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1. UvVOD

Signalni put Keap1—-Nrf2 glavni je regulator stanicnog odgovora na oksidativni i elektrofilni stres
buduci da translacija trankripcijskog faktora Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor
2) u jezgru potiCe ekspresiju niza citoprotektivnih gena, &iji produkti omoguéuju stanicama da
neutraliziraju reaktivne molekule i ponovno uspostave stani¢nu redoks homeostazu. Dok
aktivacija Nrf2 &titi zdrave stanice od raznih toksi¢nih tvari i bolesti, pokazalo se da prekomjerna
aktivacija Nrf2 u stanicama raka nepovoljno djeluje na tijek bolesti &titeci ih od oksidativnog
ostecCenja Sto dovodi do pojave kemorezistencije i radiorezistencije. Nedavna istrazivanja
pokazala su da je dipeptidil peptidaza Ill (DPP Ill) jedan od proteina iz interaktoma proteina
Keap1l koji kompetira s Nrf2 za vezanje na Kelch domenu proteina Keapl (engl. Kelch like ECH-
associated protein 1) te tako poti¢e Nrf2-ovisnu transkripciju gena. Stoga je DPP Il prepoznat
kao multifunkcionalni protein koji, osim svoje kataliticke peptidazne aktivnosti, pokazuje i tzv.
moonlighting aktivnost u regulaciji staniénog odgovora na oksidativni stres.

Istrazivanja na stanicama raka dojke, jajnika i endometrija ukazala su na povezanost izmedu
tumorigeneze i pojaCane ekspresije gena DPP3. Pretpostavlja se da prekomjerna proizvodnja
DPP lll izravno doprinosi pove¢anom antioksidativnom odgovoru putem kompetitivhog vezanja
DPP Ill za Keapl, $to dovodi do prekomjerne aktivacije Nrf2 u tumorskim stanicama. Kako bi
se sprijeCila prekomjerna aktivacija Nrf2 u tumorskim stanicama s pojaCanom ekspresijom DPP
Il te poboljSala osjetljivost malignih stanica na antitumorsku terapiju, cilj ovog diplomskog rada
bio je primjenom metoda racunalne kemije odrediti stabilnu strukturu kompleksa DPP Ill-Kelch,
koja je potom posluzila kao osnova za dizajn modificirane Kelch domene s vis§im afinitetom
vezanja za DPP lll od endogenog proteina Keapl. Ova mutirana Kelch domena mogla bi
funkcionirati kao klopka za prekomjerno proizvedenu DPP lIl, ¢ime bi se potaknulo vezanje Nrf2
za endogeni Keapl i smanjio intenzitet antioksidativnhog odgovora malignih stanica na
kemoterapeutike.

Dugackim, mikrosekundnim simulacijama molekulske dinamike (MD) ispitana je stabilnost
strukture kompleksa izmedu domene Kelch i DPP lll, a metodom dekompozicije slobodne
energije vezanja po pojedinim aminokiselinama identificirane su aminokiseline iz domene Kelch
koje sudjeluju u nastanku ovog protein-protein kompleksa. Utjecaj mutacija aminokiselina koje
destabiliziraju kompleks DPP IlI-Kelch na afinitet vezanja, ispitan je tzv. alanin scan metodom
zamjenom odabranih aminokiselina u alanin. Simulacije i analize rezultata provedene su u

programskom paketu AMBER 22 u Linux okruzenju.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SIGNALNI PUT KEAP1-NRF2

Snazni elektrofili i reaktivhe kisikove vrste oSte¢uju staniCne makromolekule i naruSavaju
njihovu fizioloSku funkciju. Njihovo nakupljanje u organizmu uzrokuje starenje te dovodi do
razvoja raznih bolesti poput raka, arteroskleroze, neurodegenerativnih i kardiovaskularnih
bolesti. Zbog toga su stanice tijekom evolucije razvile razliCite mehanizme obrane od
oksidativnog i elektrofilnog stresa. Vaznu ulogu u tome ima protein Nrf2. Nrf2 je ¢lan CNC (engl.
cap ‘n’ collar) obitelji transkripcijskih faktora koji regulira ekspresiju niza gena koji kodiraju za
antioksidativne i detoksikacijske proteine (Motohashi i Yamamoto, 2004). Razina i lokalizacija
Nrf2 u pojedinim stani¢nim odjeljcima regulirana je proteinom Keap1. Stoga se smatra da je
Keap1-Nrf2 signalni put glavni regulator stani€énog odgovora na oksidativni i elektrofilni stres
(Wakabayashi i sur., 2003). U normalnim fizioloSkim uvjetima, interakcija Nrf2 s proteinom
Keap1, koji je vezan za aktinski citoskelet, zadrzava Nrf2 u citoplazmi, onemogucujuci njegovu
translokaciju u jezgru te poti¢e njegovu degradaciju u proteasomu (Kensler i sur., 2007; Stewart
i sur., 2003). Naime, Keap1 u kompleksu s E3 ubikvitin ligazom koja sadrzi Cul3 protein,
zajedno sa E2 ubikvitin konjugiraju¢im enzimom provodi poliubikvitinaciju lizinskih ostataka
Nrf2, usmijeravajuéi Nrf2 na degradaciju putem 26S proteasoma (Cullinan i sur., 2004). U
uvjetima oksidativnhog stresa dolazi do konformacijske promjene kompleksa Keap1—-Nrf2 koja
onemogucuje ubikvitinaciju Nrf2. To rezultira akumulacijom novosintetiziranog Nrf2 u citoplazmi
te posljedi€no njegovom translokacijom u jezgru i pove¢anom transkripcijom citoprotektivnih
gena. Protein Keap1 duguje svoj status negativnog regulatora Nrf2 i Cinjenici da njegov
izostanak uzrokuje akumulaciju Nrf2 u jezgri stanice (Wakabayashi i sur., 2003).

Keap1 je dimerni protein, pri ¢emu se svaki monomer sastoji od BTB domene (engl. broad
complex/tramtrack/bric-a-brac), koja sudijeluje u dimerizaciji, IVR domene (intervenirajuée
domene) te Kelch domene. Izrazito simetriéna C-terminalna Kelch domena, mase 32 kDa, ima
strukturu B-propelera sa Sest B-nabranih ploc¢a (tzv. Sest Kelch ponavljaju¢ih motiva) koje tvore
4 antiparalelna B-lanca (A, B, C i D) i zadrzava taj oblik ¢ak i kada se eksprimira odvojeno od
ostatka proteina Keapl (slika 1a). Kelch domena svakog monomera proteina Keap1 veze jedan
od dva za vezanje Nrf2 karakteristiCna motiva, ETGE ili DLG, iz Neh2 domene (Kobayashi i
sur., 2002). Oba motiva vezu se unutar donjeg dijela Supljine B-propelera, poznate kao pora,
koja se nalazi na donjoj strani Kelch domene (dio Kelch domene koji nije u interakciji s IVR
domenom). lako se motivi ETGE i DLG vezu za Kelch domenu proteina Keap1 na sli¢an nacin,
ETGE motiv ima znatno vedi afinitet vezanja i drzi Nrf2 ¢vrsto vezanim za Keap1. S druge

strane, DLG motiv sluzi za optimalno postavljanje lizinskih ostataka Neh2 domene proteina
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Nrf2, sto je kljuéno za u€inkovitu ubikvitinaciju i razgradnju (Tong i sur., 2006).

Slika 1. Struktura Kelch domene proteina Keapl: a) prema Li i sur., 2004 (Kelch ponavljajuci
motivi, numerirani od | do VI, obojani su razli¢itim bojama) i b) preuzeta iz PDB-a s kodom
2FLU (B-nabrane ploce obojane su zuto, zavoji svijetloplavo, a 310-zavojnice plavo).

lako trodimenzionalna struktura cjelokupnog kompleksa Keapl—Nrf2 jo$ nije odredena,

proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank, PDB; https://www.rcsb.org/) sadrzi viSe

rijeSenih struktura pojedinih domena proteina Keap1. Npr. rentgenskom difrakcijskom analizom
odredena je struktura Kelch domene s 16 aminokiselina dugim peptidom Nrf2 proteina, koiji
ukljucuje i o€uvani ETGE motiv klju¢an za vezanje Nrf2 za Keapl (PDB kod 2FLU, slika 1b). Iz
strukture ovog kompleksa vidljivo je da aminokiseline iz svih Sest B-nabranih plo¢a Kelch
domene ostvaruju interakcije s vezanim peptidom (Lo i sur., 2006). Pri tome najspecificnije
interakcije ostvaruju glutamati iz ETGE motiva. Tocnije, bo¢ni lanac prvog glutamata iz ETGE
motiva, koji odgovara Glu79 iz Nrf2, tvori vodikove veze s boénim lancima Arg415, Arg484 i
Ser508, dok boc¢ni lanac drugog glutamata iz ETGE motiva, koji odgovara Glu82 iz Nrf2, tvori
vodikove veze s boénim lancima Ser363, Arg380 i Asn382. Osim toga, atomi iz okosnice
peptida tvore vodikove veze s bocnim lancima Tyr334, Asn382, GIn530, Ser555 i Ser602.
Peptid takoder ostvaruje van der Waalsove interakcije s bo¢nim lancima sedam aminokiselina
iz Kelch domene: Tyr334, Asn387, Arg415, Ser508, Tyr525, Tyr572 i Phe577.

Protein Keap1 naziva se i protein ¢vorista jer, zahvaljujuci svojoj strukturi, posjeduje sposobnost
selektivnog vezanja veceg broja proteina (Cino i sur., 2013). Proteomskom analizom
identificirani su vezni partneri koji kompetiraju Nrf2 za vezanje na Keapl. Od 42 potencijalna
interaktora proteina Keap1, njih 17 sadrzi ETGE ili ESGE motiv. Jedan od njih je i enzim

dipeptidil peptidaza Ill (Hast i sur., 2013).


