to im omogucuje
ulazak u drugu reakciju po zavrsetku prve. Enzimi kataliziraju reverzibilne reakcije, ali ne
utjecu na ravnotezni polozaj reakcije. Stvaranje kompleksa enzim—supstrat (ES) je prvi korak
u enzimskoj Kkatalizi. Supstrat se veze na aktivnho mjesto enzima koje je trodimenzionalna
udubina omedena aminokiselinskim (AK) bo¢nim ograncima iz razli¢itih dijelova lanca. Ono
zauzima relativno mali dio enzima. Ovisno o funkciji, moze se podijeliti na dva dijela:
kataliticko i afinitetno mjesto. Afinitetno mjesto je dio enzima koji sluzi za vezanje supstrata,
a u katalitickom mjestu supstrat se pretvara u produkt. Supstrati se u aktivno mjesto vezu slabim
nekovalentnim molekulskim interakcijama (1, 2). Postoje dva modela vezanja supstrata za
enzim: model kljuc-brava i model izazvanog pristajanja. U modelu klju¢-brava, aktivnho mjesto
enzima je po obliku komplementarno obliku molekule ili dijela molekule supstrata, dok u
modelu izazvanog pristajanja vezanjem molekule supstrata dolazi do promjene konformacije

aktivnog mjesta (1, 2).

1964. godine, odbor za enzime Medunarodne unije za biokemiju (engl. International
Union of Biochemistry, IUB) uspostavio je jednoznacan sustav klasifikacije i nomenklature
enzima. Svi enzimi posjeduju jedinstven Kklasifikacijski broj i naziv (1 — 3). Prvom znamenkom
je definiran rod kojem pripada enzim (1. oksidoreduktaze, 2. transferaze, 3. hidrolaze, 4. liaze,
5. izomeraze, 6. ligaze, 7. translokaze), drugom i tre¢com znamenskom se ozna¢ava podrazred i

razred enzima. Cetvrta znamenka predstavlja individualni broj enzima u podrazredu (22, 25).

1.1.1 Kinetika enzimskih reakcija

Mnogim enzimima je za kataliticku aktivnost potrebna prisutnost malih molekula koje
se vezu za njihovo aktivno mjesto (kofaktora i koenzima). Kofaktori su ioni metala koji se vezu
u aktivno mjesto enzima i omoguéavaju enzimsku katalazu (npr. Cu®*, Mg?*, K*, Ni%").
Koenzimi su organske molekule koje se vezu u aktivno mjesto enzima i takoder omogucuju
enzimsku katalizu (npr. Tiamin-pirofosfat, biotin, koenzim A (CoA), piridoksal forfat) (1, 2,
3).

Brzina reakcije ovisi o okolini i uvjetima u kojima se odvija. Na brzinu enzimske

reakcije utjeCu sljedeéi ¢imbenici: koncentracija supstrata, pH, koncentracija i ionska jakost
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pufera, temperatura te prisutnost raznih koenzima, aktivatora i inhibitora. Svaki enzim ima
odredenu pH vrijednost pri kojoj je brzina reakcije najveca. Porast temperature i koncentracije

supstrata dovodi do povecanja brzine kemijske reakcije (1, 2, 3).

Brzina (vo) kojom se reakcija odvija u organizmu izrazava se kao promjena
koncentracije supstrata (A[S]) ili produkta (A[P]) u jedinici vremena (At). Mjerenje kineticke
aktivnosti enzima provodi se pri pocetnoj brzini reakcije (nema povratne reakcije pretvorbe

produkta u supstrat).

Michaelis-Mentenov model pretpostavlja da se mjerenje brzine enzimske reakcije
provodi pri pocetnoj brzini enzimske reakcije pri kojoj je koncentracija produkta zanemariva.
Jednadzba opisuje povezanost izmedu pocetne brzine reakcije vo i koncentracije supstrata [S].
Michaelisova konstanta (Km) predstavlja koncentraciju supstrata pri kojoj je pocetna brzina

reakcije polovica maksimalne brzine (Vmax/2). Vm oznacava najvecu brzinu reakcije (1, 23).

_ U X [S]
5] X Knm
1.1.2 Inhibicija enzima
Inhibitori su tvari koje mogu smanjiti ili blokirati enzimsku reakciju. Moze biti

ireverzibilna i reverzibilna. Reverzibilna inhibicija nastaje djelovanjem na kinetiku reakcije
izmedu supstrata i enzima, dok se potpuna inhibicija obi¢no postiZe vrlo brzo jer nema kemijske
promjene (2, 3, 5). Ireverzibilni inhibitori se ¢vrsto vezu na enzim i disociraju vrlo sporo.
Ireverzibilna inhibicija nastaje trajnim kemijskim modifikacijama, kao na primjer prekidanje ili
stvaranje kovalentnih veza s aminokiselinskim ostacima potrebnim za vezanje supstrata,
odrzavanje konformacije enzima ili katalizu (2). Reverzibilni inhibitori disociraju brze od
enzima. Dijele se na: kompetitivne (veZu se na aktivno mjesto enzima), nekompetitivne (vezu
se na mjesto razliito od aktivnog mjesta enzima) i kombinirane inhibitore (4). Inhibicija
povratnom spregom je mehanizam kontrole enzimske aktivnosti, gdje kona¢ni produkt

biosintetskog puta inhibira prvi enzim u sekvenci reakcija tog puta. (6).

