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POPIS KRATICA

Caprinl — protein povezan sa stani¢nim ciklusom 1, engl. Cell Cycle Associated Protein 1
COVID-19 — bolest uzrokovana koronavirusom 2019, engl. coronavirus disease 2019
DNA — deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid

dsRNA — dvolan¢ana RNA, engl. double stranded RNA

elF2 — eukariotski inicijacijski faktor 2, engl. eukaryotic initiation factor 2

G3BP1/2 — protein vezan za Ras GTPazni aktivirajuci protein 11 2, engl. Ras GTPase-
activating protein-binding protein 1 and 2

GTP — gvanozin trifosfat, engl. guanosine triphosphate

HBA — akceptor vodikove veze, engl. hydrogen bond acceptor

HBD - donor vodikove veze, engl. hydrogen bond donor

IFN — interferon tip 1, engl. interferon type 1

IRF3 — regulatorni faktor za interferon 3, engl. IFFN-regulatory factor 3
ISG — geni stimulirani interferonom, engl. interferon-stimulated genes

MERS-CoV — koronavirus bliskoisto¢nog respiratornog sindroma, engl. Middle East
respiratory syndrome coronavirus

Met-tRNAi — metionil inicijatorska prijenosna RNA, engl. methionyl initiator transfer RNA
mRNA — glasni¢ka RNA, engl. messenger RNA

mRNP — glasnicki ribonukleoprotein, engl. messenger ribonucleoprotein

MHYV — misji hepatitisni virus, engl. mouse hepatitis virus

N protein — nukleokapsidni protein, engl. nucleocapsid protein

NTF2L — faktor za nuklearni transport 2-sli¢an, engl. nuclear transport factor 2-like
PDB — Banka proteinskih podataka, engl. Protein Data Bank

PKR — protein kinaza R, engl. protein kinase R

RBP — protein koji veze RNA, engl. RNA binding protein

RNA - ribonukleinska kiselina, engl. ribonucleic acid

RNAI1 — interferencija RNA, engl. RNA interference

RNP — ribonukleoprotein, engl. ribonucleoprotein

RRM — motiv prepoznavanja RNA, engl. RNA Recognition Motif



SARS-CoV-2 — koronavirus teskog akutnog respiratornog sindroma 2, engl. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2

TIA-1 — intracelularni antigen T-stanica 1, engl. T-cell-restricted intracellular antigen 1



1. UVOD



1.1 Stres granule

Sinteza proteina u eukariotskim stanicama je proces koji se odvija u dva glavna koraka:
transkripcija 1 translacija. Transkripcija zapocCinje u jezgri stanice gdje se nasljedni materijal
deoksiribonukleinska kiselina (DNA) prepisuje, odnosno transkribira u ribonukleinsku (RNA)
u obliku glasni¢ke, odnosno messenger RNA. Glasnicka RNA potom izlazi iz jezgre u
citoplazmu gdje se odvija njena translacija u specific¢an slijed aminokiselina koje ¢ine protein
(Slika 1). Da bi sinteza bila uspjeSna, moraju biti zadovoljeni uvjeti za odvijanje obaju koraka,

ukljucujuéi podkorake translacije: inicijaciju, elongaciju i terminaciju (1).

Vrlo Cesto sinteza proteina biva privremeno obustavljena zbog nepovoljnih okolisnih
uvjeta u stanici kao $to su npr. topliski Sok, viralna infekcija, oksidativni stres 1 hipoksija (Slika
1). Sinteza moze biti obustavljena u bilo kojem koraku, a ¢esto je to izmedu koraka transkripcije

i translacije (2).

l transkripcija

L RNA

l translacija

topliski Sok
viralna infekcija
oksidativni stres
hipoksija

slijed
aminokiselina

protein

Slika 1. Sinteza proteina moze biti inhibirana nepovoljnim uvjetima, najcesc¢e u koraku

translacije (3).



U tom slucaju, genetski materijal se nalazi u obliku prepisane mRNA za koju je proces
inicijacije translacije privremeno obustavljen. U stresnim uvjetima, takve mRNA molekule se
pomocu RNA vezujucih proteina (RBP-RNA binding protein) vezu u mRNP (engl. messenger

ribonucleoprotein) granule.

Stres granule su vrsta RNP (ribonukleoproteinskih) granula koje su svoj naziv dobile
zbog visokog udjela proteina i RNA. Radi se o stani¢cnim odjeljcima koji nisu obavijeni
membranom, a sastoje se od nakupina mRNA, RNA vezuju¢ih i nevezujuc¢ih proteina te od

inicijacijskih faktora (4).

Prema nekoliko teorija, njihovu strukturu ¢ine dvije podstrukture: unutarnji dio nalik
jezgri te vanjski dio ili ljuska. Razlika je u stabilnosti jezgre odnosno vecoj dinamicnosti ljuske
¢iji se sastav mijenja veCom brzinom. Eksperimenti su pokazali da njihov sastav moze varirati

u razli¢itim uvjetima, no priblizno 50% jezgre ¢ine RNA vezujuéi proteini (2).

Neki od sveprisutnih RNA vezujuéih proteina koji olakSavaju agregaciju stres granula
su Ras GTPaza-aktivirajuci protein-vezujuéi proteini 1 i 2 (G3BP1/2), protein povezani sa
stani¢nim ciklusom 1 (Caprinl) i T-stani¢ni intracelularni antigen 1 (TIA-1) (5, 6). Zbog toga
se Cesto koriste u istrazivanjima kao proteinski markeri za stres granule. Vazan dio ¢ine i
komponente signalnih puteva koji ukazuju da formiranje stres granula moZe mijenjati
signaliziranje u stanicama. Ostatak ¢ine drugi RNA nevezuju¢i proteini kao $to su post-
translacijski modificiraju¢i enzimi, metabolicki enzimi i remodeliraju¢i kompleksi koji mogu

utjecati na sastavljanje i rastavljanje stres granula (7, 8).