https://www.rcsb.org/

2.2. DIPEPTIDIL PEPTIDAZA 11l

Dipeptidil peptidaza Il (DPP IIl) je monomerni protein relativne molekulske mase od priblizno
80 kDa, koji odcjepljuje dipeptide sa N-terminalnog kraja peptida duljine 3-10 aminokiselina
(Barrett i Chen, 2013). Na temelju toga pretpostavlja se da ovaj enzim ima ulogu u zavrdnim
stupnjevima katabolizma proteina u stanici, iako njegova uloga nije u potpunosti razjadnjena
(Prajapati i Chauhan, 2011). Pripada skupini metalo-egzopeptidaza iz obitelji M49 unutar
MEROPS baze podataka (www.merops.ac.uk). Prvi put je izoliran iz prednjeg reznja govede
hipofize, gdje je identificiran zahvaljujuéi sposobnosti hidrolize sintetskog supstrata arginin-
arginin-2-naftilamida (Ellis i Nuenke, 1967). Protein DPP Il evolucijski je o€uvan u razli€itim
organizmima, od bakterija do biljaka i Zivotinja, ukljudujuci i Sovjeka. Siroko je rasprostranjen u
raznim tkivima sisavaca, uklju€ujuci eritrocite, mozak, lednu mozdinu, kozu, le¢u oka, bubrege,
jetru i tanko crijevo (Prajapati i Chauhan, 2011). Takoder je utvrdeno da je komponenta ljudskog
srediSnjeg proteoma, skupine od 1124 proteina koji su prisutni u svim tipovima ljudskih stani¢nih
linija (Burkard i sur., 2011). Osim toga, ortolozi DPP Il identificirani su u niZzim eukariotima poput
sluzave plijesni Dictyostelium discoideum i kvascu Saccharomyces cerevisiae. DPP Il se
uglavnom opisuje kao citosolni protein, ali je uo&ena i u membrani mozga Stakora te u lipidnim
splavovima mozdane kore kod misjeg modela Alzheimerove bolest (Chadwick i sur., 2010; Lee
i Snyder, 1982). In vitro, DPP lIl pokazuje visoki afinitet prema opioidnim peptidima poput
enkefalina i endomorfina, §to upucéuje na njegovu potencijalnu ulogu u regulaciji boli (Barsun i
sur., 2007; Chiba i sur., 2003) . Naime, ovi opioidni peptidi, zajedno sa svojim receptorima, Cine
endogeni opioidni sustav i reguliraju niz razli€itih fizioloskih funkcija kod sisavaca, uklju€ujuci
signalnu transdukciju, endokrinu i imunoloSku funkciju, gastrointestinalnu pokretljivost,
osjetljivost na ovisnost o drogama i, najvaznije, regulaciju boli (nocicepciju) (Bodnar, 2014;
Fichna i sur., 2007). Osim uloge u zavrsnim fazama katabolizma proteina u stanici i regulaciji
boli, istrazivanja ukazuju i na njegovu ulogu u regulaciji krvnog tlaka (Jha i sur., 2020; Cruz-
Diaz i sur., 2016). Stoga bi ovaj enzim potencijalno mogao utjecati na veliki broj fizioloskih
procesa.

Protein DPP Ill graden je od uglavnom helikalne gornje domene i donje domene koja u
srediSnjem dijelu sadrzi dvije paralelne 3-nabrane ploce, sastavljene od pet B-vrpci, okruzene
a-zavojnicama. Domene su odvojene Sirokim procjepom, a vezno mjesto s katalitiCkim ionom
Zn?* nalazi se u gornjoj domeni uz procjep (slika 2a). Atom cinka koordiniran je evolucijski
oBuvanim heksapeptidnim motivima H*°EXXGH**® i EE®°®XR(K)AE(D) odgovornima i za
kataliticku aktivnost enzima. Dva histidina, His450 i His455, iz prvog te Glu508 iz drugog
oCuvanog motiva, uz molekulu vode tetraedarski koordiniraju katalitiCki ion cinka (Tomi¢ i
Tomié, 2022). Rentgenskom difrakcijskom analizom do sada je odredeno nekoliko

trodimenzionalnih struktura ljudske DPP llI, kako bez vezanog liganda tako i u kompleksu s
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prirodnim peptidima te je potvrdeno da enzim moze postojati u dvije konformacije: otvorenoj i
zatvorenoj (slika 2). Rac¢unalna istrazivanja pokazala su da se reakcija hidrolize peptidne veze
odvija u aktivnom mjestu zatvorene forme DPP llI, koja je, s druge strane, previSe kompaktna
da bi omogucila ulazak liganada u vezno mjesto enzima (Tomi¢ i sur., 2012). MD simulacijama
potvrdeno je da se u otopini ljudska DPP Il uglavhom nalazi u tzv. ,poluzatvorenoj* konformaciji
(Tomié, 2015). Najduzi nestrukturirani dio strukture DPP Il je petlia od Cetrdesetak
aminokiselina iz gornje domene DPP Il koja sadrzi E*°TGE*® motiv, tzv. ETGE-petlja (slika
2). lako je ETGE motiv €vrsto vezan za gornju domenu DPP Il jakim vodikovim vezama s
obliznjim argininima (Arg623 i Arg624 te riede Arg620), kako u kristalnim strukturama tako i
tijekom opseznih MD simulacija, ETGE-petlja predstavlja najfleksibilniji dio strukture DPP I
(Tomi¢, 2015).

a) b)

Slika 2. Struktura: a) otvorene (PDB kod 3FVY) i zatvorene (PDB kod 5EGY) DPP Il bez
vezanog liganda. ETGE-petlja (GIn463-Tyr489) obojana je narantastom bojom. Atom cinka
prikazan je ljubi¢astom kuglicom, dok su aminokiselinski ostaci iz ETGE motiva oznaceni
zelenim Stapi¢ima.

Hast i sur. (2013) otkrili su da je DPP Il jedan od proteina iz Keap1l interaktoma koji kompetira
s Nrf2 za vezanje na Kelch domenu proteina Keapl. Svojim ETGE motivom, DPP lll se veze
za Kelch domenu jednog monomera proteina Keapl, ¢ime sprjeCava vezanje Nrf2 za oba
monomera proteina Keapl, $to bi rezultiralo njegovom ubikvitinacijom. Studije su pokazale da
je vezanje DPP Il za Kelch domenu dvostupanjski proces koji uklju€uje endergono odvajanje
ETGE motiva od gornje domene DPP lll, a zatim njegovo egzergono vezanje za Kelch domenu
(Mati¢ i sur., 2021). Ova izravna uklju¢enost DPP IIl u odgovor stanice na oksidativni stres
sugerira da je DPP Il multifunkcionalni protein, koji osim svoje katalitiCke peptidazne aktivnosti
posjeduje joS i tzv. moonlighting aktivhost u signalnom putu Keapl-Nrf2 Sto potkrepljuju i



rezultati nekoliko studija koji su ukazali na mogucu ulogu DPP Il u razvoju raka (Ren i sur.,
2021; Menale i sur., 2019; Sobocanec i sur., 2016; Hast i sur., 2013; Prajapati i Chauhan, 2011).
Opcenito, primije¢eno je da je tumorigeneza povezana s vecom ekspresijom gena DPP I, tj.
prekomjernom proizvodnjom proteina DPP IIl. Studije na raku dojke, debelog crijeva i pluéa
pruzaju najcvr§ce dokaze o korelaciji ekspresije DPP3 i tumorigeneze (Choy i sur., 2021; Lu i
sur., 2017). Prema tim studijama molekularni mehanizam uklju€enosti DPP Il u razvoj raka
dojke temelji se na njenoj prekomjernoj proizvodnji koja izravno dovodi do povecanog
antioksidativnog odgovora putem kompetitivhog vezanja DPP Ill za Keap1, ometajuéi vezanje
Nrf2 u kompleks s proteinom Keap1 Sto podrzava rast stanica raka putem povecane zastite od
reaktivnih kisikovih vrsta (Arfin i sur., 2021). S obzirom na dokazanu ulogu Nrf2 u razvoju raka
i nepozeljnost njegove poveéane aktivnosti tijekom lijeCenja, opsezna istrazivanja usmjerena
sSu na razvoj njegovih inhibitora. Smatra se da bi kontrola aktivnosti Nrf2, samostalno ili u
kombinaciji s drugim lijekovima, mogla biti u€inkovita strategija za poboljSanje osjetljivosti

malignih stanica na terapije protiv raka.

2.3. RACUNALNA KEMIJA

Racunalna kemija, poznata i kao molekulsko modeliranje, grana je kemije koja se temelji na
teorijskoj kemiji i fizici te omogucuje izraunavanije i predvidanje svojstava molekula, od njihove
strukture i elektronskih svojstava do konformacijskih promjena i mehanizama kemijskih
reakcija. Eksperimentalne metode omoguéuju praéenje biokemijskih procesa na
makroskopskoj (molarnoj) razini, no za razumijevanje mehanizama koji upraviljaju tim
procesima na molekularnoj i submolekularnoj razini potrebno je primijeniti molekulsko
modeliranje. U tom pristupu simulira se sustav, primjerice odredeni protein sa svojom okolinom
(najceSce u otapalu s vodom i ionima), koristenjem metoda raCunalne kemije.

Metode molekulskog modeliranja klasificiraju se prema stupnju teorijske slozenosti na kvantno-
mehanicke, semiempirijske i metode polja sila. Osim toga mogu se kombinirati metode razli€itih
stupnjeva slozenosti, npr. kvantno-mehani¢ke i molekulsko-mehanicke metode. Kvantno-
mehanicke (QM) metode koriste visoku razinu teorije kako bi odredile elektronska svojstva
molekula, no primjenjive su uglavnhom na male molekule. S druge strane, empirijske metode
(kao Sto su molekulska mehanika — MM i molekulska dinamika — MD) i semiempirijske metode,
koje su manje toCne i ukljuCuju eksperimentalne parametre, prikladne su za opis velikih
molekula i (bio)makromolekula. Za razliku od QM metoda, koje prate elektronska svojstva
molekula, MM i MD metode uglavnom ne vode ra¢una o subatomskim svojstvima sustava, ve¢
se oslanjaju na odgovarajuca polja sila koja objedinuju parametre za opis elementarnih Cestica

i njihovih medudjelovanja te izraz za potencijalnu energiju sustava. NajraSirenija su atomska



polja sila u kojim se atomi modeliraju kao kuglice odredene mase i svojstava, a potencijalna
energija sustava opisuje se isklju€ivo kao funkcija polozaja atomskih jezgara. Molekule se
opisuju sustavima kuglica povezanim oprugama, €ija se svojstva analiziraju primjenom zakona
klasi€éne mehanike. Molekulska mehanika koristi se isklju€ivo za proracun potencijalne energije
biomakromolekula i identifikaciju najblizih lokalnih minimuma, dok molekulska dinamika prati
ponasanje molekule pri odredenoj temperaturi i tlaku te mogucéuje proucavanje dinamike

sustava.

2.3.1. Metode polja sila

Matematicke funkcije i parametri koji definiraju ukupnu potencijalnu energiju sustava nazivaju
se poljem sila. Oblik funkcija i pripadajuci parametri u odredenom polju sila mogu se odrediti
eksperimentalnim metodama ili izvesti iz QM izraCuna za manje molekule. Polje sila sastoji se
od tzv. veznih i neveznih ¢lanova. Vezni ¢lanovi opisuju interakcije izmedu kovalentno vezanih
atoma, dok nevezni €lanovi opisuju elektrostatske i van der Waalsove interakcije medu
atomima. Opci oblik polja sila koji se najéeSée koristi u opisu sustava bioloSkih makromolekula

dan je izrazom:

2 2 1
U(T‘) = Zieveze kd,i (di - di,O) + ZiEkutevi kG,i(ei - Hi,o) + ZiEtorzije ZnEVin[l +

12 6
q:4; 9ij %
cos(nw; —y)] + XL, XN —+ XL Zy=i+14gij [( J) h (_J) l

Jj=i+1 4-7T€0Tij rij rij

[1]