1.2 Kreatin kinaza
Kinaze (eng. Kinase), poznate kao i fosfotransferaze su enzimi koji fosforiliraju proteine
tako Sto kataliziraju prijenos terminalne fosfatne skupine ATP-a na hidroksilnu skupinu

aminokiselinskog ostatka. Kinaze su potrebne za stabilizaciju ovih reakcija jer fosfoanhidridna
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veza sadrzi puno energije. Takoder se koriste 1 u reguliranju slozenih procesa u ¢eliji i prijenosu

signala (8, 9).

Kreatin kinaza (eng. Creatine kinase, CK) (slika 1.) je enzim koji katalizira pretvorbu
kreatina i koristi ATP za stvaranje fosfokreatina (PCr) i adenozin difosfata (ADP). On je dimer
sastavljen od dvije podjedinice: B (mozdane) i M (misi¢ne). Ima 3 izoenzima: CK-MM, CK-
MB i CK-BB. CK-BB je karakteristican za tkivo pluc¢a i mozga, CK-MB za miokard, a CK-
MM za skeletnu muskulaturu (8, 9). Kod zdravih osoba 100 % cirkuliraju¢e CK ¢ini CK-MM.
CK-MB i CK-BB se javljaju kada dode do oSte¢enja tkiva koja su specifi¢nija za njih. PoviSene
vrijednosti CK se oc¢ekuje nakon tjelovjezbe i namjerne ili nenamjerne traume. Referentne
vrijednosti CK u serumu iznose < 153 U/l za Zene i < 177 U/l za muskarce. CK se u najveé¢im
koncentracijama nalazi u sréanom misicu, skeletnim misi¢ima i ne$to manjoj koncentraciji u

mozgu (8, 9).

Slika 1. Struktura enzima CK bez molekula liganada i vode

1.2.1 Struktura i mehanizam djelovanja CK

Svaka podjedinica enzima se sastoji od dva dijela: N-terminalne domene (sposobna za
vezanje na ATP i Kkeratin) i C-terminalne domene (odgovorna za interakciju s drugom
podjedinicom u heterodimeru). U aktivnom mjestu CK se odvija kataliticka reakcija

fosforilacije kreatina (8, 9).

CK je enzim koji ima klju¢nu ulogu u energetskom metabolizmu tijela, posebno u

misi¢nom i sr¢anom tkivu. Ona katalizira fosforilaciju kreatina koriste¢i ATP kao fosforilni
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donor. Ovaj proces stvara kreatin fosfat i ADP. Fosforilacija kreatina je reverzibilan proces,
prilikom intenzivnih fizi¢kih aktivnosti, kreatin fosfat moZe brzo donirati fosfat ADP-u kako bi
regenerirao ATP, pruzajuci brz izvor energije potreban za misi¢nu kontrakciju. CK sudjeluje u
regulaciji energetskog metabolizma miSi¢a, osiguravaju¢i da se energija oslobodi kad je
potrebno i skladisti kad je u suvisku (8, 9). Aktivnost CK moze varirati ovisno o metabolickim
zahtjevima i koncentraciji ATP-a i kreatina u stanici. Razina CK u krvi mozZe biti povisena kao
rezultat oSteCenja miSica, poput ozljeda ili bolesti sr¢anog misica. CK-MB se posebno koristi

kao marker za oStecenje sr¢anog miSica, kao Sto je infarkt miokarda (sr¢ani udar) (8, 9).

1.2.2 Inhibitori CK

Inhibitori CK su spojevi ili tvari koje su proucavane zbog svoje sposobnosti da smanje
aktivnost kreatin kinaze. Iako postoje neki spojevi koji su pokazali odredenu sposobnost
inhibicije ove enzimske aktivnosti u istrazivanjima, vazno je napomenuti da nije svaki inhibitor
kreatin kinaze razvijen do stupnja klinicke primjene ili odobren za upotrebu u medicinske svrhe.
Neki od poznatih inhibitora kreatin kinaze ukljuéuju: 2,4-Dinitrofenol (DNP), iodoacetamid,
kreatin analozi, nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) i Acyl-CoA esteri (8, 9).

Inhibicijom aktivnosti enzima CK dolazi do: smanjene misiéne sposobnosti (inhibicija
kreatin kinaze moZze ograniciti sposobnost misi¢a da stvaraju kreatin fosfat, Sto moze smanjiti
brzinu obnavljanja ATP-a i energetske rezerve potrebne za intenzivne kontrakcije misica),
povecanja umora miSi¢a (nedostatak sposobnosti stvaranja kreatin fosfata moze dovesti do
brzeg umora miSic¢a tijekom fizicke aktivnosti visokog intenziteta), ograniCenja energije
(kreatin fosfat je vazan za brzo regeneriranje ATP-a u miSi¢ima. Inhibicija kreatin kinaze moze
smanyjiti brzinu ovog procesa, §to moze ograni€iti opskrbu energijom za misSi¢nu aktivnost) te
potencijalnih medicinskih posljedica (poviSene razine kreatin kinaze u krvi mogu biti povezane

s oSte¢enjem miSica ili sréanog tkiva) (8, 9).