Mehanizam njihovog nastanka se razlikuje ovisno o vrsti stanica 1 vrsti stresa kojima su
podvrgnute, no generalno vrijedi da je za stvaranje stres granula klju¢an kompleks elF2-GTP-
Met-tRNAI. Eukariotski inicijacijski faktor 2 (eIF2) je usko reguliran. Kada eukariotska stanica
naide na Stetan vanjski podrazaj, a podjedinica elF2 se fosforilira na serinskom 51 ostatku
putem stresom induciranih kinaza. Time je sprijeCen nastanak trojnog kompleksa $to rezultira
inhibicijom translacije. Glasnicke RNA koje su zaustavljene u translaciji su regrutirane od
strane RBP-ova kako bi potaknuli stvaranje stres granula (9—-14). Medutim, fosforilacija elF2a

ne uzrokuje nuzno stvaranje stres granula.

Vjeruje se da su stres granule samo privremeno mjesto pohrane i trijaze za mRNA
tijekom stani¢nog stresa. Nakon nestanka stresnog podrazaja, unutar nekoliko minuta se odvija
njihov klirens iz citoplazme. Ljuska i jezgra se rastavljaju, a mRNA se zatim usmjeravaju na

jedno od dva potencijalna odrediSta. Mogu se usmjeriti prema polisomu 1 translacija se

3



nastavlja. Drugi smjer je prema P-tijelima za skladistenje ili degradaciju (15-19). Rastavljanje

stres granula ovisi o aktivaciji proteina toplinskog Soka i defosforilaciji elF2a (2).

1.2 Uloga stres granula u akutnom i kroni¢nom stresu

Stres granule su ukljucene u brojne ljudske bolesti ukljucujuéi rak, neurodegenerativne
bolesti, autoimune bolesti i virusne infekcije. One utjecu na viSestruke putove presretanjem i
izdvajanjem razli¢itih signalnih komponenti (20-24). Kada su izloZene stresnom okruzenju,
stanice mogu zaustaviti stani¢ni ciklus 1 popraviti oStecenja izazvana stresom ili nastaviti s
apoptozom. Akutne, stresom inducirane stres granule selektivno regrutiraju i isklju¢uju mRNA,
¢ime poticu translaciju odgovornih gena povezanih sa stresom i omogucuju stanicama da se
brzo vrate u normalno stanje nakon stresa. Suprotno tome, ako je stvaranje stres granula
blokirano tijekom stresa, stopa prezivljavanja stanica je znacajno smanjena. DoduSe, stres
granule inducirane patoloskim kroni¢nim stresom (neurodegeneracija, manjak nutrijenata)
nemaju neke od standardnih sastavnica stres granula koje doprinose njihovoj funkciji za

prezivljavanje te imaju proapoptotsku funkciju (25, 26).

1.3 Stres granule u virusnim infekcijama

Virusi su vrsta neZeljenog akutnog stresa stanici domacinu. Djeluju na razini izmjene
genske ekspresije zaraZenih stanica i antivirusni odgovor organizma poti¢e nastanak stres

granula kako bi se kontroliralo umnaZanje virusne RNA.

Kada virusna dvolanc¢ana RNA (dsRNA od engl. double stranded RNA) ude u stanicu,
aktivira se PKR (RNA-regulirana protein kinaza od engl. RNA-regulated protein kinase) koja
je osjetljiva na prisustvo stranih RNA molekula, kao Sto je virusna RNA. PKR tada prolazi kroz
proces autofosforilacije (oznaceno sa "P" na Slici 2). Fosforilirani PKR zatim fosforilira protein
elF2a, Sto blokira normalnu funkciju ovog faktora u procesu inicijacije translacije 1 smanjuje
ukupnu translaciju mRNA u stanici. Ovo pomaze stanici da zaustavi sintezu 1 virusnih proteina.
Kada je elF2a fosforiliran, dolazi do disocijacije ribosoma (polisoma) koji sadrze mRNA, §to
rezultira formiranjem slobodnih mRNA molekula. Ove mRNA, zajedno sa proteinima poput
G3BP1 1 antivirusnih proteina, formiraju stresne granule. Aktivacija ovih procesa takoder

pokrece antivirusni imuni odgovor putem fosforilacije faktora IRF3 (IFN-regulacijski faktor 3),



Sto dovodi do indukcije sinteze tip I interferona (IFN) 1 interferonom stimuliranih gena (ISG).
Ovi faktori dodatno pomazu u borbi protiv virusne infekcije aktiviranjem imunoloskih

mehanizama.

Virusi su razvili mehanizme kontroliranja nastanka stres granula, odnosno inhibicije
nastanka ili olakSavanja nastanka ovisno o potrebama virusa. S obzirom na nacin reguliranja
formiranja stres granula, virusi se mogu svrstati u vise grupa. Prva grupa privremeno potice
stvaranje stres granula rano u replikacijskom ciklusu, ali u kasnijem stadiju ga ogranicava.
Ovdje ubrajamo poliovirus (27). Druga grupa inhibira stvaranje stres granula tijekom cijelog
procesa infekcije. Njoj pripadaju virus influence tipa A i SARS-CoV-2 (28, 29). Tre¢a grupa
ukljucuje respiratorni sincicijski virus, a virusi te skupine mogu imati koristi od poticanja
stvaranja stres granula. To je dio mehanizma pomocu kojeg inhibiraju sintezu proteina stanica

domacina 1 na taj nacin inhibiraju urodeni imunitet ogranizma (30).

Viral dsRNA \&l\\ @ O m

Antiviral protelns

@ GBBP'] "
@) | Stress Granule

e
{_‘ Viral translation
polysome l
Type | IFNs
SCRSES ISGs

Slika 2. Shematski prikaz stvaranja stres granula i njihove antivirusne funkcije (31).

Na slici je prikazan mehanizam formiranja stresnih granula u odgovoru na prisustvo virusne
dvostruke lan¢ane RNA (dsRNA) tokom virusne infekcije, ukljucujuéi ulogu kljuénih proteina

kao $to su PKR, elF20, G3BP, i antivirusnih proteina.