Izraz za potencijalnu energiju sustava [1] od N atoma ukljucuje sume po parovima atoma. Prva
tri ¢lana opisuju vezne doprinose potencijalnoj energiji sustava, koji predstavljaju odstupanja
unutarnjih koordinata (duljina kovalentnih veza, valentnih kuteva i torzijskih kuteva) od njihovih
ravnoteznih vrijednosti. Preostala dva ¢lana, poznata kao nevezni doprinosi, opisuju van der
Waalsove i elektrostatske interakcije izmedu atoma koji nisu povezani kovalentnim vezama.
Prva dva vezna doprinosa modeliraju se funkcijom harmonijskog oscilatora, dok se torzijski
doprinosi (prave i tzv. neprave torzije koje opisuju izvan-ravninske deformacije) opisuju
periodickom funkcijom. Konstante sile veza kgq; obi¢no su vrlo visoke, $to znadi da je potrebno
mnogo energije za znacajno produljenje ili skracivanje kemijske veze. Referentna duljina veze
(ravnotezna udaljenost) oznacena je kao dio, dok d predstavlja trenutnu duljinu veze. Konstante
sila za valentne kutove kig su manje, pa je potrebna manja koli¢ina energije za odstupanje
valentnih kutova 6 od referentnih (ravnoteznih) vrijednosti 6;0. Konstante sile V;* (gdje je n

periodi€nost) koje se odnose na promjenu potencijalne energije zbog promjena torzijskog kuta



wi, obi¢no su vrlo niske, osobito kada se radi o rotaciji oko jednostrukih veza. y; je fazni kut koji
pomice funkciju duz osi trozijskog kuta wi. Torzijski kut definiran je poloZzajem Cetiri uzastopna
atoma povezana s tri kovalentne veze. Neprave torzije se uvode kako bi se o€uvala planarnost
skupina s takvom geometrijom, a ponekad i kiralnost odredenih skupina. Van der Waalsove
interakcije izraZzavaju se preko Lennard-Jonesovog potencijala. Lennard-Jonesov potencijal je
funkcija udaljenosti rij izmedu dva atoma, pri ¢emu oj predstavlja udaljenosti na kojoj funkcija
sije¢e os x (vrijednost funkcije je nula) i povezan je s ravnoteznom udaljeno$éu % relacijom gj
= 1%/(2)"®, a parametar ¢; definira apsolutnu vrijednost potencijalne energije pri ravnoteznoj
udaljenosti, |[Eww| za rj = r%. Elektrostatski ¢lan potencijalne energije dan je kao suma svih
kulonskih interakcija izmedu parcijalnih atomskih naboja q; i g; pri €emu je r; udaljenost izmedu
srediSta atoma, a & dielektricna konstanta. Parametri u funkciji potencijalne energije izvedeni
su iz eksperimentalno dostupnih podataka ili iz QM racuna.

NajceSc¢e koristena metoda za optimizaciju geometrije molekule je metoda najstrmijeg spusta
(engl. steepest descent) koja se temelji na iterativnom smanjivanju energije sustava
pomicanjem atoma u smjeru negativnog gradijenta funkcije potencijalne energije. Metoda
konjugiranih gradijenata (engl. conjugated gradient) takoder se koristi za optimizaciju, a bazira
se na kombinaciji trenutnog gradijenta i prethodnih smjerova, €ime se postize brza

konvergencija prema minimumu potencijalne energije (Christopher J., 2004).

2.3.2. Simulacije molekulske dinamike

lako odredivanje energijski najpovoljnih geometrija makromolekule doprinosi razumijevanju
strukture bioloSkog sustava, u stvarnim uvjetima u laboratoriju najée$¢e radimo sa ravnoteznom
smjesom molekula razli€itih struktura. I1zmjerene vrijednosti u takvim sustavima predstavljaju
statisticki prosjek na odredenoj temperaturi i tlaku, koji ukljuuje kombinaciju vise
stereoizomera, tautomera i konformacijskih izomera. Te strukture mogu znac¢ajno odstupati od
idealiziranog modela koji odgovara minimum funkcije potencijelne energije. Kako bi se postigla
bolja uskladenost teorijskih i eksperimentalnih rezultata potrebno je razmatrati Siri skup
struktura koje odgovaraju istoj kemijskoj formuli.

Za to je kljuéno Sto preciznije istraziti plohu potencijalne energije kako bi se generirao
reprezentativni ansambl struktura pri odredenoj temperaturi i tlaku. Pretpostavlja se da
raCunalno izraCunat prosjek stanja sustava odgovara statistiCkom prosjeku ansambla (tzv.
ergotska hipoteza), S§to omogucuje izraCunavanje makroskopskih svojstava uskladenih s
eksperimentalnim rezultatima. Generiranje ovakvih ravnoteznih ansambala obi¢no se provodi
metodama Monte Carlo (MC) simulacija ili simulacijama molekulske dinamike (MD).

MD simulacije u mnogim su aspektima sli€ne stvarnim eksperimentima. Kada provodimo stvarni



eksperiment, postupak zapo€&injemo pripremom uzorka koji Zelimo prou€avati. Uzorak se zatim
povezuje s mjernim instrumentom (npr. termometrom, manometrom ili viskozimetrom), a
svojstvo koje nas zanima mijeri se tijekom odredenog vremenskog intervala. Ako su mjerenja
podloZna statistiCkom Sumu (Sto je Cest sluéaj), dulje uprosjecivanje rezultata poveéava toCnost
mjerenja. Isti pristup primjenjuje se i u MD simulacijama. Naime, u MD simulacijama prvo
pripremimo uzorak koji odgovara trodimenzionalnom modelu sustava sastavljenom od N
Cestica, a zatim rieSavamo Newtonove jednadzbe gibanja za taj sustav. Taj proces traje dok
sustav ne postigne ravnotezu, odnosno dok se svojstva sustava ne prestanu znacajno mijenjati
s vremenom. Nakon postizanja ravnoteze, prelazi se na samo mjerenje. Da bismo odredili neku
promatranu veliinu iz MD simulacija, potrebno je izraziti tu veliCinu kao funkciju polozZaja i
impulsa Cestica u sustavu. PogreSke u racunalnim eksperimentima esto su sli€éne onima u
stvarnim eksperimentima, poput nepravilno pripremljenog uzorka, prekratkog trajanja mjerenja,
nepovratnih promjena u sustavu tijekom eksperimentaili pogrednog mjerenja onoga $to mislimo

da mjerimo.

Stoga, za pokretanje MD simulacija potrebno je odabrati poCetne polozaje i brzine atoma u
sustavu. Pocetni polozaji atoma definiraju se odabirom trodimenzionalne strukture molekule
(npr. odredenom kristalografskim metodama), dok se pocCetne brzine osnovnim Cesticama u
sustavu (atomima, ako se radi o atomskom polju sila) pridruzuju nasumiéno postujuéi Maxwell-
Boltzmannovu raspodjelu za odredenu temperaturu (Haile, 1992). Tada je vjerojatnost da ¢ée

atom mase m; imati brzinu v; pri temperaturi T dana izrazom:

P(v) = (2]

gdje je ks Boltzmannova konstanta.
MD simulacije za sustav od N atoma definiran poljem sila i brzinama v; svode se na numeri¢ku

integraciju Newtonovih jednadzbi gibanja:

2.,
m;a; =m 07 = Fi = —VUL [3]

= T ge2

gdje je ri vektor polozZaja i-tog atoma, m; masa i-tog atoma, a vrijednost sile Fi odgovara
negativnoj derivaciji funkcije potencijalne energije (jednadzba [1]) koju atom polozZaja ri ima u
sustavu N Cestica sa specificnom geometrijom. RjeSenje te jednadZbe predstavlja vremensku

evoluciju koordinata i brzina Cestica, a naziva se trajektorija.



Sila koja djeluje na pojedini atom mijenja se kako se mijenja njegov polozaj. Zato se u vrlo
kratkim vremenskim razmacima (At) za svaki atom sustava iznova racuna sila F; koja u tom
trenutku djeluje na taj atom i brzina kojim se on giba. U MD simulacijama obi¢no se koristi
vremenski korak od 1 fs jer je za red veli€¢ine maniji od trajanja najbrze vibracije u sustavu, a to
je istezanje C-H veze. Ako je potrebno, vremenski interval se moze povecati uvodenjem
restrikcija na vibracije C-H veza pomoc¢u tzv. SHAKE algoritma (Miyamoto i Kollman, 1992).

Kako bi simulirani sustav &to bolje odrazavao fizioloske uvjete, simulacije se obi¢no provode u
otapalu, pri &emu je najeSée koriSteno otapalo voda, osobito u slu€aju bioloskih
makromolekula. U MD simulacijama otapalo moze biti opisano na nekoliko nac€ina. MozZe se
koristiti implicitni model otapala, poznat kao model kontinuuma, eksplicitni model ili kombinacija
oba pristupa. Npr. prema OPC (engl. optimal point charge) eksplicithom modelu vode, molekula
vode opisana je s tri atoma (dva vodika i jedan kisik), pri ¢emu se za opisivanje interakcija
izmedu tih atoma i ostatka sustava koriste Cetiri toCkasta naboja (slika 3 i tablica 1). Duljine

veza izmedu atoma i kutevi izmedu njih su fiksni (Izadi i sur., 2014).

4q g=1036 q=0.6791e
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Slika 3. OPC model molekule vode koristen u simulacijama s eksplicitnim otapalom (prema
Izadi i sur., 2014).

Tablica 1. Parametri za OPC model molekule vode (prema lzadi i sur., 2014)
Model o* A £*/kJ mol IIA er° gle zi/A

OPC 3.16655 0.89036 0.8724 103.6 0.6791 0.1594

Prije pocetka MD simulacija, molekula koja se proucava smjesta se u kutiju koja je ispunjena
molekulama vode, $to simulira otapanje molekule u vodi. Budu¢i da su dimenzije te kutije
konacne, te kako bi se izbjegli nezeljeni rubni efekti na granici kutije, tijekom simulacija najéesc¢e
se primjenjuju periodi¢ni rubni uvjeti (engl. periodic boundary condition, PBC) (Bekker, 1996).
KoriStenjem periodi¢nih rubnih uvjeta, osnovna simulacijska kutija ponavlja se u svim
smjerovima u prostoru uvodenjem mnostva istovjetnih virtualnih kutija (slika 4). Polozaji atoma
simulirane molekule preslikavaju su u okolne kutije. Ako tijekom simulacije atom izade iz
osnovne kutije, njegova periodi¢ka preslika s istim dinamickim svojstvima ¢e je zamijeniti u tocki
koja se nalazi zrcalno simetricno s obzirom na mjesto izlaska (slika 4). Po potrebi, sustav se

jo§ moze i neutralizirati dodavanjem protuiona (obi¢no iona Na* ili CI").
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz sustava s periodi¢nim rubnim uvjetima. Osnovna simulacijska
kutija ima ostro prikazane kuglice i stijenke. Kada Cestica izade iz srediSnje kutije, zamijeniti
(naznaceno strelicom) e ju njezina periodicka (tzv. ,imaginarna“ Cestica) slika iz susjedne

kutije. Tako broj Cestica u pocetnoj kutiji ostaje oCuvan (preuzeto s
https://isaacs.sourceforge.io/phys/pbc.html#fpbc).

Vecina eksperimenata provodi se pri konstantnom tlaku i/ili temperaturi. Koristenjem termostata
i/ili barostata tijekom MD simulacije omogucuje se oponaSanje realnih uvjeta odrzavanjem
konstantne temperature (tzv. NVT ili kanonski ansambl) i/ili konstantnog tlaka i temperature
(tzv. NpT ili izobarno-izotermni ansambl). Jedan od najéeSc¢e koriStenih barostata je tzv.
Berendsenov barostat, koji funkcionira na principu skaliranja koordinata Cestica i vektora koji
definiraju veli¢inu kutije na svakom koraku (Berendsen i sur., 1984). Skaliranje se postize

sprezanjem s vanjskom tlaénom kupelji prema sljedecoj jednadzbi:

dP _ Py—P
dt - Tp

[4]

gdje je tp vremenska konstanta relaksacije barostata, a P i Py su trenutacni i referentni tlak.