1.2.3 Tenofovir fosfat

Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) i tenofovir alafenamid (TAF) su dva oblika
tenofovira, koji su lijekovi Siroko koristeni u lijeCenju HIV-a i hepatitisa B. Tenofovir fosfat je
aktivni oblik tenofovira koji se stvara nakon unosa TDF ili TAF u tijelo. TDF pripada skupini
antiretrovirusnih lijekova. On sprjecava umnozavanje HIV-a i virusa hepatitisa B inhibiranjem
aktivnosti reverzne transkriptaze, enzima koji je kljucan za replikaciju virusne RNA u DNA.
TDF moze takoder biti dio preventivnih mjera, posebice u obliku pre-ekspozicijske profilakse

(PrEP) kako bi se sprijecila infekcija HIV-om kod visokoriziénih skupina (11).
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1.3 Tockaste mutacije

Tockaste mutacije su mutacije kod kojih dolazi do supstitucije jednog nukleotida s
drugim u sekvenci DNA. Mogu imati razli¢iti uCinak na organizam, ovisno o tome gdje se
nalaze. Misi¢ni tip CK je vazan za aktivaciju tenofovir fosfata (TFV). Zbog vaznosti CK u
aktivaciji TFV-a genetska varijacija moze pridonijeti promjeni u razinama TFV-DP, stoga se u

radu testirale prirodne mutacije koje su smanjile fosforilaciju TFV-MP in vitro (21, 24).

1.4 Racunalne metode

Racunalne metode istrazivanja enzima omogucuju brzo i ucinkovito predvidanje
strukture i funkcije enzima te njegovu interakciju s drugim molekulama. Njihova primjena
zapocela je sredinom proslog stoljeca, a razvoj su postigle zahvaljuju¢i napretku racunalne
tehnologije. Molekulsko modeliranje nam pruza informacije o nadinu vezanja liganada,
dinami¢kim svojstvima enzima, utjecaju supstrata, brzini reakcije i strukturnim i fizikalno-
kemijskim svojstvima proteina. Racunalne metode ubrzavaju osmiSljavanje i otkrivanje

lijekova s ciljem da se potencijalni inhibitori vezu za odabrane ciljne proteine in silico (16).

1.5 Metode uklapanja

Uklapanje je tehnika kojom se predvida optimalni polozaj jedne molekule u odnosu na
drugu, kako bi se formirao stabilan kompleks kada se te dvije molekule vezu jedna za drugu.
Metoda uklapanja ima Siroku primjenu u predvidanju vezanja supstrata i proteinskih inhibitora.
Pri raCunanju se pretpostavlja da je slobodna energija vezanja (AGvez) zbroj razliitih

komponenti koje utjeCu na snagu vezanja molekula (16).
AGvez = AGotap + AGk,onf + AGint + AGrot + AGr/t + AGvib

U jednadzbi su prikazani doprinosi slobodnoj energiji. Neki od doprinosa ukljucuju
specifi¢ne ligand-protein interakcije (AGint), uklanjanje liganda i pojedinih dijelova proteina iz
otapala (AGotap) ili konformacijske promjene u proteinu i ligandu (AGkonf), gubitak energije
zbog smanjenja rotacijske entropije liganda i proteina (AGrot), translacijske i rotacijske entropije

liganda (AGyr) te promjena vibracijske entropije (AGuib) (16).
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2 CILJ
Ciljevi istrazivanja su:
— Metodama molekulskog modeliranja ispitati potencijalne inhibitore keratin kinaze
— Racunski ispitati energijski najpovoljnije polozaje inhibitora u enzimu

— Za energijski najpovoljnije polozaje izraCunati najblize udaljenosti enzim-inhibitor
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3 MATERIJALI | METODE
3.1 Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao in silico studija (izgradnja ra¢unalnog modela inhibitora
i enzima) (16, 17). In silico proucavanja imaju cilj smanjiti potrebu za skupim klini¢kim

ispitivanjima i laboratorijskim istrazivanjima.

3.2 Materijali
Podaci 0 enzimu CK preuzeti su iz Proteinske baze podataka (engl. Protein Data Bank,

PDB; https://www.rcsb.org/), gdje je struktura enzima dostupna u bazi pod kodom 7tun i

izradena je u rezoluciji 2,93 A. Struktura inhibitora tenofovir fosfata preuzeta je iz PubChem

baze (www.pubchem.com). Svi podaci o enzimu i inhibitoru su javno dostupni u navedenim

bazama. Za predikciju energijski najpovoljnijeg polozaja koristen je web-server SwissDock
(19, 20).