1.4 COVID-19

COVID-19 (engl. coronavirus disease) je zarazna bolest diSnih puteva uzrokovana
SARS-CoV-2 virusom. Radi se o teSkom akutnom respiratornom sindromu koronavirus 2 (engl.
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2). SARS-CoV se prvi put pojavio u Kini 2002.
godine i uzrokovao epidemiju koja je trajala 8 mjeseci. Zabiljezeno je preko 8 tisuca slucajeva
sa stopom smrtnos¢u od skoro 11%. Nakon toga se opet pojavljuje 2012. godine, ovaj puta u
Saudijskoj Arabiji u obliku bliskoisto¢nog respiratornog sindroma koronavirusa (MERS-CoV
od engl. Middle East respiratory syndrome coronavirus), sa nesto manje od 2500 slucajeva, ali

s velikom stopom smrtnos¢u od 34,77% (32).

Posljednji, SARS-CoV-2 soj, je otkriven u Kini krajem 2019. godine. Bolest koju
uzrokuje u pravilu ima najnizu stopu smrtnosti (procjena na 3,4%), ali se zbog svog kapljicnog
nacina prijenosa prenosi brze i Sire od svojih prethodnika (33). Tako je u roku od nekoliko
mjeseci od njegovog otkrica, u ozujku 2020. godine, od strane Svjetske zdravstvene
organizacije proglasena pandemija COVID-19. Pandemiji je kraj proglasen tek u svibnju 2023.
godine, a od njenog pocetka, od posljedica zarazom SARS-CoV-2 umrlo je vise od sedam

milijuna ljudi (34).

lako je pandemija sluzbeno gotova, slucajevi zaraza se i dalje biljeze u 2024. godini.
Prema trenutnim podacima, samo u periodu od 11. do 18. kolovoza 2024. je prijavljeno gotovo

60 tisuca novih slucajeva u svijetu (35).

NajceS¢e tegobe su poviSena tjelesna temperatura, kasalj i1 dispneja, a rjede
gastrointestinalni simptomi poput proljeva (36). Cesta je pojava nestanak okusa i olfaktorni
poremecaji u ranom stadiju zaraze (37). Jedna od ozbiljnih i ¢estih komplikacija kod pacijenata
primljenih na bolnicko lije¢enje su trombotski dogadaji i pogadaju ¢ak 31% takvih pacijenata
(38). Starija dobna skupina (65 godina ili stariji) ima veci rizik od razvoja teske infekcije
izazvane SARS-CoV-2 zbog veéeg udjela utvrdenih komorbiditeta (36). Cimbenici koji se Sesto
povezuju s ve¢om prevalencijom trajnih simptoma ukljucuju Zenski spol, stariju dob, teske
bolesti tijekom akutne faze COVID-19, vise komorbiditeta, produljeno trajanje boravka u
bolnici 1 visok indeks tjelesne mase. Veliki broj pacijenata je prijavilo i trajne posljedice koji su
prisutni nakon prestanka infekcije, a najce$¢i su umor, dispneja, posttraumatski stresni

poremecaj, anksioznost i depresija (39).



1.4.1. Prevencija COVID-19

Za prevenciju je razvijeno 8 cjepiva za hitnu upotrebu, a nekoliko cjepiva je u stadiju
klinickih pokusa. Imunost izazvana cjepivom i imunost stecena prebolijevanjem zaraze pruzaju
snaznu zaStitu od teSkog oblika bolesti uzrokovanom naknadnom infekcijom SARS-CoV-2 te
smanjuju vjerojatnost potrebe za hospitalizacijom ili prijemom na intenzivnu njegu. Visoka
pokrivenost cijepljenjem postignuta u nekim zemljama prije visokih stopa zaraze virusom
pomogla je smanjiti stopu teskih ishoda. Najjaca zastita dolazi od hibridnog imuniteta, koji je

imunitet razvijen kombinacijom cijepljenja i prethodnih infekcija (40).

1.4.2. Lijecenje COVID-19

Postojeca istraZivanja lijeCenja COVID-19 koristila su registrirane lijekove koji kao
indikaciju imaju lije¢enje COVID-19, a u nekima su koristeni i lijekovi koji su indicirani za
lije¢enje influenze i pneumonije. Cesto im je meta djelovanja RNA polimeraza, a mehanizam
djelovanja inhibicija replikacije virusne RNA (41). Primjerice, sistemski pregled
randomiziranih klinickih ispitivanja koja su koristila antivirotik favipiravir, lijek indiciran za
lijeCenje influenze, je pokazao da uz njegovu primjenu nije utvrdeno klinicko poboljsanje,
smanjena potreba za hospitalizacijom niti smanjenje smrtnosti (42). Raden je 1 sustavni pregled
koriStenja lijeka remdesivira, lijeka registriranog za lije¢enje COVID-19, koji je pokazao da
remdesivir vjerojatno ima malo ili nimalo u¢inka na sveukupnu smrtnost ili bolnicku smrtnost
pojedinaca s umjerenom do teSkom boles¢u COVID-19 (43). Dostupni dokazi o ucinku
lijecenja antivirusnim lijekovima tijekom akutnog COVID-19 1 smanjenom riziku od razvoja
dugotrajnog COVID-a su proturjecni. Heterogeni dokazi upucuju na to da bi remdesivir ili
nirmaltrevir/ritonavir mogli imati potencijalni zastitni u¢inak kod dugotrajnog COVID-a.
Ogranicen broj studija pokazao je potencijalnu korist drugih lijekova kao §to su deksametazon

ili metformin, ali potrebno je vise studija (44).

S obzirom da ucinkoviti lijek jo$ nije pronaden niti razvijen, glavna terapija za COVID-19
je podupiru¢a njega. Za vecéinu simptoma moguca je simptomatska terapija, no kod nekih
pacijenata dolazi 1 do sekundardnih bakterijskih infekcija koje se tretiraju antibioticima. Za

pacijente s ozbiljnom infekcijom primarna terapija je terapija kisikom (31).



1.5. Stres granule u zarazi SARS-CoV-2

Kao $to je ve¢ napomenuto, stvaranje stres granula moze inhibirati sintezu proteina,
ograniCiti potroSnju energije 1 popraviti Stetu izazvanu stresom. Sveukupni ucinak je
prezivljavanje stanica u stresnim uvjetima te je bitan obrambeni mehanizam stanica domacina.
Kod zaraze SARS CoV-2, §to se smatra akutnim stresom za ogranizam, dolazi do inhibicije

navedenog obrambenog mehanizma, odnosno ne dolazi do stvaranja stres granula.