Modificirana jednadzba gibanja tada glasi:

daq _ Br(Po—P)
dt =V + 3Tp q’ [5]

gdje su q i v vektori polozaja i brzina svih Cestica, a Br izotermna kompresibilnost.
Langevinov termostat Cesto se koristi za regulaciju temperature sustava tijekom MD simulacija

primjenom Langevinove jednadzbe gibanja:
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m:_au_@_rpi+wi [6]

Prema toj jednadzbi, na brzine svih Cestica osim sile koja proizlazi iz polja sila djeluju jo$ dvije
dodatne sile: sila trenja, I'p; (gdje je I' masom skaliraju¢i koeficijent trenja), koja je
proporcionalna brzini Eestica momenta pi, i nasumicna sila koje je rezultat slu¢ajnih sudara, Wi,
i realizira se dodavanjem kinetiCke energije Cesticama. Kombinacija trenja (koja smanjuje
temperaturu buduci da je T’ pozitivan broj) i nasumi¢nih sudara odrzava temperaturu sustava
na Zeljenoj vrijednosti To (Loncharich i sur., 1992).

Koristenje periodi¢nih rubnih uvjeta tijgkom MD simulacije omoguéuje primjenu Ewaldove
tehnike sumiranja, odnosno njezine modifikacije, tzv. PME (engl. particel-mash Ewald, PME)
metode, za izraun elektrostatskih interakcija u sustavu(Essmann i sur., 1995; Darden i sur.,
1993). Naime, dok izraCun veznih ¢lanova u polju sila ima vrlo povoljno skaliranje, 3N-6, gdje
je N broj atoma, nevezne intrakcije raCunaju se za sve parove atoma, zbog €ega skaliraju kao
N2, §to je radunalno vrlo zahtjevno. Radunalno vrijeme mozZe se ustedjeti primjenom treceg
Newtonova zakona, prema kojem je Fj = —F;, ¢ime se racun neveznih interakcija smanjuje za
faktor dva raCunanjem samo ¢lanova gdje je i<j. Takoder, raun se moze pojednostaviti
primjenom tzv. ,isklju€ivaca® (engl. cutt-off) ili funkcija trnjenja (engl. switching function).
Primjenom cut-off funkcija definira se tzv. cut-off vrijednost (obiéno oko 10 A) koja odgovara
maksimalnoj udaljenosti izmedu dva atoma unutar koje se interakcije racunaju. Jo$ bolji
rezultati postizu se upotrebom switching funkcija, koje skaliraju iznos energije neveznih
interakcija ovisno o udaljenosti, tako da na odredenoj cut-off udaljenosti energija postaje
jednaka nuli. Energije elektrostatskih interakcija opadaju mnogo sporije s povecanjem
udaljenosti (r* za toc¢kaste naboje) u usporedbi s van der Waalsovim interakcijama (priviacna
komponenta opada s r% a odbojna s r*?). Zbog toga su elektrostatske interakcije znatno
slozenije za raCunanje. Stoga se za adekvatan opis elektrostatskih interakcija u sustavu koriste
ili znatno vece cut-off vrijednosti, ili PME metoda, koja u beskonaéno periodiénim sustavima
primjenjuje tehniku sumiranja u reciproénom prostoru za procjenu interakcija dalekog dosega.

PME metoda smanijuje racunalnu zahtjevnost na N x logN interakcija.

2.3.3. MM-PBSA i MM-GBSA racun slobodne energije

MM-PBSA (engl. Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) metoda koristi se za
odredivanje slobodne energija vezanja liganda za protein ili proteina za drugi protein (Wang i
sur., 2019). Metoda se temelji na naknadnoj obradi trajektorija dobivenih MD simulacijama. Vec¢
iz samog naziva metode na engleskom jeziku moze se razumjeti nacin izraCuna pojedinih

komponenti slobodne energije. Slobodna Gibbsova energija vezanja molekule A (npr. ligand ili
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protein) za molekulu B (npr. protein), rauna se kao suma Gibbsove energije vezanja u

vakuumu i razlike slobodnih energija solvatacije:

o — (o o o
ArG vezanja,sol — G kompleks — GmolekulaA - Gmolekula B [7]

[} — o [e] o [e]
ArG vezanja,sol — ArG vezanja,vakuum + (AsolG kompleks ~— AsolG molekula A — AsolG molekula B [8]

Entalpijski doprinos Gibbsovoj energiji, pri konstantnom tlaku i volumenu, jednak je
potencijalnoj energiji sustava (AH=AU) te se raCuna na temelju jednadzbe polja sila kao suma
svih veznih i neveznih interakcija. Slobodna energija kompleksiranja u vakumu se racuna iz
usrednjenih razlika potencijalnih energija sustava nakon i prije kompleksiranja, pri ¢emu se
usrednjavanje provodi na ansamblu konformera uzorkovanih tijekom nekog vremena MD
simulacija. Slobodna energija solvatacije svakog pojedinog ¢lana kompleksa sadrzi polarni i
nepolarni doprinos energiji solvatacije. Nepolarni doprinos energiji solvatacije najcesée se
racuna iz promjene povrsine dostupne otapalu (engl. solvent accessible surface area, SASA).
Polarni (elektrostatski) doprinos slobodnoj energiji solvatacije odreduje se numeri¢kim
rieSavanjem linearne Poisson-Boltzmanove jednadzbe, $to se naziva MM-PBSA metodom, ili
poopcene Bornove jednadzbe (engl. Generalized Born), $to se naziva MM-GBSA metodom.
Entalpijski doprinos slobodnoj energiji solvatacije raCuna se u kontinuiranom (implicitnom)
otapalu.

Entropijski doprinos Gibbsovoj energiji vezanja racunalno je najzahtjevniji. Pretpostavka je da
se ovaj doprinos moze zanemariti kada nas zanimaju relativne energije vezanja viSe sli¢nih
liganda ili proteina za isti receptor.

Dekompozicijom slobodne energije vezanje po pojedinim aminokiselinama, izraCunate MM-
GBSA metodom, mogu se izraCunati doprinosi svake aminokiseline u kompleksu energiji

vezanja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. PRIPREMA SUSTAVA

Izgradnja kompleksa izmedu DPP |l i Kelch domene temeljila se na strukturi DPP 1l koju su
Clanovi Laboratorija za biokemiju proteina i molekulsko modeliranja s Instituta Ruder BoSkovi¢
prethodno pripremili koristeéi usmjerene (engl. steered) MD simulacije. PolaziSna to¢ka za te
simulacije bila je struktura enzima bez vezanog liganda, pohranjena u PDB-u pod kodom 5EGY.
U strukturi dobivenoj usmjerenim MD simulacijama, ETGE motiv je odmaknut od ostatka
proteina te s njim ne ostvaruje vodikove veze, $to je preduvjet za specificno vezanje ovog
enzima s proteinom Keapl. Kako bi se istrazila moguénost smanjenja antioksidativhog
odgovora u stanicama raka dojke, gdje je poviSena ekspresija DPP Il povezana s pojatanom
aktivacijom Nrf2, u strukturu DPP lll uvedena je mutacija Gly585 u glutamat. Ova mutacija
odabrana je na temelju podataka iz baze cBioPortal za genomiku raka
(https://www.cbioportal.org/), gdje je identificirana kao jedna od ucestalijih mutacija u stanicama
raka dojke. Dodatno, Gly585 se u strukturi DPP Ill nalazi na gornjoj strani gornje domene, u
blizini ETGE-petlje, Sto sugerira da bi mogao utjecati na interakciju izmedu DPP Il i Kelch
domene (slika 5). Struktura Kelch domene proteina Keap1 koriStena za izgradnju kompleksa
takoder je preuzete iz PDB-a, gdje je pohranjena pod kodom 2FLU. Rije€ je o kompleksu Kelch
domene s vezanim 16 aminokiselina dugackim peptidom iz Nrf2, koji sadrzi oCuvani ETGE
motiv. Kompleks DPP llI-Kelch izgraden je sravnjivanjem ETGE motiva iz havedenog peptida
s onim iz DPP 1l u programu VMD (https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). S obzirom na to
da su strukture preuzete iz PDB-a odredene rentgenskom difrakcijom, one ne sadrze
informacije o polozaju vodikovih atoma. Stoga je prije dodavanja vodikovih atoma bilo potrebno
pazljivo definirati protonacijska stanja svih aminokiselina, a u slu¢aju neutralnog histidina i
odgovarajuéi tautomer pri pH 7. Tijekom MD simulacije provedenih u okviru ovog diplomskog
rada, svi glutamati i aspartati su bili negativno nabijeni, dok su svi arginini i lizini bili pozitivho
nabijeni, kao Sto se i oCekuje pri fizioloSkim uvjetima. Protonacijska stanja i tautomeri
(imidazolni proton na Ng ili N& atomu) histidina pri pH 7 odredeni su pomoc¢u programa H++

(http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/) te na temelju dosadasnjih rezultata molekulskog

modeliranja. Svi histidini bili su u neutralnom obliku, osim H568 koji je bio pozitivnho nabijen
(Tomic¢ i sur., 2016). Osim H436, H432, H450 i H455 koji su imali imidazolni proton na N® atomu

u strukturi DPP ll, svi ostali histidini imali su imidazolni proton na Ne atomu.
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Slika 5. Pocetna struktura kompleksa DPP Ill-Kelch koristena za MD simulacije. DPP Il je
obojan sivom bojom (pri ¢emu je ETGE-petlja, GIn463-Tyr489, obojana narancasto), a Kelch
domena crnom bojom. Aminokiseline iz ETGE motiva prikazane su zelenim Stapi¢ima, a
mutirana aminokiselina (G585) crvenim kuglicama. Cink je prikazan ruzi¢astom kuglicom.

Kompleks DPP llI-Kelch smjesten je u kutiju oblika krnjeg oktaedra pri ¢emu je rub kutije od
bilo kojeg atoma proteina bio udaljen najmanja 11 A. Kutija je potom ispunjena OPC
molekulama vode, a kompleks neutraliziran dodavanjem natrijevih iona blizinu negativno
nabijenih iona na povrsini proteina. Proteini su opisani ffL9SB poljem sila, dok su za cinkov ion
unutar aktivnog mijesta enzima koristeni ve¢ unaprijed razvijeni hibridni vezno/nevezni
parametri (Tomi¢ i sur., 2019). Parametrizacija, otapanje i neutralizacija sustava provedena je
pomocu programa tleap koji se nalazi unutar programskog paketa AMBER 22(Case i sur., 2023;
Case i sur., 2022; Salomon- Ferrer i sur., 2013; Case i sur., 2005). Dobiveni sustav, simuliran
je koristenjem periodi¢nih rubnih uvjeta. Elektrostatske interakcije racunate su koriStenjem PME

metode.