3.3 Metode

3.3.1 Pripreme molekula enzima i inhibitora

Trodimenzionalna struktura humane CKB je preuzeta iz baze podataka PDB (PDB _id
7tun) (21). Prije uklapanja (eng. docking) uklonjen je B lanac u enzimu i ru¢no su napravljene
sve mutacije (R43Q, T35l, 192H, R130H, HI7Y, F169L, R132C, W211R, Y173C, N286l,
V280L). Bo¢ni lanci aminokiselinskih ostataka dodani su pomoc¢u modula tleap programskog

paketa AmberTools23 (http://ambermd.org/). 1z PubChema su preuzete strukture inhibitora

ADP i tenofovir fosfsata i prebacene u mol2 oblik koriStenjem softvera Open Babel (14, 15).

Nakon toga se pristupilo uklapanju.

3.3.2 Metode uklapanja

Uklapanje molekula CKB s inhibitorom tenofovir fosfat napravljeno je u serveru
SwissDock. Analiza je provedena vizualizacijom svakog pojedinog Kklastera koji je server
previdio, a izdvojene su interakcije kraée od 3 A za svaki inhibitor. Uz oznaku

aminokiselinskog ostatka koji sudjeluje u interakciji dan je i naziv atoma koji u njoj sudjeluje.

3.3.3 Vizualizacija molekula

VMD (inacica 1.9.3., University of Illinois at Urbana—Champaign) racunalni je program
za vizualizaciju i molekulsko modeliranje (18). Razvijen je u svrhu analize i pregleda rezultata
simulacije molekularne dinamike. Program pruza raznolike nacine za prikazivanje molekula.
Slike u ovom radu napravljene su pomoc¢u VMD racunalnog programa. Okosnica proteina

prikazana je ,,new cartoon* reprezentacijom i obojana prema sekundarnoj strukturi proteina,
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materijal ,transpaernt”. Supstrat je prikazan CPK modelom, a boc¢ni lanci aminokiselina

Stapicastom reprezentacijom (,,licorice®) debljine 0,2.
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4 REZULTATI
Metoda uklapanja koristena je kako bi se predvidio najpovoljniji poloZaj vezanja
inhibitora tenofovir fosfata za enzim CK. Koristen je javno dostupan server SwissDock Kkoji

metodom klasteriranja izrazava najnizu energiju vezanja za pojedino predvideno vezno mjesto.

U tablici 1 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

poloZzaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju F169L.

Tablica 1. Prikaz rezultata energije za mutaciju F169L

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2780,03
1 -2778,84
2 -2778,15

Tablica 2. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1i 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster 0 Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselin  Duljina  Aminokiselins Duljina  Aminokiselins  Duljina
ski ostatak  veze/ A ki ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A

1 Val68:HB 2,64 Hiel41:CD2 1,93 Pro140:HB2 2,63
2 Val68:HG13 2,98 Cys137:HG 2,16 Phe47:HE1 3,00
3 Val71:HG11 2,35 Phel41:HB3 2,99 Phe47:HD1 2,78
4 Val71:HG13 2,38 Serd5:HG 2,66 Asp51:0D1 1,91
5 Thr55:HG21 2,69 Ser143:HB3 2,61 Asp51:HB3 2,56
6 Thr55:HG22 2,89 Arg205:HH11 2,20 Arg205:HH12 3,00
7 Asn59:HB2 2,25 Arg205:HH22 2,85 Arg205:HE 2,74
8 Asn59:HB2 2,75 Arg205:HD3 2,67

U Tablici 2 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klasteri 0 i 2
imaju 8 interakcija, izmedu boc¢nih lanaca aminokiselinskih ostataka enzima 1 inhibitora, kra¢ih
od 3 A. Dok klaster 1 ima 7 interakcija. Klaster O lociran je u blizini aminokiselinskog ostatka
ASNS59, klaster 1 u blizini CI1S137, a klaster 2 u blizini ASP51.



REZULTATI

b)

Slika 2. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju F169L: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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REZULTATI

U tablici 3 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju HO7Y.

Tablica 3. Prikaz rezultata energije za mutaciju H97Y

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2773,30
1 -2772,60
2 -2769,52

Tablica 4. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1 i 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A
1 Ser281:HG 2,61 Val29:HG21 2,64 Hie25:HB3 0,95
2 Cys279:HG 2,56 Arg92:HB2 2,53 Hie25:CG 1,74
3 Arg232HH21 2,75 Cys28:HB2 2,67 Hie25:HB2 1,99
4 Arg232:HH22 2,84 Cys28:HG3 2,76 Hie25:HB2 2,35
5 Glu228:0E1 2,15 Asp91:0D2 2,14 Hie25:CG 2,48
6 Glu228:HB3 2,27 Asp91:HB2 2,43 Hie25:CG 2,49
7 Glu228:HB3 2,53 Asp91:HB3 2,53 Hie25:HB2 2,70
8 Val68:HG13 2,00 Asp336:0D1 2,22 Hie25:CG 2,83
9 Val71:HG12 2,61 Hie25:HB2 2,97

10 Val71:HG13 2,80
U Tablici 4 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 ima 10
interakcija, klaster 1 ima 8, a klaster 2 ima 9 interakcija izmedu bo¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka VALG8, klaster 1 u blizini ASP91, a klaster 2 u blizini Hie25.
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REZULTATI

b)

c)
Slika 3. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju H97Y: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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REZULTATI

U tablici 5 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju Y173C.