SARS-CoV-2 koristi svoj nukleokapsidni protein (N protein) kako bi inhibirao stvaranje
stresnih granula, klju¢nog mehanizma antivirusne obrane. N protein se veze na G3BP1, vazan
stani¢ni protein za formiranje stres granula, koriste¢i tekuce-tekuce odvajanje faza (engl. liquid-
liquid phase separation). Interakcija N-proteina s G3BP1 odvija se putem hidrofobnog dzepa
u G3BP1, gdje N protein umece svoj fenilalaninski ostatak (F17) u NTF2L (od engl. nuclear
transport factor 2-like) domenu G3BP1. Ova interakcija blokira formiranje stres granula,

omogucujuéi virusu efikasniju replikaciju 1 izbjegavanje imunoloSkog odgovora (45, 46).

G3BP1 ima klju¢nu ulogu u agregaciji proteina i RNA u stresnim granula te se sastoji
od viSe domena, ukljucuju¢i NTF2L (koji omogucuje interakciju s drugim proteinima), RNA-
vezujuéu domenu (RRM, od engl. RNA Recognition Motif) 1 arginin-glicinski bogate regije.
Ove komponente omogucuju formiranje stres granula koje usporavaju virusne infekcije. Virusni
N protein iskoriStava navedeni mehanizam tako Sto se natjece s drugim stani¢nim proteinima
za vezivanje za G3BPI, ometaju¢i njegovu funkciju. Ova konkurencija je kljucna za

sprjeCavanje stvaranja stres granula (45, 46).

Eksperimentalna istraZivanja pokazala su da mutacija na N proteinu, odnosno njegovom
F17A ostatku, poniStava sposobnost ovog proteina da se veze za G3BP1, ¢ime se omogucuje

formiranje stres granula i smanjuje replikacija virusa (45, 46).

1.6. Razvitak inhibitora stres granula na temelju N proteina koronavirusa

S obzirom da SARS-CoV-2 dokazano inhibira nastanak stres granula pomocu svog N
proteina, njegova struktura moze koristiti za pronalazak postojecih i sintezu novih lijekova kao
terapijska mogucnost kod bolesti kojima je patogeneza pretjerano stvaranje stres granula.

Primjerice, u nekoliko vrsta raka je dokazana korelacija vece koli¢ine stres granula i pove¢anog



prezivljavanja stanica tumora putem mehanizama kao §to su olakSano prezivljavanje 1 otpornost

na kemoterapiju (23).

Kod raka gusterace, mutirane stanice raka pod stresom mobiliziraju stres granule kako
bi se poboljsala sposobnost tumora za prezivljavanje (47). Smanjena kolicina G3BP1 u
ksenograftima, presadenim stanicama sarkoma, sprjecava in vivo stvaranje stres granula i
invaziju tumora te potpuno blokira metastaze sarkoma na plu¢ima u misjim modelima (48).
Kod glioma, ukazano je da bi stvaranje stres granula u njithovim stanicama moglo biti
odgovorno za otpornost malignih glioma na kemoterapijske lijekove (49). Sli¢no tomu, lijek
sorafenib inducira stvaranje stres granula u razli¢itim stanicama raka ukljucujuci

hepatocelularni karcinom, za ¢ije lijeCenje je indiciran (50).

Takoder, poveéana koli¢ina stres granula povezuje se i s mehanizmom pogorsanja nekih
neurodegenerativnih bolesti. Kada se stres granule ne uspiju pravilno rastaviti, mogu potaknuti
nakupljanje toksic¢nih proteinskih fibrila. Ova patoloska fibrilizacija RBP-a u stres granulama

osigurava vezu izmedu produljenog stanicnog stresa i razvoja neurodegenerativnih bolesti (51).



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja je razviti nove inhibitore G3BP1/2, na temelju strukture poznatog

inhibitora, N proteina SARS-CoV-2.
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3. METODE



3.1. Pronalazak Kristalografske strukture receptora pregledom baze podataka

U bazi podataka Protein Dana Bank (52) pronadene su kristalografske strukture G3BP
proteina pod Siframa 8th1, 7suo i 8v1l. Prve dvije strukture predstavljaju strukture G3BP
proteina u kompleksu s SARS-CoV-2 N proteina dvije varijante COVID-19 virusa - divlji
tip (7suo) 1 alfa varijanta (8thl), dok 8vll predstavlja G3BP protein u kompleksu s

eksperimentalno potvrdenim inhibitorom, G3Ia.

Slika 3. Strukture G3BP proteina u kompleksu s SARS-CoV-2 N proteina dvije varijante
COVID-19 virusa: lijevo: alfa varijanta (8th1) (45), desno: divlji tip (7suo) (53).

Slika 4. G3BP protein u kompleksu sa svojim eksperimentalno potvrdenim inhibitorom G3la

(54).
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3.2. Analiza vezivanja N proteina razli€itih sojeva koronavirusa na G3BP protein

Discovery Studio (55) je program je koriSten za analizu.

Na temelju pronadenih kristalografskih struktura 7suo i 8thl je odredeno vezivanje N
proteina dviju varijanti koronavirusa (alfa varijanta i divlji tip). Usporedivane su razlike u
vezivanju aminokiselina G3BP proteina s aminokiselinama N proteina 1 vrstama veza u svim
interakcijama.

Usporedom analizom pronadene su zajednicke regije na koje se veze N protein oba tipa
koronavirusa. Na taj nacin smo identificirali kljucne farmakofore N proteina za vezanje na

G3BP protein.

3.3. Probir baze podataka

Nakon pronalaska farmakofora koji omogucavaju vezanje za G3BP1/2 protein, koriSten

je mrezni servis ZINCPharmer (56). On sadrzi bazu molekula koja se moze pretrazivati.

Mrezni servis je koristen za izradu mape farmakofora odnosno prikaza dijelova strukture
koji su bitni za vezanje za G3BP protein. Nakon toga je proveden probir molekula (engl.
screening) tako Sto su pronadene sve molekule koje imaju identi¢ne farmakofore kao izradena

mapa farmakofora.