3.2. MD SIMULACIJE

Neposredno prije MD simulacija provedena je minimizacija energije sustava pomoc¢u programa
sander koji se nalazi unutar programskog paketa AMBER 22. Sustav je minimiziran u tri ciklusa
uz razliCita ograni¢enja. Prvi ciklus minimizacije (2500 koraka) proveden je tako da su polozaji
atoma kompleksa i cinka ograniceni koriStenjem harmonijskog potencijala s konstantom sile
133,89 J mol™ A2, dok je dopusteno pomicanje molekulama vode. U drugom ciklusu (2500
koraka), osim molekulama vode, dopusteno je pomicanje i atomima bocnih ogranaka

aminokiselina, dok su polozaji atoma okosnice kompleksa i cinkovog iona ograniCeni
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koritenjem harmonijskog potencija s konstantom sile 50,21 J mol™ A 2. U treéem ciklusu (5000
koraka) nije bilo nikakvih ogranicenja. Tijekom sva tri ciklusa minimizacije za prvih 470 koraka
koristila se metoda najstrmijeg spusta (eng. steepest descent), a za preostale korake metoda
konjugiranog gradijenta (engl. conjugate gradient). Nakon toga, sustav je zagrijan od 0 do 300
K tijekom 250 ps koristenjem NVT ansambla, uz vremenski korak od 1 fs. Temperatura je
regulirana upotrebom Langevinovog termostata, s frekvencijom sudara 1 ps™ (Loncharich i
sur., 1992). Tijekom sljedec¢ih 250 ps simulacije, uz vremenski korak od 2 fs, podeSena je
gustoca vode pri konstantnoj temperaturi i tlaku (1 atm i 300 K) koriStenjem NpT ansambla.
Konstantni tlak osiguran je Berendsovim barostatom (Berendsen i sur., 1984). Upotreba
SHAKE algoritma omogucila je ograniCavanje vibracija veza koje sadrze vodikove atome
(Miyamoto i Kollman, 1992). Slijede¢ih ~3500 ns produkcijske faze kompleksa DPP llI-Kelch

provedene su koristenjem NpT ansambla uz vremenski korak od 2 fs.

3.3. ANALIZA REZULTATA MD SIMULACIJA

Analiza trajektorija prikupljenin MD simulacijama obuhvaca izraCun promjene geometrijskih
parametara, sekundarne strukture proteina, vodikovih veza te nativnih i nenativnih kontakata
tijekom simulacija. Takoder, ukljuCuje izracun relativnih afiniteta vezanja protein-protein
kompleksa i dekompozicijsku analizu slobodne energije vezanje po pojedinim aminokiselinama
kompleksa. Analize su provedene koristenjem programa cpptraj i MMPBSA.py dostupnih

unutar programskog paketa AMBER 22.

3.3.1. Korijen srednjeg kvadrata odstupanja

Korijen srednjeg kvadrata odstupanja (engl. root mean square deviation, RMSD) je pokazatelj

stabilnosti strukture proteina tijekom MD simulacije, a rauna se prema jednadzbi:

N 32
RMSD = M [9]
N

gdje je N broj atoma, ra; oznacava polozaj i-tog atoma u strukturi A, a rg; oznacava polozaj i-
tog atoma u strukturi B. RMSD vrijednost pokazuje koliko strukture dobivene tijekom MD
simulacija odstupaju od referentne strukture. Referentna struktura je naj¢eSée prva pocCetna

struktura produkcijske faze.

3.3.2. Korijen srednjeg kvadrata fluktuacija
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Korijen srednjeg kvadrata fluktuacija (engl. root mean square fluctuation, RMSF) je mjera

devijacije poloZaja izmedu i-te Cestice i referentnog poloZaja X; u vremenu (T), a raCuna se

T (eiltj)-%
RMSF = f% [10]

RMSF opisuje oscilacije jednog ili grupe atoma od srednjeg polozaja. Sto je neki dio proteina

prema jednadzbi:

fleksibilniji njihovi RMSF su veci. Obi¢no se raCuna samo RMSF Ca atoma okosnice kako bi se
odredile fleksibilnije (pokretnije) regije proteina.

Razlika izmedu RMSD i RMSF racuna je ta $to se kod RMSD raduna prosjek preko svih Cestica,
dajuci vrijednosti kao funkcije vremena, dok se kod RMSF raduna vremenski prosjek za i-tu

Gesticu.

3.3.3. Radijus giracije

Korijen iz srednjeg kvadrata udaljenosti atoma od centra mase, radijus giracije (Ry), najcesée
je koriStena mjera promjene globularnosti proteina tiiekom MD simulacija, a raCuna se prema

jednadzbi:

/2 Ri—Rcm)?
Rg — ( NCM) [11]

gdje Rioznacava polozaj i-tog atoma, Rcm 0znacava polozaj centra mase N atoma za koje se

Rg racuna.

3.3.4. Promjena udaljenosti izmedu atoma

Priblizavanje ili udaljavanje ETGE-petlie od gornje domene DPP Il praceno je mjerenjem
promjene udaljenosti izmedu centra mase Ca atoma ETGE motiva i centra mase Ca atoma
segmenta a-zavojnice (Leu622-Ser630) smjeStenog na vrhu gornje domene DPP lll. Promjena
medusobnog polozaja Kelch domene i DPP Il tijekom MD simulacija opisana je analizom
udaljenosti izmedu specifi¢nih parova Ca atoma aminokiselina: a) Ala635 iz DPP Il i Pro384 iz
Kelch domene te b) Gly467 iz DPP Il i Pro384 iz Kelch domene.

3.3.5. Racun sekundarne strukture proteina
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Stabilnost sekundarnih struktura koje formiraju pojedini aminokiselinski ostaci unutar DPP Il i
domene Kelch tijekom MD simulacija ispitana je primjenom DSSP metode unutar programa
cpptraj. DSSP metoda (engl. define secondary structure of proteins) koristi se za odredivanje
sekundarne strukture proteina na temelju pozicija atoma amidne i karbonilne skupine u okosnici
polipeptida (Kabsch i Sander, 1983).

3.3.6. Racun vodikovih veza

Ukupan broj vodikovih veza izmedu DPP Il i domene Kelch tijekom Citave trajektorije dobivene
MD simulacijama izraCunat je programom cpptraj. Vodikova veza smatra se prisutnom ako je
udaljenost izmedu heteroatoma koji formiraju vodikovu vezu (donora i akceptora vodikove veze)

manja ili jednaka 3,5 A te ako je kut izmedu njih vedi ili jednak od 120°.

3.3.7. Analiza nativnih i nenativnih kontakata

Buduéi da na stabilnost protein-protein kompleksa, osim vodikovih veza, utje€e i Citav niz
neveznih interakcija, uvid u njihov ukupan broj tijekom MD simulacija postignut je analizom
nativnih i nenativnih kontakata. Nativni kontakt tijekom MD simulacije predstavlja par atoma koji
su u strukturi kompleksa DPP Ill-Kelch, dobivenoj nha samom podetku produkcijske faze, na
medusobnoj udaljenosti manjoj od 4 A. S druge strane, nenativni kontakti su svi parovi atoma
iz tog kompleksa koji zadovoljavaju isti kriterij udaljenosti u svim kasnijim strukturama
generiranim tijgkom MD simulacija. Programom cpptraj odredeni je ukupan broj svih nativnih i

nenativnih kontakata izmedu Kelch domene i DPP Il tijekom produkcijske faze.

3.3.8. MM-PBSA i MM-GBSA racun slobodne energije vezanja

Slobodne energije vezanja izmedu Kelch domene i DPP Il tijekom MD simulacija izracunate su
MM-PBSA metodom, koristeé¢i program MMPBSA.py dostupan unutar programskog paketa
AMBER 22. Entalpijski doprinos slobodnoj energiji vezanja izracunat je za ansamble struktura
generiranih u intervalima od 400 ns (s posljednjim intervalom od 274 ns) tijekom Cditave
produkcijske faze MD simulacija, po€evsi od 400. ns. Unutar intervala strukture su uzorkovane
svakih 400 ps. lonska jakost iznosila je 0,1 mM dok je dielektricna konstanta proteina bila 2,0,
a otapala 80,0 (voda). Polarni doprinos entalpiji solvatacije raunat je rijeSavanjem linearne
Poisson-Boltzmannove jednadzbe, dok je nepolarni doprinos odreden na temelju povrsine
dostupne otapalu, pri ¢emu su koriStene standardne vrijednosti konstanti (povrSinska napetost
y = 0,1583 kJ mol™ A2, B = -2,3831 kJ mol™). S obzirom na to da je fokus bio na izraunu

relativne promjene energije vezanja tijekom MD simulacija istog sustava, entropijski doprinos
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je zanemaren u procjeni slobodne energije.

Utjecaj mutacije odredenih aminokiselina Kelch domene na afinitet vezanja za DPP Il ispitan
je primjenom tzv. alanin-scan metode. Ova metoda omogucuje zamjenu pojedinih
aminokiselina u proteinskoj strukturi alaninom kako bi se utvrdio njihov doprinos stabilizaciji
kompleksa. Za MM-PBSA racun slobodne energije vezanja mutirane Kelch domene i DPP 1lI
koristena je postojeca trajektorija kompleksa s divljim tipom domene Kelch (strukture
uzorkovane svakih 400 ps, pocevsi od 400. ns MD simulacija) te MMPBSA.py program. Svi
ostali parametri bili su identi¢ni onima koriStenima u racunu za kompleks s divljim tipom Kelch
domene. MM-PBSA pristupom izraCunat je entalpijski doprinos slobodnoj energiji vezanja
kompleksa DPP llI-Kelch nakon jednostruke supstitucije fenilalanina 335 i aspartata 385

alaninom unutar Kelch domene.

3.3.9. Dekompozicija slobodne energije vezanja po aminokiselinama

Kako bi se identificirali aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u nastanku protein-protein
kompleksa izmedu DPP Il i Kelch domene, provedena je dekompozicijska analiza slobodne
energije vezanja po pojedinim aminokiselinama kompleksa koristenjem MM-GBSA metode
takoder preko MMPBSA.py programa. Ovom analizom odredeni su doprinosi pojedinih
aminokiselina stabilizaciji kompleksa. Racun je proveden na &itavoj trajektoriji iz produkcijske
faze, pocevsi od 400. ns, pri Cemu su uzete u obzir strukture uzorkovane svakih 400 ps. lonska
jakost iznosila je 0,1 M dok je dielektricna konstanta proteina bila 1,0, a otapala 80,0. Polarni
doprinos entalpiji solvatacije racunat je rieSavanjem poopéene Bornove jednadzbe, a nepolarni
koristenjem LCPO (engl. Linear Combination of Pairwise Overlaps) modela uz standardne

vrijednosti konstanti.