Tablica 5. Prikaz rezultata energije za mutaciju Y173C

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2793,42
1 -2784,77
2 -2782,51

Tablica 6. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1 i 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A
1 Thr55:HG22 2,55 11e88:HB 2,80 Val68:HG13 2,87
2 Val68:HG13 2,02 Cys28:HB2 2,67 Val68:HG13 2,84
3 Val68:HG12 2,89 Cys28:HG3 2,75 Thr55:HG1 1,56
4 Val68:HG13 2,36 Val29:HG21 2,62 Thr55:HG1 2,86
5 Val71:HG11 2,92 Val29:HG23 3,00 Thr67:HB 2,63
6 Val71:HG12 2,30 Val68:HG21 2,84 Thr67:HB 2,56
7 Val71:HG13 2,74 Hie25:HB2 1,96 Leul97:HG 2,00
8 Val71:HG13 2,82 Hie25HB2 2,96 Leul97:HG 2,97
9 Hie25:HB3 1,03 Leul97:HD21 2,39
10 Leul97:HD22 2,13
11 Leul98:HD11 2,81

U Tablici 6 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 ima 8
interakcija, klaster 1 ima 9, a klaster 2 ima 11 interakcija izmedu bo¢nih lanaca
aminokiselinskih ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster O lociran je u blizini
aminokiselinskog ostatka VALG68, klaster 1 u blizini HIE25 a klaster 2 u blizini THR55.
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REZULTATI

b)

Slika 4. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju Y173C: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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REZULTATI

U tablici 7 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju [92H.

Tablica 7. Prikaz rezultata energije za mutaciju 192H

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2805,06
1 -2799,51
2 -2799,38

Tablica 8. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1 i 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A

1 Val68:HG13 2,02 Arg232:HH22 2,71 lle65:HD12 2,82
2 Leul97:HD21 2,24 Thrb5:HG22 2,73 Val68:HG13 2,54
3 Glu228:0E1 2,13 Thr67:HB 2,27 Thr67:HB 2,79
4 Arg232:HH22 2,86 Val68:HG13 2,21 Leul97:HD21 2,35
5 Thr67:HB 2,39 Val71:HG13 2,63 Leul98:HD12 2,71
6 Thr67:HB 2,38 Glu228:0E1 2,28 Glul98:HD11 2,88
7 Thr67:HG23 2,42 Glu228:HB3 2,59 Glu228:0E1 1,85
8 Thr67:HG23 2,86 Glu228:HB3 2,25 Glu228:0E1 1,86
9 Thr278:HB 2,90

10 Thr278:HG22 2,66
U Tablici 8 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 ima 10
interakcija, dok klasteri 1 i 2 imaju 8 interakcija izmedu bo¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka VALG8, klaster 1 u blizini VALG8, a klaster 2 u blizini GLU228.
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REZULTATI

b)

Slika 5. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju 192H: a) klaster 0, b) klaster 1 i ¢) klaster 2
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U tablici 9 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju N2861.

Tablica 9. Prikaz rezultata energije za mutaciju N286l

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2790,01
1 -2788,62
2 -2781,53

Tablica 10. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 11 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A

1 lle65:HD12 2,90 Trp207:HE1 2,26 Aspl91:HB3 2,17
2 Thr55:HG1 2,79 Pro208:HG3 2,78 Pro193:HB3 2,46
3 Asn58:HB2 2,48 Aspl91:CG 2,84 Leul98:HG 2,44
4 Ser201:HG 2,99 Aspl191:0D1 1,87 Glu227:0E2 1,79
5 Val68:HB 2,83 Cys192:HE2 2,55 Glu227:HG2 2,35
6 Val68:HG13 2,71 Cys192:HE2 2,83 Glu227:HG3 2,96
7 Leul97:HD21 2,33 Leul72:HG 2,78 Glu228:0E2 1,81
8 Leul97:HD21 2,62 Leul72:HD21 2,78 Glu228:HG3 2,73
9 Leul98:HD22 2,58 Leul89:HD22 1,87

U Tablici 10 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 i 1
imaju 9 interakcija, dok klaster 2 ima 8 interakcija izmedu bo¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka LEU197, klaster 1 u blizini ASP191 i LEU189, a klaster 2 u blizini GLU227.
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b)

c)
Slika 6. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju N2861: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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U tablici 11 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

poloZaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju R43Q.