3.4. Obrada strukture receptora
Idu¢i korak je sidrenje pronadenih molekula i referentnih molekula na receptor. Za
sidrenje su potrebni ligandi 1 receptor, odnosno meta djelovanja liganada — G3BP protein.

Odabrana struktura proteina je pronadena u bazi podataka Protein Data Bank (Sifra

8vll).

Kako bi sidrenje moglo biti provedeno, receptor i ligande je potrebno obraditi. To je

vecinski napravljeno pomocu programa Chimera (57).
Postupci za pripremanje molekula za sidrenje:

e uklanjanje otapala

e uklanjanje liganda

14



e uklanjanje nepotrebnih peptidnih lanaca

e dodavanje vodika i naboja

e popravljanje aminokiselinskih lanaca koji su nedostajali koriste¢i Dunbrackovu 2010
knjizicu rotamera (58)

e provodenje minimizacije energije proteina pomoc¢u AMBER programa integriranog u

Chimeru (59,60)

3.5. Priprema fleksibilnog i rigidnog dijela receptora za molekulsko sidrenje

AutoDock Tools (verzija 1.5.6.) (61) je program koristen za kona¢nu pripremu proteina
(receptora) za molekulsko sidrenje. Odabrani su fleksibilni i rigidni dio receptora te datoteke

pripremljene za fleksibilni 1 rigidni dio receptora koji su bili meta sidrenja.

3.6. Priprema liganda

Open Babel (62) je program koriSten za pocetnu obradu liganda, odnosno za dodavanje

vodika na strukture. Nakon toga je koriSten program Meeko (63) za daljnju obradu liganda:

e dodijeljivanje tipova atoma
e dodavanje naboja

e provjera protonacije

e spajanje nepolarnih vodika

e definiranje rotabilnih veza

3.7. Molekularno sidrenje

AutoDock Vina (verzija 1.1.2.) (64-66) je program koriSten za molekularno sidrenje.
Nalazi se na superracunalu Supek koji se nalazi na Znanstveno-uciliSnom kampusu Borongaj

SveuciliSta u Zagrebu te mu je pristupljeno vezom na daljinu.

Za molekularno sidrenje je koriSten jedan ¢vor superracunala s 64 procesorske jezgre i

128GB radne memorije.
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Provedeno je fleksibilno sidrenje molekula pri ¢emu su aminokiselinski ostatci arginin
na polozaju 32 i lizin na polozaju 123 ¢inili fleksibilni dio receptora dok je ostatak receptora
bio rigidan. Postavke sidrenja su postavljene tako da je temeljitost sidrenja bila 300 i

maksimalni broj poza koje ¢e se generirati tijekom sidrenja 100.

3.8. Validacija molekularnog sidrenja

G31a je eksperimentalno potvrdeni inhibitor G3BP1/2 ¢ija je kristalografska struktura
poznata te je dostupna u bazi podataka PDB.

Kako bismo validirali molekulsko sidrenje, strukturu potvrdenog inhibitora smo preklopili
s najboljom pozom liganda. Rezultate preklapanja smo ocjenjivali prema RMSD (od engl. root-
mean-square deviation) vrijednosti. Uobi€ajeni pristup za usporedbu struktura biomolekula ili
¢vrstih tijela je translacija i rotacija jedne strukture u odnosu na drugu kako bi se navedena
vrijednost smanjila. RMSD predstavlja kvantifikaciju razlike izmedu eksperimentalne i
predvidene pozicije inhibitora. Ako je RMSD manji od 2 A, sidrenje se smatra uspje$nim.(67)

Dokazali smo da je model validan jer je RMSD vrijednost <2.

3.9. Obrada rezultata sidrenja

ChimeraX (68,69) je program koriSten za stvaranje slika kompleksa ligand-receptor
nakon sidrenja te za preuzimanje kompleksa za daljnju analizu vezanja putem Discovery Studio

programa.

3.10. Predvidanje potencijalne toksi¢nosti pronadenih liganada

PRED-hERG (70,71) je mreZni raunalni alat koriSten za predvidanje sréane toksi¢nosti
preko hERG kalijevih kanala. Ako dode do blokade hERG kalijevih kanala lijekom, moZe do¢i
do ozbiljnih sréanih aritmija 1 smrti. Zbog toga se koristi za predvidanje sréane toksi¢nosti
uzrokovane ispitivanim molekulama kako bi se blokatori navedenih receptora eliminirali iz

daljnjeg istraZivanja potencijalnih liganada za G3BP receptor.
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3.11. Predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava liganada

RDKit (72) je program kojim smo izracunali fizikalno-kemijska svojstva liganada.
Ligande smo rangirali u tablici prema ocjeni sidrenja, fizikalno-kemijskim svojstvima i

predvidenoj kardiotoksi¢nosti.
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4. REZULTATI



4.1. Analiza vezivanja N proteina dvaju sojeva koronavirusa za G3BP1/2
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Slika 5. Vezivanje N proteina divljeg tipa koronavirusa za G3BP1/2

Interakcije
[] van der Waals [0 Pi-Piuoblikuslova T
[] vodikova veza vode [ alkil

[T Pi-alkil

I konvencionalna vedikova veza
1 vodikova veza ugljika

Slika 6. Vezivanje N proteina alfa tipa koronavirusa za G3BP1/2
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Slike 5 1 6 (iznad) prikazuju analizu vezivanja N proteina iz dvaju sojeva koronavirusa
za G3BP1/2. Vezani spojevi su analizirani te je putem toga je zaklju¢eno koje su zajednicke
aminokiseline potrebne za njihovo vezivanje za receptor. Na taj nacin su dobivene potencijalne
farmakofore. Te aminokiseline su prolin 6, valin 11, fenilalanin 124, asparagin 122, fenilalanin

15 1 fenilalanin 33.

Odabran je fragment N proteina koji omogucuje vezanje svih pet aminokiselina koje su
potencijalne farmakofore 1 na temelju toga konstruiran spoj uzor koji je sluzio za izradu

farmakoforne mape. Spoj uzor predstavlja fragment N proteina koji se veze na G3BP.