3.4. PREDVIDANJE STRUKTURE KOMPELKSA ALPHAFOLDOM

Razvoj modela AlphaFold3 (https://doi.org/10.1038/s41586-024-07487-w) donio je revoluciju u
predikciji kompleksa koji uklju€uju proteine, nukelinske kiseline, male molekule, ione i
modificirane aminokisline, pruzajuc¢i znatno vecu to¢nost u usporedbi s mnogim ranijim
specijaliziranim alatima. Stoga je AlphaFold3 server

(https://deepmind.google/technologies/alphafold/alphafold-server/) koristen za predikciju

najvjerojatnijin struktura kompleksa DPP lll-Kelch. Za predvidanje strukture ovog protein-
protein kompleksa koriStene su primarne sekvence proteina pohranjene u PDB bazi pod
kodovima 5EGY i 2FLU.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Povecana otpornost stanica raka na oksidativni stres, uzrokovana prekomjernom aktivacijom
proteina Nrf2, jedan je od glavnih razloga neuspjeha antitumorskih terapija. Kod odredenih vrsta
raka, poput raka dojke, debelog crijeva i plu¢éa, pojaCana aktivacija Nrf2 povezuje se s
povec¢anom razinom proteina DPP Ill, koji se natje€e s Nrf2 za vezanje na Keap1. Buduéi da je
interakcija izmedu Nrf2 i Keap1 kljuéna za regulaciju ekspresije citoprotektivnin gena u
stanicama raka, sprjeCavanje vezanja DPP Ill na Keap1 u uvjetima njegove prekomjerne
ekspresije mogao bi imati terapijski ucinak.

Pomoc¢u molekulskog modeliranja izgraden je kompleks izmedu mutiranog proteina DPP I
(G585E), pronadenog u stanicama raka dojke, i Kelch domene. Dugackim MD simulacijama
ispitana je stabilnost ovog kompleksa, dok su detaljnim analizama MD trajektorija identificirane
aminokiseline uklju¢ene u medusobne interakcije ovih proteina, pri ¢emu su prepoznate one
koje pridonose i ne pridonose vezanju. Na temelju provedenih analiza, pomoéu alanin scan
metode ispitano je kako zamjena aminokiselina iz Kelch domene, koje ne pridonose stabilizaciji
kompleksa s DPP Ill, alaninom, utje€e na afinitet vezanja mutiranog Kelcha za DPP Il u
usporedbi s divljim tipom Kelcha. Cilj ovog istrazivanja bio je identificirati mutaciju u Kelch
domeni koja bi omogucila snaznije vezanje za DPP Ill u odnosu na endogeni protein Keapl.
Takva mutirana Kelch domena mogla bi djelovati kao klopka za prekomjerno proizvedenu DPP

I, potencijalno smanjujuéi aktivaciju Nrf2 i poboljSavajuci ucinkovitost antitumorske terapije.

4.1. STRUKTURA | DINAMIKA KOMPLEKSA TIJEKOM MD SIMULACIJA

Od kad su Hast i sur. (2013) otkrili da DPP Il interagira s proteinom Keapl, provedeno je
nekoliko racunalnih istrazivanja s ciliem razumijevanja strukture ovog protein-protein
kompleksa. Hast i sur. (2013) su pokazali da DPP lll kompetira Nrf2 za vezanje na Keapl, sto
ukazuje na to da DPP Il ostvaruje interakciju putem svog ETGE motiva, vezuéi se za Kelch
domenu proteina Keapl na sli€an nacin kao i Nrf2. Gundi¢ i sur. (2016) su primjenom
molekulskog modeliranja, to¢nije molekulskog uklapanja (engl. docking), pokus$ali predvidjeti
strukturu kompleksa DPP lll-Kelch. Dobivene modele kompleksa podvrgnuli su MD
simulacijama (sveukupno gotovo 600 ns) te su primijetili da se u najstabilnijim strukturama
kompleksa ETGE motiv iz fleksibilne petlje DPP Ill veZze u unutradnjost pore s donje strane
Kelch domene. Mati¢ i sur. (2021) odredili su da je vezanje DPP Il za Kelch domenu
dvostupanjski proces koji uklju€uju prvo endergono odvajanje ETGE-petlje od tijela protein, a
potom egzergono vezanje DPP lll za Kelch domenu.

KoriStenjem AlphaFold3 servera (https://deepmind.google/technologies/alphafold/alphafold-

server/; pretraZivanje napravljeno 25.10.2024.) za predvidanje strukture kompleksa izmedu
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DPP 1l i Kelch domene dobiven je niz razli¢itih modela vezanja (slika 6). U modelima u kojima
DPP Il interagira s Kelch domenom putem ETGE-petlje, uoceno je da ETGE-petlja DPP Il
ostaje vezana za gornju domenu DPP Il (slika 6, modeli 0, 3 i 4). Zbog toga ETGE motiv ne
uspijeva ostvariti interakcije karakteristicne za ETGE motiv iz 16 aminokiselina dugackog

peptida iz Nrf2, kada je vezan za Kelch domenu u strukturi s PDB kodom 2FLU.

model 2 model 3

model 4
Slika 6. Modeli kompleksa DPP lll-Kelch generirani pomoc¢u AlphaFold3 servera. U
predvidanju modela koristene su FASTA sekvence proteina DPP Il i Kelch domene, preuzete
iz PDB struktura s oznakama 5EGY i 2FLU. Protein DPP llI prikazan je sivom bojom, s
ETGE-petljom (GIn463-Tyr489) oznaenom naran€astom bojom, dok je Kelch domena
prikazana crnom bojom. ETGE-motiv unutar petlje dodatno je istaknut zelenim Stapi¢ima.
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Budué¢i da trodimenzionalna struktura ovog protein-protein kompleksa jo$ uvijek nije
eksperimentalo odredena, a razvoj racunalne tehnologije omogucuje izvodenje MD
simulacijama na sve duljim vremenskim skalama, prvi cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti
konformacijski prostor kompleksa DPP Ill-Kelch na mikrosekundnoj vremenskoj skali.
Pretpostavka je da bi dulje simulacije omogucile pouzdanije odredivanje stvarne strukture
kompleksa, jer bi sustav imao viSe vremena za istraZivanje svog konformacijskog prostora.
Precizno odredivanje strukture ovog kompleksa preduvijet je za predvidanje mutacija u Kelch
domeni koje bi omogucile snaznije vezanje mutantu Kelcha za DPP Il u usporedbi s endogenim
proteinom Keapl.

Kao $to je opisano u tre¢em poglavlju, poCetna struktura kompleksa izgradena je na temelju
zatvorene forme DPP Ill u kojoj je ETGE motiv odmaknut 21.5 A od gornje domene (udaljenost
izmedu centara mase Ca atoma ETGE motiva i dijela a-zavojnice iz gornje domene DPP IlI,
to¢nije Leu622-Ser630). To je trebalo omoguéiti da, nakon poravnanja ETGE motiva iz DPP I
s ETGE motivom peptida vezanog za Kelch domenu (PDB kod 2FLU), Kelch domena ima
dovoljno prostora da tijgkom MD simulacija zauzme najpovoljniju orijentaciju u odnosu na DPP
Ill. U ovom diplomskom radu provedene su MD simulacije kompleksa DPP lll-Kelch u izobarno-
izotermnim uvjetima u eksplicithom otapalu, pri éemu je generirana trajektorija duljine 3474 ns
(~3,5 us). Stabilnost struktura pojedinacnih proteina i kompleksa ispitana je analizom razli€itih

geometrijskih parametara tijekom MD simulacija.

Iz RMSD profila pojedinacnih proteina u kompleksu, prikazanih crvenom (DPP 1ll) i zelenom
(Kelch domena) krivuljom na slici 7, moze se uoditi da je trodimenzionalna struktura proteina u
kompleksu oguvana tijekom MD simulacija, s RMSD vrijednostim niZim od 2,5 A. To ukazuje
na znacajnu stabilnost struktura pojedinacnih proteina u kompleksu. S druge strane, znatno
vise RMSD vrijednosti izraCunate za kompleks (crna krivulja na slici 7) ukazuju na promjenu
njegove trodimenzionalne strukture u odnosu na pocetnu strukturu tijekom MD simulacije.
Najveci porast u RMSD vrijednostima dogada se nakon otprilike 200 ns MD simulacije, nakon

&ega se RMSD vrijednosti kompleksa kreéu u rasponu izmedu 5i 10 A.
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Slika 7. RMSD profil kompleksa DPP llI-Kelch te pojedinaénih proteina u kompleksu tijekom
MD simulacija uzimajuci u obzir samo teSke atome iz okosnice (C, Ca, N i O) proteina.

Tijekom prvih 200 ns MD simulacija, B-plo¢a smjestena izmedu B i C lanaca u drugom (ll.)
Kelch ponavljajuéem motivu, koja predstavlja najizboCeniji dio strukture s donje strane Kelch
domene, dodatno se priblizava a-zavojnici (Asp633-Ala645) u gornjoj domeni DPP Ill. To se
ocCituje dodatnim smanjenjem udaljenosti izmedu Pro384, smjeStenog na vrhu te B-ploce iz
Kelch domene i Ala635, smjestenog na a-zavojnici DPP Il (slika 8). Istovremeno dolazi i do
smanjenja udaljenosti izmedu Pro384 i Gly467 koji se nalazi na N-kraju ETGE-petlje DPP lII.
Ove promjene upucuju na dodatno priblizavanja dviju proteinskih podjedinica u kompleksu.
Nakon priblizno 500 ns, udaljenost izmedu Ala635 i Pro384 blago se povecéava, sto upucuje na
postupno udaljavanje proteinskih podjedinica i ta udaljenost ostaje stabilna do kraja simulacije.
S druge strane, daljnje smanjenje udaljenosti izmedu Gly467 i Pro384 u razdoblju od 1750. do
2500. ns sugerira dodatno priblizavanje B-ploce iz drugog Kelch ponavljaju¢eg motiva, N-kraju

ETGE-petlje iz DPP Il omogucujuéi direktan kontakt izmedu ova dva dijela tih struktura.
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Slika 8. a) Udaljenost izmedu parova Ca atoma aminokiselina iz DPP Il i Kelch domene
tijekom MD simulacija, pri €emu su nazivi aminokiselina iz Kelch domene podebljani. b)
Polozaji Ca atoma (prikazani kao kuglice), za koje su izradunate udaljenosti, prikazani su na
strukturi kompleksa na pocetku MD simulacije (obojana bijelom bojom) i nakon 2250 ns
simulacije (obojana naran€astom bojom). Dvije B-ploCe s donje strane Kelch domene,
smijestene izmedu B i C lanaca u Il. (aminokiseline 359-409) i lll. (aminokiseline 410-456)
Kelch ponavljajuéem motivu (slika 1), oznacene su crnom bojom na pocetku simulacije, a
zelenom bojom nakon 2250 ns simulacije.