Tablica 11. Prikaz rezultata energije za mutaciju R43Q

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2783,98
1 -2782,52
2 -2782,48

Tablica 12. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 11 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A
1 Hiel41:HB2 2,47 11e88:HB 2,85 Val68:HG13 2,72
2 Hiel41:HB3 1,61 Val68:HG21 2,87 Arg92:HE 2,31
3 Cys137:HG 2,79 Cys28:HG3 274 Cys279:HG 2,61
4 Cys137:HB3 2,75 Cys28:HG2 2,68 Leul97:HG 2,76
5 Argl44:HG3 2,78 Asp91:HB2 2,44 Leul97:HD2 2,89
6 Arg205:HH22 2,92 Asp91:HB3 2,49 Thr55:HG1 1,59
7 Serd5:0G 1,77 Asp91:0D2 2,11 Thr67:HB 2,01
8 Serd5:HG 2,06 Asp91:0D1 1,85 Thr67:HB 2,95
9 Ser45:HB2 2,88 Thr67:HG1 2,98

U Tablici 12 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 i 2
imaju 9 interakcija, dok klaster 1 ima 8 interakcija izmedu bo¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka HIE141, Kklaster 1 u blizini ASP91, a klaster 2 u blizini THR55.
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b)

c)
Slika 7. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju R43Q: a) klaster 0, b) klaster 1 i ) klaster 2
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U tablici 13 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju R130H.

Tablica 13. Prikaz rezultata energije za mutaciju R130H

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2792,72
1 -2791,11
2 -2778,15

Tablica 14. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 11 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A
1 Serl43:HB3 2,69 Val321:HG13 2,23 Phe47:HE1 2,56
2 Serd5:0G 2,63 Hie292:CG 2,48 Hiel41:HB2 1,71
3 Cysl137:HG 2,14 Serl24:HB2 2,76 Hiel41:HB3 2,53
4 Cys137:HG 3,26 Trp224:HH2 2,63 Arg205:HD3 2,74
5 Arg205:HH11 2,83 Met236:HE2 1,87 Arg205:HD3 2,22
6 Arg205:HH22 3,38 Met236:HE1 2,87 Cys137:HG 1,32
7 Arg205:HE 3,08 Leu222:HD21 2,67 Cys137:HB2 2,28
8 Arg205:HH21 3,48 Leu222:HD23 2,96 Cysl137:HB3 2,72
9 Cysl137:HG 2,54

U Tablici 14 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 i 1
imaju 8 interakcija, dok klaster 2 ima 8 interakcija izmedu boc¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3,5 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka CYS137, klaster 1 u blizini MET236, a klaster 2 u blizini CYS137.
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b)

c)
Slika 8. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju R130H: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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U tablici 15 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju R132C.

Tablica 15. Prikaz rezultata energije za mutaciju R132C

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2733,84
1 -2733,72
2 -2730,90

Tablica 16. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 11 2 i pripadajuce

duljine veza
Klaster O Klaster 1 Klaster 2
Aminokiselin  Duljina  Aminokiselins Duljina  Aminokiseli Duljina
ski ostatak  veze/ A ki ostatak ~ veze/ A nskiostatak  veze/ A
1 Cys279:HG 2,55 Met203:HG3 2,22 11e88:HB 2,85
2 Val68:HG13 1,99 Ser201:HG 2,38 Val68:HG21 2,91
3 Ser281:HG 2,72 Arg232:HH21 2,64 Val29:HG21 2,67
4 Ser281:HG 2,44 Leul98:HD11 2,68 Cys28:HB2 2,68
5 Thr67:HB 2,36 Leul98:HD22 2,74 Cys28:HB3 2,74
6 Thr67:HG23 2,33 Glu227:0E1 2,04 Asp91:HB2 2,47
7 Thr228:HB 2,89 Glu228:0E2 1,84 Asp91:0D2 2,11
8 Glu228:HB3 2,29 Glu228:HB3 2,78 Asp91:HB3 2,53
9 Glu228:HB3 2,55

10 Glu228:0E1 2,18
U Tablici 16 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 ima
10 interakcija, dok klasteri 1 1 2 imaju 8 interakcija izmedu bo¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka VALG8, klaster 1 u blizini GLU228, a klaster 2 u blizini ASP91.

23



REZULTATI

b)

Slika 9. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju R132C: a) klaster 0, b) klaster 1 i ¢) klaster 2
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U tablici 17 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju T35I.

Tablica 17. Prikaz rezultata energije za mutaciju T35l

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2782,98
1 -2781,74
2 -2781,30

Tablica 18. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1 i 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina =~ Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A

1 Thr67:HB 2,54 Thr55:HG22 2,91 Val68:HG13 2,86
2 Cys279:HG 2,50 Thr67:HG22 2,37 Val71:HG12 2,73
3 Cys279:HG 2,75 Thr67:HG23 2,37 Leul97:HD21 2,38
4 Met203:HG3 2,42 Thr67:HB 2,81 Leul97:HD22 2,99
5 Met203:HG3 2,73 Leul97:HD21 2,36 Thr67:HB 2,13
6 Vall:HG12 2,98 Leul97:HD22 2,88 Thr67:HG22 2,69
7 Val68:HG13 2,56 Leul97:HD22 2,74 Thr67:HG23 2,19
8 Val68:HG13 2,90 Leul98:HD11 2,96 Thr278:HB 2,76
9 Leul98:HD22 2,58

U Tablici 18 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 0 i 1
imaju 8 interakcija, dok klaster 1 ima 9 interakcija izmedu boc¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kraéih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka MET203, klaster 1 u blizini LEU197, a klaster 2 u blizini THR67.
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b)

c)

Slika 10. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju T35I: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster
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U tablici 19 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

poloZaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju W211R.