4.2. Probir baze podataka

Na temelju spoja uzora je izradena farmakoforna mapa u ZincPharmeru. Pronadeno je
9022 molekule koje svojim farmakoforima odgovaraju naSoj farmakofornoj mapi. Nakon
uklanjanja duplikata i molekula koje su bile defektne, ostalo je 5921 molekula koje su preuzete
na rac¢unalo. Pridodana su jo§ dva liganda: referentni ligandi G3Ia 1 G3Ib (Slika 7.) §to ukupno

¢ini 5924 liganda.

Slika 7. Strukture eksperimentalno dokazanih inhibitora G3BP
a) G3BP inhibitor a (G3Ia) (47) b) G3BP inhibitor b (G31b) (73)
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4.3. Rezultati sidrenja

U rezultatima sidrenja (Tablica 1), izdvojeno je 20 liganada s najpovoljnijim afinitetom
vezanja, po ¢emu su i poredani. Za svaki spoj su navedena i svojstva: molekulska masa,

kardiotoksi¢nost, logP te broj donora i akceptora vodikovih veza u svakom spoju.

Ligandi s najpovoljnijim afinitetom vezanja, a koji nisu kardiotoksi¢ni imaju afinitete

-11,11, -10,94 1 10,87. Eksperimentalno potvrdeni inhibitor G3BP ima afinitet -6.11.

Ligandi s najpovoljnijim afinitetom imaju molekulske mase 434,14, 423,16 1 429,21
g/mol. G3Ia ima molekulsku masu 713,41 g/mol.

Spomenuti ligandi imaju logP vrijednosti 3,09, 4,39 1 4,10 dok G3Ia ima logP vrijednost
2,99.

G3la ima 5 donora i 7 akceptora vodikove veze, dok spomenuti ligandi imaju

maksimalno 3 donora, odnosno 4 akceptora vodikove veze.
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Tablica 1. 20 liganada s najpovoljnijim afinitetom vezanja, fizikalno kemijskim svojstvima i

procjeni kardiotoksi¢nosti.

Molekulska masa

Ime liganda Afinitet Kardiotoksi¢an LogP? HBDP HBA®
(g/mol)

G3la -6,11 713,416377352 ne 2,9895 5 7

G3Ib -7,8 606,3781207 ne 4,2253 4 5
ZINC40390689 -11,14 465,1800896 da 3,5503 3 5
ZINC09793391 -11,11 434,1390333 ne 3,0942 3 4
ZINC08966180 -10,94 423,1582915 ne 4,3987 2 3
ZINC08644755 -10,87 429,2052417 ne 4,10104 2 3
ZINC46055806 -10,77 492,3009393 da 4,98672 2 2
ZINC08644707 -10,76 451,1895917 ne 4,6374 2 3
ZINC13112445 -10,68 455,2208918 ne 4,363 2 3
ZINC03459302 -10,67 433,2365419 ne 4,029 2 3
ZINC40383601 -10,6 445,2113897 da 3,4699 3 5
ZINC08644752 -10,56 429,2052417 ne 4,10104 2 3
ZINC12806625 -10,56 467,2208918 ne 4,29264 2 3
ZINC403888064 -10,53 431,1957397 da 3,2239 3 5
ZINC03275368 -10,52 441,1688562 ne 3,8969 2 4
ZINC05440358 -10,51 449,1863178 ne 2,7288 3 6
ZINC10217601 -10,49 469,1750042 da 2,5019 2 5
ZINC40399629 -10,49 443,1393677 da 3,8703 4 5
ZINC40383598 -10,48 445,2113897 da 3,4699 3 5
ZINC09577803 -10,46 470,1954053 ne 3,64154 3 4
ZINC08899739 -10,45 470,1954053 da 3,64154 3 4
ZINC40389097 -10,43 431,1957397 da 3,3664 3 5

* omjer raspodjele spoja izmedu otapala oktanola i vode

® donor vodikove veze od engl. hydrogen bond donor

¢ akceptor vodikove veze od engl. hydrogen bond acceptor
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Slika 8. Referentni spoj G3Ia i njegove interakcije s veznim mjestom na receptoru.
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LEU
A:22
Interakcije
[P konvencionalna vodikova veza [ pi-Pi slaganje
[T halogen (fluor) [ Pi-alkil
I pi-sigma

Slika 9. a) ligand ZINC09793391, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,
plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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2

Nm
-

Interakcije
I konvencionalna vodikova veza [ pi-pi slaganje
B pi-sigma [ pi-alkil

Slika 10. a) ligand ZINC08966180, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,
plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

I konvencionalna vodikova veza [0 Pi-Pislaganje

I pisigma [ pi-alkil

Slika 11. a) ligand ZINC08644755, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,
plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

[ konvencionalna vodikova veza [0 Pi-pi slaganje

I pisigma [ pi-alkil

Slika 12. a) ligand ZINC08644707, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,
plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

I konvencionalna vodikova veza ] alkil
I pi-sigma [ pi-alkil
[ Pi-Pi slaganje

Slika 13. a) ligand ZINC13112445, b) ligand usidren u receptor (ruZicasto-rigidni dio receptora,

plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

[] van der waals 0 amid-pi slaganje
[ konvencionalna vodikova veza 1 alkil

B Pi-Piu oblikuslova T [ pi-alkil

Slika 14. a) ligand ZINC03459302, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,

plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

[ konvencionalna vodikova veza [ alkil
B pi-sigma [ pi-alkil
[ Pi-Pi slaganje

Slika 15. a) ligand ZINC08644752, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio receptora,

plavo-fleksibilno dio receptora), ¢) aminokiseline receptora putem kojih je ligand vezan te vrste

interakcija izmedu receptora i liganda
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Interakcije

I kenvencionalna vodikova veza [ Pi-alkil
[ pi-Pislaganje

Slika 16. a) ligand ZINC12806625, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio
receptora, plavo-fleksibilno dio receptora), c) aminokiseline receptora putem kojih je ligand

vezan te vrste interakcija izmedu receptora 1 liganda
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Interakcije

I konvencionalna vodikova veza [ Pi-alkil
[] vodikova veza ugljika

Slika 17. a) ligand ZINC03275368, b) ligand usidren u receptor (ruzic¢asto-rigidni dio
receptora, plavo-fleksibilno dio receptora), c) aminokiseline receptora putem kojih je ligand

vezan te vrste interakcija izmedu receptora i liganda
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VAL
A:l1l
Interakcije
- konvencionalna vodikova veza |:| Pi-alkil