Aminokiseline iz a-zavojnica na vrhu gornje domene DPP 1l (Val613-Thr631 i Asp633-Ala645)
povremeno ostvaruju interakcije s aminokiselinama iz B-plo¢e koja se nalazi izmedu B i C
lanaca u Il. Kelch ponavljaju¢em motivu tijekom cijele produkcijske faze simulacije, Sto je
prikazano na strukturama uzorkovanim nakon 0, 800, 1600, 2000 i 3474 ns MD simulacije na
slici 9. Medutim, vecinu vremena, kontakti izmedu DPP Il i Kelch domene ograni¢eni su na
aminokiseline iz fleksibilne ETGE-petlje DPP Ill i aminokiseline koje se nalaze unutar pore na
donjoj strani Kelch domene. Ovi kontakti su prikazani na strukturama uzorkovanim nakon 400,
1200, 2400, 2800 i 3200 ns MD simulacije na slici 9.
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3474 ns

Slika 9. Strukture kompleksa DPP llI-Kelch iz MD simulacija. Ispod svake strukture oznaceno je vrijeme iz simulacije kojem ta struktura
odgovara. DPP llI je obojana bijelom bojom, dok je Kelch domena obojana zlatnom bojom. Dio DPP Il koji se u strukturi kompleksa nalazi na
udaljenosti do 4 A od Kelch domene obojen je zelenom bojom, dok je dio Kelch domene unutar iste udaljenosti od DPP Il obojen ruzi¢astom

bojom. Aminokiseline iz ETGE motiva DPP lll prikazane su Stapi¢ima.
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Dodatnu potvrdu oCuvanosti trodimenzionalnih struktura proteina DPP Il i Kelch domene u
kompleksu tijekom MD simulacija pruzaju profili promjena radijusa giracije (crvena i zelena
krivulja na slici 10). 1z njih se vidi da nije doSlo do znacajnih promjena u globularnosti (obliku)
pojedinacnih proteina tijekom produkcijske faze simulacija. Radijus giracije kompleksa (crna
krivulja na slici 10) pokazuje blago povecanje Rg vrijednosti nakon 500. ns simulacije, §to
upucuje na lagano povecanje globularnosti kompleksa. Ovo se slaZe s postupnim udaljavanjem

proteinskih podjedinica opazenim nakon 500. ns na slici 8.
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Slika 10. Promjena radijusa giracije (Rg) kompleksa DPP IlI-Kelch te pojedinacnih protein u
kompleksu tijekom MD simulacija. U obzir su uzeti samo teski atomi iz okosnice proteina (C,
Ca, NiO).

Osim trodimenzionalne strukture proteina, sekundarna struktura DPP Il (slika 11a) i Kelch
domene (slika 11b) uglavnom ostaje o€uvana tijekom MD simulacija. Najizrazenije promjene u
sekundarnoj strukturi Kelch domene zabiljezene su u regiji Pro586—Asp589, koja odgovara
zavoju izmedu C i D lanaca u VI. Kelch ponavljaju¢em motivu na gornjoj strani Kelch domene.
Kod DPP lll, promjene u sekundarnoj strukuri uo€ene su na N-kraju a-zavojnice iz gornje
domene (aminokiseline Thr501-Leu520) te u zavojima i fleksibilnoj petlji koji povezuju B-lance

u B-nabranu ploc¢u u donjoj domeni, aminokiseline Tyr211-Tyr251.
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Slika 11. Sekundarne strukture koje formiraju aminokiseline u: a) Kelch domeni i b) DPP Il
tijekom MD simulacija kompleksa DPP llI-Kelch.

RMSF analizom ispitana je fleksibilnost aminokiselina u kompleksu tijekom MD simulacija. Kao
Sto se i oCekuje, najfleksibilnije aminokiseline, one s najve¢im RMSF vrijednostima na slici 12,

uglavnom se nalaze u neuredenim dijelovima strukture, poput petlji i zavoja, ili u blizini tih
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dijelova u polipeptidnom lancu (dijelovi struktura proteina obojeni plavom bojom na slici 12).
Zanimljivo je da, unato ¢vrstom vezanju ETGE-petlje (GIn463-Tyr489) za Kelch domenu,
analiza pokazuje kako ova petlja ostaje vrlo fleksibilna tijekom simulacija. Osim ETGE-petlje,
znacajnu fleksibilnost pokazuju i aminokiseline u regijama u kojima dolazi do promjenama
sekundarne strukture proteina (slike 11), poput Pro586—-Asp589 iz Kelch domene te Tyr211—
Tyr251 i Thr501-Leu520 iz DPP lll. S druge strane, najmanju fleksibilnost, s najnizim RMSF
vrijednostima, imaju aminokiseline koje Cine stabilne elemente strukture: a-zavojnice u
srediSnjem dijelu DPP lIl i Sest B-nabranih ploca koje €ine stabilnu strukturu B-propelera u Kelch

domeni (prikazani crvenom bojom na slici 12).
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Slika 12. RMSF vrijednosti aminokiselina iz: a) Kelch domene i b) DPP Ill, izraCunate iz MD
simulacija kompleksa DPP llI-Kelch. U radunu su uzeti u obzir samo teski atomi iz okosnice
proteina. Aminokisleine (X) &iji se RMSF vrijednosti razlikuju za jednu standardnu devijaciju
(SD) od srednje vrijednosti RMSF-a svih aminokiselina (<RMSF>) obojeni su crveno
(<RMSF> + SD) i plavo (<RMSF> — SD), dok su one unutar £SD ((<RMSF> - SD) < (RMSF)x
< (<RMSF> + SD)) obojane bijelo.

lako ETGE-petlja i dalje spada medu najfleksibilnije dijelove u strukturi DPP Ill, njezina
udaljenost od gornje domene DPP IlI nije se zna¢ajno mijenjala tijekom MD simulacije u odnosu
na podetnih 21.5 A (slika 13). Ta udaljenost uglavnom fluktuira izmedu 20 i 22,5 A, pri éemu je
kratkotrajno smanjenje udaljenosti opazeno u periodu uzmedu 200. i 300. ns, kada prema

RMSD profilu (slika 8) dolazi do prve znacajnije promjene u strukturi kompleksa.
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Slika 13. Udaljenost ETGE motiva od povrsine tijela DPP Il tiiekom MD simulacija kompleksa
DPP llI-Kelch odredena mjerenjem udaljenost izmedu centara mase Ca atoma ETGE motiva
i dijela a-zavojnice iz gornje domene DPP Il (Leu622—-Ser630).

4.2. ODREDIVANJE ENERGETSKI NAJSTABILNIJE STRUKTURE KOMPLEKSA
DPP lII-KELCH

Pomocu MM-PBSA metode izracunat je entalpijski doprinos slobodnoj Gibbsovoj energiji
vezanja kompleksa DPP llI-Kelch tijekom MD simulacija. U tu svrhu, iz MD trajektorije
odabrano je osam vremenskih intervala, svaki duljine 400 ns, poCevsi od 400. ns produkcijske
faze. Ovakav pristup omogucio je pracenje promjena energije vezanja kroz simulaciju i
identifikaciju energijski najpovoljnijih struktura. Kao §to se vidi iz slike 14 srednja vrijednost
enalpijskog doprinosa energiji vezanja uglavnom fluktuira izmedu -40 i =60 kJ/mol, pri ¢emu
su strukture s najnizom energijom vezanja (entalpijski najstabilnije strukture) uzorkovane u
intervalu od 2000. do 2400. ns, a s najviSom energijom vezanja (entalpijski najmanje stabilne
strukture) u intervalu od 2800. do 3200. ns. Medutim, s obzirom na to da su sve izraCunate
srednje vrijednosti entalpija vezanja unutar granica standardne devijacije, moZze se zakljuciti da

nijedan skup struktura ne pokazuje znac€ajno vecu stabilnost, niti je vjerojatniji od ostalih.
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Slika 14. Promjena entalpijskog doprinosa Gibbsovoj slobodnoj energiji vezanja kompleksa
DPP llI-Kelch tijekom MD simulacija. IzraCunate su prosjec¢ne vrijednosti (i pripadajuce
standardne devijacije) za osam vremenskih intervala, svaki duljine 400 ns, pocevsi od 400. ns
produkcijske faze.

4.3. MEDUMOLEKULSKE INTERAKCIJE U KOMPLEKSU

U svrhu identifikacije aminokiseline u Kelch domeni &ijom bi se mutacijom mogao prirediti
mutant koji ¢ée snaznije vezati DPP Ill nego endogeni protein Keapl, detaljno su ispitane
medumolekulske interakcije izmedu ova dva proteina u kompleksu tijekom MD simulacija.

Analiza ukupnog broja nativnih i nenativnih kontakata izmedu DPP Il i Kelch domene tijekom
MD simulacija pokazala je da je najvedi broj tih kontakata ostvareni izmedu 2200. i 2500. ns
(slika 15), Sto se slaze s razdobliem simulacije u kojem su zabiljezene strukture s najnizim
entalpijskim doprinosom energiji vezanja (slika 14). U tom vremenskom periodu primije¢eno je
priblizavanje B-plo¢e, koja se nalazi izmedu B i C lanaca drugog Kelch ponavljajuéeg motiva,
aminokiselinama na N-kraju ETGE-petlje DPP lll, §to je prikazano na slici 8. U preostalom dijelu
simulacije ukupan broj kontakata veéinom fluktuira oko sli¢ne srednje vrijednosti (crvene tocke
na slici 15), a ovi kontakti najéeS¢e nastaju izmedu ETGE-petlje DPP IIl i aminokiselina

smjeStenih s unutarnje strane pore na donjem dijelu Kelch domene.
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Slika 15. Ukupan broj nativnih i nenativnih intermolekulskih kontakata izmedu Kelch domene i
DPP Il tijekom MD simulacija. Crvenom bojom je oznacen klizni prosjek za interval od 50 ns.

Tijekom tog istog vremenskog (od 2,2 do 2,5 ys MD simulacije), zabiljezen je porast broja
vodikovih veza izmedu DPP Il i Kelch domene (slika 16). U preostalom dijelu simulacije, broj
vodikovih veza uglavnom fluktuira oko sli¢ne srednje vrijednosti (crvene tocke na slici 16), uz

manji porast zabiljeZen u razdoblju izmedu 400. i 800. ns MD simulacije.
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Slika 16. Ukupan broj intermolekulskih vodikovih veza izmedu Kelch domene i DPP Il tijekom
MD simulacija. Crvenom bojom je oznacen klizni prosjek za interval od 50 ns.

33



Intermolekulske vodikove veze izmedu DPP lll i Kelch domene (tablica 2) najéeSce se formiraju
izmedu aminokiselina iz ETGE motiva DPP Ill (Glu480, Thr481, Glu483), kao i aminokiselina
neposredno prije ili poslije tog motiva (Pro479, GIn484 i GIn486), i aminokiselina smjestenih
unutar pore na donjoj strani Kelch domene (Ser555, Arg415, GIn530, Ser508, Ser602, Tyr334,
Arg483, Arg380 i Asn382). Vodikova veza izmedu Arg336, koji je dio fleksibilne petlje koja se
nalazi izmedu B i C lanaca prvog (l.) Kelch ponavljaju¢eg motiva, i Asn470, koji se nalazi na N-
kraju ETGE-petlje DPP lll, prisutna je samo ~16 % ukupnog simulacijskog vremena. Formiranje
ove interakcije povezano je s razdobliem simulacije izmedu 1800. i 2500. ns (slika 8), kada je
uoCeno dodatno priblizavanje proteina DPP Il i Kelch domene. U istom razdoblju zabiljezen je

i najveci ukupan broj vodikovih veza tijekom cijele simulacije (slika 16).