Tablica 19. Prikaz rezultata energije za mutaciju W211R

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2809,86
1 -2802,83
2 -2801,62

Tablica 20. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 1 1 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A

1 lle65:HD12 1,79 Asp217:0D1 1,74 Val71:HG12 2,74
2 Cys279:HG 2,81 Glul79:HG2 2,90 Asn282:HD21 2,74
3 Cys279:HG 2,66 Tyrl70:0H 2,37 Arg228:HH21 2,62
4 Thr67:HB 2,93 Tyrl70:0H 2,75 Arg232:0E1 2,64
5 Thr67:HB 2,35 Tyrl70:HH 2,15 Glu227:0E2 2,32
6 Val68:HG13 2,02 GIn182:HB2 2,97 Glu228:0E2 1,85
7 Val68:HG13 2,36 GIn182:HB2 2,61 Glu228:0E1 2,72
8 Val71:HG11 2,92 GIn182:HB3 2,58 Glu228:HB3 2,74
9 Val71HG13 2,74

U Tablici 20 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klaster 1 ima
9 interakcija, dok Klasteri 1 i 2 imaju 8 interakcija izmedu boc¢nih lanaca aminokiselinskih
ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog
ostatka ILE65, klaster 1 u blizini ASP217, a klaster 2 u blizini GLU228.
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b)

Slika 11. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju W211R: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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U tablici 21 prikazani su rezultati energije dobivenih u SwissDock serveru za 3 razli¢itih

polozaja vezanja inhibitora tenofovir fosfata za mutaciju V289L.

Tablica 21. Prikaz rezultata energije za mutaciju V280L

Klaster Energija (kcal/mol)
0 -2780,08
1 -2779,68
2 -2778,69

Tablica 22. Aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u vezanju klastera 0, 11 2 i pripadajuce

duljine veza

klaster O Klaster 1 Klaster 2

Aminokiselins  Duljina  Aminokiselinsk  Duljina = Aminokiselins Duljina

ki ostatak veze/ A i ostatak veze/ A ki ostatak veze/ A
1 Cys279:HB2 2,77 Phe47:HD1 2,85 Val68:HG13 2,51
2 Thr67:HB 2,04 Ser143:HB2 2,89 Leul98:HD11 2,26
3 Thr67:HG22 2,98 Serl43:HB3 2,77 Ser201:HG 2,37
4 Thr67:HB 2,89 Serl43:HB3 2,96 Met203:HG3 2,23
5 Val68:HG13 2,68 Argl44:HG3 2,89 Met203:HG3 2,78
6 Val68:HG13 2,63 Arg205:HH11 1,91 Thr55:HG1 1,32
7 Val71:HG11 2,82 Arg205:HH11 2,56 Thr67:HB 2,50
8 Val71:HG12 2,95 Arg205:HH22 2,96 Thr278:HB 2,76

U Tablici 22 prikazane su interakcije za tri najvjerojatnija klastera. Tako klasteri 1,2 i 3
imaju 9 interakcija izmedu bocnih lanaca aminokiselinskih ostataka enzima i inhibitora, kra¢ih
od 3 A. Klaster 0 lociran je u blizini aminokiselinskog ostatka THR67, klaster 1 u blizini
ARG205, a klaster 2 u blizini THR55.

29



REZULTATI

b)

Slika 12. Prikaz vezanja inhibitora za mutaciju V280L.: a) klaster 0, b) klaster 1 i c) klaster 2
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5 RASPRAVA

Predmet istraZivanja rada bilo je molekulsko modeliranje inhibicije enzima CK pomoc¢u
kemijskog spoja tenofovir fosfata kao inhibitora. Cilj istrazivanja bio je ispitati energijski
najpovoljnije polozaje inhibitora u enzimu, koriStenjem racunalnih metoda uklapanja
(dokiranja) ispitati inhibiciju kreatin kinaze te metodama molekulske dinamike pronaci
aminokiselinske ostatke koji sudjeluju u vezanju inhibitora. Podaci o enzimu preuzeti su iz PDB
baze. Struktura inhibitora preuzeta je iz PubChem baze. Inhibitor je preba¢en u mol2 oblik
pomoc¢u OpenBabel softvera (14, 15). Za metodu dokiranja koriSten je SwissDock server (19,
20). Server je prilikom uklapanja koristio molekulu CK u obliku monomera kao §to je navedeno
u eksperimentu. Za vizualizaciju koristen je softver VMD (engl. visual molecular dynamics)
(18).

U istrazivanju provedenom od Mosher i suradnika 2021. godine ispitano je vezanje
mutacija koje se prirodno pojavljuju mu miSi¢noj CK sa inhibitorima ADP i TFV (21). U
navedenom je istrazivanju pokazano da mutacije R130H, R132C, W211R i N286l vode do
znacajne redukcije u formiranju ATP-a, a R130H i R132C imaju najnizu aktivnost. Rezultati
0vog istrazivanja upucuju da je procijenjena energija vezanja najniza za mutaciju W211R $to
je u skladu sa ranije navedenim istrazivanjem. Osim toga mutacije R130H i N286I takoder
imaju niske energije vezanja. Za razliku od istrazivanja Moshera i suradnika ovo istrazivanje

pokazalo je nisku energiju vezanja i za tockaste mutacije Y173C i 192H.