Slika 18. a) ligand ZINC05440358, b) ligand usidren u receptor (ruzicasto-rigidni dio
receptora, plavo-fleksibilno dio receptora), c) aminokiseline receptora putem kojih je ligand

vezan te vrste interakcija izmedu receptora i liganda
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Usporedujuci farmakofornu mapu koju smo koristili za sidrenje, koja je ukljucivala asparagin
122, fenilalanin 15, fenilalanin 124, valin 11 i prolin 6, s farmakofornom mapom liganada G3Ia,
uvidamo da novootkriveni ligandi imaju nekoliko novih zajednickih interakcija s veznim
mjestom receptora: glicin 18 vezan vodikovom vezom te leucin 114 i 22 koji s receptorom
stupaju u pi-alkilnu interakciju. Posebno je znacajna interakcija leucina 22 jer se on veze putem

hidrofobnog dzepa.

Slika 19. Vezanje novootkrivenih liganada (zuto) i referentnog liganda (zeleno) na vezno

mjesto G3BP (ruzifasto) s novim veznim mjestom leucina 22 (plavo).
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4.4. Validacija molekulskog sidrenja

Slika 20. Prikaz eksperimentalne poze referentnog liganda G31a (bez) i njegove poze nakon

sidrenja (plavo).

Nakon provedbe validacije molekulskog sidrenja, dokazano je da je molekulsko sidrenje

valjano jer RMSD vrijednost iznosi manje od 2 A.
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5. RASPRAVA



U nasSem istrazivanju, koristec¢i strukture N proteina dvaju sojeva SARS-CoV 2 virusa
(dokazani inhibitor stvaranja stres granula), identificirali smo farmakofore potrebne za njihovo
vezanje na G3BP1/2 (sastavni dio stres granula i bitna komponenta za njihov nastanak).
Pomoc¢u farmakofora smo izradili spoj uzor te prema njemu pronasli potencijalnih 9022
molekula za molekulsko sidrenje u G3BP1/2 receptor. Uklanjanjem defektnih molekula 1
duplikata, dosli smo do 5921 molekule koje smo uz eksperimentalno dokazane inhibitore (G31a
1 G31Ib) (54) 1 spoj uzor virtualno sidrili u G3BP1/2. Analizirali smo rezultate sidrenja i prikazali

rezultate 10 molekula koje pokazuju najpovoljniji afinitet vezanja.

Povoljniji afinitet ovih molekula moze se pripisati njihovoj sposobnosti da iskoriStavaju
dodatno vezno mjesto na G3BP, hidrofobni dZep u blizini aminokiseline leucina 22 §to dodatno
stabilizira interakciju izmedu liganada i proteina. Novopronadene molekule takoder imaju

dodatna vezna mjesta preko aminokiselina glicina 18 i leucina 114.

Fizikalno-kemijska svojstva molekula su analizirana pomo¢i Lipinski pravila petice.

Pravilo petice ukazuje na to da je veca vjerojatnost da ¢e do¢i do slabe apsorpcije molekule

kada:

1. postoji viSe od 5 donora vodikove veze

2. postoji viSe od 10 (5%2) akceptora vodikove veze
3. molekularna masa je ve¢a od 500 Da (5 x 100)
4

. izraCunati log P je ve¢i od 5

Prema Lipinski pravilu petice, jedna od smjernica za predvidanje dobre oralne
bioraspolozivosti lijeka je da spoj ne bi trebao imati viSe od 5 donora vodikovih veza i 10
akceptora vodikovih veza. Spojevi koji imaju viSe od ovih grani¢nih vrijednosti ¢esto imaju

problema s apsorpcijom i permeabilnos¢u bioloSkih membrana. (74)

Manja molekulska masa se povezuje s boljom apsorpcijom zbog lakSeg prolaZenja
bioloskih membrana te zbog generalne korelacije vec¢e molekulske mase s ve¢im brojem donora

1 akceptora vodikove veze ¢ime takoder dolazi do slabije apsorpcije i permeabilnosti. (75)

LogP je mjera lipofilnosti molekule koja opisuje koliko se tvar preferencijalno otapa u
organskom otapalu u usporedbi s vodom. Ova vrijednost se odnosi na omjer raspodjele spoja
izmedu dva nespojiva otapala — obi¢no n-oktanol (kao predstavnik organske faze) i vode. Vazan
je pokazatelj za predvidanje bioloske aktivnosti, farmakokinetike i apsorpcije lijekova jer utjece

na sposobnost molekula da produ kroz bioloSke membrane. (76)
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Izdvojene molekule ne krSe niti jednu stavku Lipinski pravila petice.

Osim boljeg afiniteta vezanja i zadovoljenog Lipinski pravila petice, novopronadene
molekule imaju povoljnija fizikalno-kemijska svojstva u usporedbi s referentnim molekulama
G3la 1 G3Ib zahvaljuju¢i odsutnosti peptidnih veza, S$to teorijski poveéava njihovu

bioraspolozivost i potencijalno poboljsava farmakokinetiku.

Ovi rezultati predstavljaju bitan korak u pronalasku novih lijekova za lijeCenje tumora
kao Sto su primjerice rak gusterace, pluéni sarkom, hepatocelularni karcinom te za lijeCenje
neurodegenerativnih bolesti. Obje skupine obuhvacaju bolesti koje u svojoj patofiziologiji

imaju povecanje broja stres granula kao mehanizam pogorSanja bolesti.