Tablica 2. Udio intermolekulskih vodikovih veza izmedu Kelch domene i DPP Il tijekom MD
simulacija. Aminokiseline iz Kelch domene oznacene su podebljano, dok preostale pripadaju
DPP Ill. Oznaka O oznac¢ava atome iz okosnice, a B atome iz bo¢nih lanaca. Prikazani su
podaci za parove koji su ostvarili vodikove veze tijekom najmanje 10% vremena simulacije.

donor akceptor | udio vremena/%
SER555-B | GLU480-O 97,42
ARG415-B | GLU480-B 96,21
GLN530-B | PRO479-O 96,01
SER508-B | GLU480-B 92,90
SER602-B | THR481-O 90,49
GLN484-O | TYR334-B 87,07
GLN486-B | ARG336-O 84,73
ARG483-B | GLU480-B 70,30
ARG380-B | GLU483-B 42,63
GLN486-B | ASN382-B 27,78
ARG336-B | GLN4384-B 16,36
ARG336-B | ASN470-B 16,14

Dekompozicijom slobodne energije vezanja po aminokiselinama (slika 17) identificirane su sve
aminokiseline koje sudjeluju u formiranju kompleksa DPP llI-Kelch. Osim aminokiselina koje
sudjeluju u intermolekulskim vodikovim vezama, ovom analizom prepoznate su i one koje
ostvaruju druge vrste medumolekulskih interakcija, poput van der Waalsovih i elektrostatskih
interakcija. Aminokiseline koje doprinose stabilnosti kompleksa, s entalpijskim doprinosom
veéim od —-4,184 kJ/mol, izdvojene su u tablicama na slici 17. Kao $to je i za oCekivati, zna¢ajan
entalpijski doprinos energiji vezanja imaju aminokiselina iz Kelch domene (Tyr334, Arg336,
Arg415, Arg483 i Ser508) i DPP Il ( Pro479, Glu480, Thr481, GIn484 i GIn486) koje sudijeluju
u intermolekulskim vodikovim vezama (navedenim u tablici 2). Osim spomenutih, aminokiseline
Pro384, Tyr525, Tyr572 i Phe577 iz Kelch domene doprinose stabilizaciji kompleksa, kao i
Gly482, GIn473 i Trp488 iz DPP Ill. Od svih navedenih aminokiselina iz Kelch domene, jedino
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Arg336 i Pro384 nisu smjestene unutar donje pore Kelch domene. Umjesto toga, nalaze se na
zavojima izmedu B i C lanaca prvog i drugog Kelch ponavljaju¢eg motiva, 8to im omogucava
povremene interakcije s a-zavojnicama na vrhu DPP Ill, kao i s aminokiselinama na N-kraju
ETGE-petlje DPP lll. Sve aminokiseline iz DPP 1l koje doprinose vezanju dio su ETGE-petlje.
Dekompozijskom analizom identificirane su i aminokiseline koje destabiliziraju kompleks. U
slu¢aju DPP Il to su Glu474 (AH = 4.04 + 2.33 kJ mol™), Asn478 (AH = 2.55 + 1.73 kJ mol™) i
Arg624 (AH = 2.02 + 1.73 kJ mol™), a u slu¢aju Kelch domene Asp385 (AH = 2.42 + 3.22 kJ
mol™) i Phe335 (AH = 2.04 + 0.74 kJ mol™).

Zanimljivo je da nijedna od provedenih analiza medumolekulskih interakcija nije ukazala na
sudjelovanje mutirane aminokiseline G585E iz DPP Il u formiranju kompleksa. Stoga, na
temelju provedenih MD simulacija, nije moguce pretpostaviti ulogu ove mutacije u stanicama
raka dojke.
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ASN 517

LYS 498
TYR517

THR 541

GLU 536

GLU 555

PRO 549

VAL 574

THR 593

ARG 565

SER 612
THR 631

ALA 650
ARG 669

ASP 589

GLU 688

MET 597 §

ASP 707

TRP 726

Aminokiseline

<AH> + SD/ kJ

iz Kelcha mol™
TYR 572 -19,3+ 3,6
TYR 334 -18,5+ 3,5
ARG 415 -18,4 +5,9
ARG 483 -18,1 + 12,6
TYR 525 -12,9+2.2
PRO 384 -9,8+3,5
ARG 336 -96 +6,5
SER 508 -9,0+ 3,6
PHE 577 -84+14
Aminokiselina | <AH> = SD/ kJ
iz DPP IlI mol™"
GLU 480 -36,4 + 13,9
GLN 486 -18,2 +4 1
PRO 479 -13,7+2,6
THR 481 -13,6 + 3,6
GLY 482 -90+2,6
GLN 484 -8,7+6,0
GLN 473 ~43+46
TRP 488 -43+19

Slika 17. Dekompozicija entalpijskog doprinosa slobodnoj energiji vezanja kompleksa DPP llI-Kelch po aminokiselinama: a) Kelch
domene i b) DPP Ill. Prosje¢ne energije i standardne devijacije izracunate su MM-GBSA pristupom. Aminokiseline s negativnim
vrijednostima entalpije doprinose stabilnosti kompleksa, dok one s pozitivnim vrijednostima entalpije destabiliziraju kompleks. U

tablicama su izdvojene one aminokiseline Ciji je doprinos energiji vezanja veci od 1 kcal/mol (4,18 kJ/mol).
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4.4. UTJECAJ MUTACIJE PHE335 | ASP385 U KELCH DOMENI NA AFINITET
VEZANJA ZA DPP Il

Prema rezultatima dekompozicijske analize, aminokiseline Phe335 i Asp385 u Kelch domeni
spadaju medu one koje najvide oslabljuju vezanje DPP Il i Kelch u kompleksu, odnosno imaju
najizrazeniji destabilizirajuéi u€inak. Utjecaj njihove mutacije u alanine na energiju vezanja
ispitan je alanin scan metodom. Zamjena ovih aminokiselina alaninom, koji ima jednostavnu
metilnu bo€nu skupinu, smanjuje steriCke smetnje u slu¢aju Phe335, dok u slu€aju Asp385
smanjuje elektrostatske interakcije. Zanimljivo je da se obje aminokiseline ne nalaze unutar
donje pore Kelch domene, ve¢ na vanjskoj povrsini Kelcha (slika 18). Konkretno, smjestene su
na zavojima izmedu B i C lanaca prvog i drugog Kelch ponavljaju¢eg motiva. Tijekom simulacija,
ti dijelovi strukture povremeno ostvaruju interakcije s a-zavojnicama na vrhu DPP I, kao i s

aminokiselinama na N-kraju ETGE-petlje DPP III.

Slika 18. Polozaj mutiranih aminokiselina u po¢etnoj strukturi kompleksa DPP llI-Kelch. DPP
Il je obojan sivom bojom (pri éemu je ETGE-petlja, GIn463-Tyr489, obojana narancasto), a
Kelch domena crnom bojom. Aminokiseline iz ETGE motiva prikazane su zelenim Stapi¢ima,

a mutirane aminokiseline crvenim kuglicama. Cink je prikazan ruzi¢astom kuglicom.

Umjesto izvodenja novih MD simulacija, slobodna energija vezanja izracunata je MM-PBSA
metodom koristeéi postoje¢u trajektoriju kompleksa, pri ¢emu su koordinate mutiranih
aminokiselina zamijenjene alaninom. Rezultati analize, prikazani u tablici 3, pokazuju da
zamjena odabranih aminokiselina alaninom dovodi do blagog smanjenja energije vezanja, s
izrazenijim u€inkom kod mutacije D385A. Medutim, promjene u energijama vezanja ostaju

unutar granica standardne devijacije. Drugim rije€ima, ove mutacije imaju samo blagi utjecaj na
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afinitet vezanja, pri €emu zamjena negativno nabijenog aspartata nepolarnim alaninom ima

nesto povoljniji u€inak od zamjene hidrofobnog fenilalanina manjim alaninom.

Tablica 3. Entalpijski doprinosi slobodnoj energiji vezanja DPP 11l za divlji tip Kelch domene te
njena dva mutanata izraCunati alanin scan motodom i MM-PBSA pristupom. IzraCunata je
srednja vrijednosti entalpije za cijeli period simualcije po¢evsi od 400. ns.

divlji tip Kelch
domene F335A Kelch D385A Kelch
<AH> + SD/ kJ mol™’ -45.91 + 33.45 -46.38 + 33.53 -55.95+ 32.38

Prednost alanin scan metode leZi u njenoj racunalnoj ucinkovitosti, koja omogucuje brzo
procjenjivanje utjecaja odabranih mutacija aminokiselina na afinitet vezanja. Kako bi se
detaljnije istrazio u€inak ovih mutacija na stabilnost i afinitet vezanja, sljedeéi korak bio bi
provodenje MD simulacija kompleksa DPP Ill s odabranim mutantima. Takve simulacije
omogucile bi kompleksima da se prilagode na uvedene mutacije, pruzajuci precizniji uvid u
promjene medumolekulskih interakcija, ukljuCujuéi van der Waalsove sile, elektrostatske

interakcije i vodikove veze, ne samo u blizini mutiranih aminokiselina, vec i u cijelom kompleksu.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog molekulskog modeliranja kompleksa DPP llI-Kelch mogu se donijeti

sliedeci zakljucci:

1.

Modeli dobiveni uz pomoc¢ Alphafolda ne predvidaju vezanje ETGE-petlje DPP Il na
nacin na koji se veze peptid iz Nrf2 u kompleksu s Kelch domenom. Umijesto toga, ETGE-
petlia u modelima ostaje vezana za gornju domenu DPP 1.

Sekundarna i tercijarna struktura pojedina¢nih proteina unutar kompleksa je oCuvana
tijekom dugih (mikrosekundnih) MD simulacija, $to upucuje na visoku stabilnost tih
proteina. Medutim, uolene su znalajne promjene u trodimenzionalnoj strukturi
kompleksa (RMSD i Rg analize) tijekom simulacija u usporedbi s po¢etnom strukturom.
Unato¢ promjenama konformacije kompleksa tijekom produkcijske faze, izraCunate
srednje vrijednosti entalpijskog doprinosa slobodnoj energiji vezanja kompleksa tijekom
razli¢itih intervala simulacija ne pokazuju znacajno nizu energiju vezanja za bilo koji skup
struktura.

Tijekom simulacija, medumolekulske interakcije izmedu DPP Il i Kelch domene
uglavnom su ograni¢ene na aminokiseline iz fleksibilne ETGE-petlie DPP 1l i
aminokiseline smjeStene unutar pore na donjoj strani Kelch domene. Vedéina
identificiranih intermolekulskih vodikovih veza ukljuCuje te regije. Povremeno je
zabiljezeno priblizavanje aminokiselina koje se nalaze izmedu B i C lanaca u l. i . Kelch
ponavljajuéem motivu te a-zavojnica na vrhu gornje domene DPP Ill, $to rezultira s
povecanjem ukupnog broja nativnih i nenativnih kontakata, kao i intermolekulskih
vodikovih veza u tom dijelu simulacije.

lako je ETGE-petlja ¢vrsto vezana unutar pore s donje strane Kelch domene i dalje
predstavlja jedan od najfleksibilnijih dijelova strukture DPP .

Analize medumolekulskih interakcija nisu pokazale da mutacija aminokiseline G585E u
DPP Il doprinosi formiranju kompleksa s Kelch domenom. Stoga, na temelju provedenih
simulacija nije moguce pretpostaviti ulogu mutacije ove aminokiseline u stanicama raka

dojke.

6. Dekompozicijom slobodne energije vezanja po aminokiselinama identificirano je da

Phe335 i Asp385 iz Kelch domene najvise oslabljuju vezanje DPP Il i Kelch u
kompleksu. Njihova zamjena alaninom dovodi do blagog smanjenja energije vezanja
(povecéanja afiniteta), pri ¢emu je uclinak izrazeniji kod mutacije Asp385 u alanin
(D385A).
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