U istom istrazivanju predlozeno vezno mjesto TFV-a okruzeno je aminokiselinskim
ostatcima Arg130, Argl32, Arg236 i Glu232 (21). Energijski najpovoljniji tockasti mutanti u
ovom istrazivanju vezali su TFV u okruzju aminokiselina Ile65, Val68, Val71 1 Ser281. Kako
bi se temeljnije ispitala termodinamika ovog veznog mjesta bilo bi potrebno izvesti jo§ niz
racunalnih simulacija ponajprije energijske optimizacije i simulacije molekulske dinamike kako

bi se ispitala formacija vodikovih veza i elektrostatskih interakcija tijekom dinamike proteina.

Ispitivanjem interakcija koje nastaju tijekom reaktivacije CK inhibirane specifi¢nim
inhibitorom, naj¢esce je koristena racunalna metoda molekularnog uklapanja. Metoda predvida
orijentaciju i polozaj razli¢itih spojeva u aktivnome mjestu enzima simulacijom razli¢itih sila
(elektri¢nih sila, vodikove veze ili van der Waalsovih sila). No za pouzdanije rezultate potrebno

je provesti jo$ niz racunalnih istrazivanja kao $to je ranije navedeno.

Zanimljivost je da ranije provedeno eksperimentalno istrazivanje ukazuje na to da se

polozaj aminokiseline Trp211 ne nalazi u aktivnom mjestu, ali mutacija njegovog
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RASPRAVA

aminokiselinskog ostatka rezultira u redukciji aktivnosti jednako kao i redukcija
aminokiselinskih ostataka aktivnog mjesta (21). Ovim istraZivanjem, uz sva ograni¢enja koje

metoda uklapanja ima, identificiran je isti aminokiselinski ostatak vaZzan u redukciji aktivnosti.
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ZAKLJUCAK

ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

— Za sve ispitane toCkaste mutacije u ovom istrazivanju dobivena je negativna
energija vezanja za TVF.

— Najnizu energiju vezanja su imale mutacije W211R, Y173C, 192H, R130H i
N286I.

— Najpovoljniji energijski polozaj nalaze se u blizini aminokiselinskih ostataka

Argl30, Argl132, Arg236 i Glu232.
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SAZETAK

7 SAZETAK
Cilj istrazivanja: Metodama molekulskog modeliranja ispitati inhibiciju kreatin Kkinaze,
racunski ispitati energijski najpovoljnije poloZaje inhibitora u enzimu i za energijski

najpovoljnije poloZaje izraunati najblize udaljenosti enzim-inhibitor.

Nacrt studije: IstraZivanje je napravljeno kao in silico studija — izgradnja racunalnog modela

enzima i inhibitora.

Materijali i metode: Podaci o enzimu CK preuzeti su iz baze PDB, a podaci o tenofovir fosfatu
su preuzeti iz PubChem baze. Za uklapanje je koristen web-server SwissDock. Sve strukture su

vizualizirane koriStenjem softvera VMD.

Rezultati: Za sve ispitane tockaste mutacije u ovom istrazivanju dobivena je negativna energija
vezanja za TVF. NajniZu energiju vezanja su imale mutacije W211R, Y173C, 192H, R130H i
N286I. Najpovoljniji energijski polozaj nalaze se u blizini aminokiselinskih ostataka Arg130,
Argl32, Arg236 i Glu232.

Zakljucak: Na temelju provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da je za sve ispitane
tockaste mutacije dobivena negativna energija vezanja. NajniZzu energiju vezanja su imale
mutacije R130H, R132C, W211R i N286l, stoga su najmanje aktivni.

Kljuéne rijeci: keratin kinaza, tenofovir fosfat, inhibicija, molekulsko uklapanje
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SUMMARY

8 SUMMARY

Molecular modelling of creatin kinase

Objectives: Using molecular modeling methods, analyse creatin kinase inhibition by
examining the energetically favorable positions of the inhibitor and calculate the nearest

enzyme-inhibitor distances for optimal energy efficiency.

Study design: The research was done as an in silico study — building a computer model of

enzymes and inhibitors.

Materials and methods: CK enzyme data were taken from the PDB base and tenofovir
phosphate data were taken from the PubChem base. SwissDock server was used for docking.

All structures were visualized using VMD software.

Results: Negative binding energy to TVF was obtained for all tested point mutations in this
study. The lowest binding energy was spotted in mutations W211R, Y173C, 192H, R130H and
N2861. The most favorable energy position is located near the amino acid residues Argl130,
Argl32, Arg236 and Glu232.

Conclusion: Based on the findings of the research, a conclusion can be drawn that in all
mutations there was a decrease in activity. The lowest binding energy had the R130H, R132C,
W211R and N2861 mutations; therefore, they are the least active.

Keywords: creatine kinase, tenofovir phosphate, inhibition, molecular docking
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