Iako nasi rezultati pokazuju veliki potencijal, vazno je naglasiti da su oni iskljucivo
racunalni i nisu eksperimentalno potvrdeni. To znaci da su potrebna daljnja in vitro i in vivo
ispitivanja kako bi se predloZzene molekule validirale. Takoder, jedna od ogranicenja naseg
modela je nedostatak uloge vode. Voda, koja igra vaznu ulogu u veznim interakcijama, nije
ukljucena u na§ model, §to moZe utjecati na toCnost predikcija. Zbog toga je moguce da ce
kasnija analiza, ukljucujuéi vodu, zahtijevati prilagodbu ili poboljSanje molekulskih modela.
Takoder, ove molekule mogu zahtijevati daljnje optimizacije kako bi se dodatno poboljsala

njihova farmakokineti¢ka svojstva i smanjila potencijalna toksic¢nost.
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6. ZAKLJUCCI



Pomocu poznatih inhibitora, pronasli smo nove potencijalne inhibitore G3BP1/2 te
analizirali i prikazali 10 molekula koje pokazuju najpovoljniji afinitet vezanja. Izdvojene
molekule takoder imaju bolja fizikalno-kemijska svojstva od eksperimentalno dokazanih
inhibitora G3Ia 1 G3Ib §to ih sveukupno ¢ini boljim kandidatima za razvoj novih lijekova za
inhibiciju stvaranja stres granula. Ovaj mehanizam djelovanja ima znacajan potencijal kao
terapija za tumore i neurodegenerativne bolesti. Sljedeci korak je eksperimentalna validacija i
optimizacija molekula kako bi se razvili lijekovi sa §to boljim svojstvima za terapijsku

primjenu.
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8. SAZETAK



Naslov: Razvoj potencijalnih inhibitora humanog G3BP1/2 proteina

Cilj: Cilj istrazivanja je razviti nove inhibitore G3BP1/2, na temelju strukture poznatog

inhibitora, N proteina SARS-CoV-2.

Metode: U ovom istrazivanju proucavana je kristalografska struktura G3BP proteina koriste¢i
Protein Data Bank baze podataka, posebno strukture 7suo, 8thl i 8vll. Provedena je analiza
vezivanja N proteina SARS-CoV-2 virusa na G3BP protein koriste¢i Discovery Studio, ¢ime su
identificirane klju¢ne regije za interakciju. Na temelju dobivenih farmakofornih mapa izvrSen
je probir molekula pomoc¢u ZINCPharmer servisa. Struktura proteina i liganada obradena je u
programima Chimera i Open Babel, a molekulsko sidrenje provedeno je koristenjem AutoDock
Vina na superracunalu Supek. Validacija sidrenja izvrSena je usporedbom RMSD vrijednosti
izmedu eksperimentalno potvrdenog inhibitora i najpovoljnije poze nakon sidrenja. Nakon
toga, ChimeraX koriSten je za vizualizaciju kompleksa, a PRED-hERG alat za predvidanje
sréane toksicnosti liganada. Konac¢no, RDKit je upotrijebljen za procjenu fizikalno-kemijskih

svojstava liganada, na temelju ¢ega su odabrani najperspektivniji kandidati.

Rezultati: U istrazivanju je izdvojeno 20 liganada s najpovoljnijim afinitetom vezanja na G3BP
protein. Najpovoljniji afiniteti vezanja, izuzimajuéi kardiotoksi¢ne ligande, su -11,11, -10,94 i
-10,87, §to je znatno bolje od eksperimentalno potvrdenog inhibitora G3BP (G3Ia) s afinitetom
-6,11. Ti ligandi imaju molekulsku masu izmedu 423,16 1 434,14 g/mol, dok G3Ia ima masu od
713,41 g/mol. LogP vrijednosti su 3,09, 4,39 i 4,10 u usporedbi s 2,99 liganda G3Ia. Najbolji
ligandi imaju maksimalno 3 donora 1 4 akceptora vodikovih veza, dok G3Ia ima 5 donora 1 7

akceptora.

Zakljucak: Identificirano je 10 novih potencijalnih inhibitora G3BP1/2 s boljim afinitetom
vezanja 1 fizikalno-kemijskim svojstvima od postojecih inhibitora G31a 1 G3Ib. Ove molekule
predstavljaju obecavajuce kandidate za razvoj lijekova koji inhibiraju stvaranje stres granula,
Sto bi moglo biti korisno u lije¢enju tumora i neurodegenerativnih bolesti. Daljnji koraci

ukljucuju eksperimentalnu validaciju i optimizaciju ovih spojeva za terapijsku primjenu.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Development of potential inhibitors of human G3BP1/2 protein

Objectives: The aim of this research is to develop new G3BP1/2 inhibitors based on the
structure of known inhibitors, the N protein of the SARS-CoV-2.

Methods: The crystallographic structure of the G3BP protein was studied using the Protein
Data Bank database, focusing on the structures 7suo, 8th1, and 8v1l. Binding analysis of the N
protein of the SARS-CoV-2 virus to the G3BP protein was conducted using Discovery Studio,
identifying key interaction regions. Based on the obtained pharmacophore maps, molecule
screening was performed using the ZINCPharmer service. The structure of proteins and ligands
was processed using Chimera and Open Babel, and molecular docking was performed using
AutoDock Vina on the Supek supercomputer. Docking validation was carried out by comparing
RMSD values between the experimentally confirmed inhibitor and the most favorable positions
after docking. ChimeraX was then used for visualizing the complexes, and the PRED-hERG
tool was used to predict cardiac toxicity of the ligands. Finally, RDKit was employed to evaluate
the physicochemical properties of the ligands, based on which the most promising candidates

were selected.

Results: The study identified 20 ligands with the most favorable binding affinity to the G3BP
protein. The most favorable binding affinities, excluding cardiotoxic ligands, were -11.11, -
10.94, and -10.87, significantly better than the experimentally confirmed G3BP inhibitor (G31a)
with an affinity of -6.11. These ligands have a molecular weight between 423.16 and 434.14
g/mol, whereas G3Ia has a weight of 713.41 g/mol. Their logP values are 3.09, 4.39, and 4.10,
compared to 2.99 for G3Ia. The best ligands have a maximum of 3 hydrogen bond donors and

4 acceptors, while G3Ia has 5 donors and 7 acceptors.

Conclusion: Ten new potential G3BP1/2 inhibitors with more favorable binding affinity and
physicochemical properties than existing inhibitors G31a and G31Ib have been identified. These
molecules represent promising candidates for the development of drugs that inhibit stress
granule formation, which could be beneficial in the treatment of tumors and neurodegenerative
diseases. Further steps include experimental validation and optimization of these compounds

for therapeutic application.
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