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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija kandidata magistra farmadgka Kalinica, pod naslovom
Simulacije molekularne dinamike i racunarsko dizajniranje inhibitora protein lizin
metiltransferaze EZH2, napisana je na 241 strani standardnog formatkurdentovana sa
54 slike (od toga 3 u prilogu), 22 tabele (od t&a prilogu), 413 literaturnih navoda i 3
priloga. Tekst disertacije organizovan je u 7 pelga Uvod, Cilj rada, Eksperimentalni deo,
Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literaturai Priloz.

U Uvodu, dat je pregled epigenetskih mehanizama regulaeipeskripcije proteina u zdravim
i maligno transformisanintelijama i opisan terapijski potencijal modulacijpigenetskih

ciljnih mesta dejstva. Detaljnije su opisane stukti funkcija protein lizin metiltransferaze
EZH2, odnosno PRC2 kompleksa u okviru kojeg je EZtk#Bivan. Istaknut je potencijal



inhibicije EZH2 kao strategije u razvoju novih deienih antitumorskih lekova, a zatim je
predstavljen pregled poznatih inhibitora EZH2. @pissu mehanizmi razvoja rezistencije na
antitumorske lekove, uz poseban osvrt na ulogu manskih transportera kao Sto su P-
glikoprotein (Pgp) i protein rezistencije karcinoniiojke (BCRP). Istaknut je ztay
predvidanja moguanosti interakcije novih antitumorskih lekova sa ravitransporterima
tokom njihovog otkréa i razvoja. U poslednjem delu uvodnog poglavig,jd kratak pregled
odabranih réunarskin metoda koje se koriste u racionalnom dizmju lekova,
prevashodno simulacija molekularne dinamike (MDyragiuna slobodne energije vezivanja

i razlicitih pristupade novo ratunarskom dizajnu hemijskih struktura.

U poglavlju Cilj rada navedeni su najzfajniji ciljevi istrazivanja sprovedenog u okviru

disertacije.

Poglavlje Eksperimentalni deo podeljeno je u tri celine. U prvoj su opisan€umarske
metode i protokoli kori&ni za homologo modeliranje i simulacije molekuéminamike
EZH2, u apo obliku i u kompleksu sa 13 poznatihbitbra ovog enzima. Takie, opisan je
pristup razvoju i validaciji farmakofornih modelahibitora EZH2. U drugoj celini, opisan je
pristup uspostavljanju tanarskin modela za klasifikovanje jedinjenja kagsitata i
nesupstrata Pgp-a i BCRP-a. Uctecelini, predstavljeni su detalji implementacijgoritma

zade novo dizajn, koja je izvrSena u programskom jeziku Byth

PoglavljeRezultati i diskusija takaie je organizovano u tri celine. U prvoj celini, gséavljen
je razvoj modela vezivhog mesta za kofaktor u $tnikEZH2. Rezultati simulacija
kompleksa poznatih inhibitora i EZH2, dobijenih i§6enjem razvijenog modela, analizirani
su u kontekstu dostupnih eksperimentalnih podat&azmatrane su kifme strukturne
odrednice selektivnosti i aktivnosti inhibitora EZHuzimaj¢i u obzir rezultate MM/GBSA
prora&una i r&unarske mutageneze u alanin. Dat je osvrt na odsiskture i aktivnosti
poznatih inhibitora u kontekstu modelovane struktwezivhog mesta. U drugoj celini,
predstavljene su prediktivne karakteristike razuheklasifikacionih modela za predianje
transporta posredovanog Pgp-om i BCRP-om i prikiazaultati njihove eksterne validacije.
Diskutovano je supstratno preklapanje izmégp-a i BCRP-a i implikacije koje ono ima u
dizajnu novih antitumorskih lekova. U &Em segmentu, izloZeni su rezultati validacije
farmakofornih modela inhibitora EZH2. Diskutovane isleje i principi implementiranog
algoritma zale novo dizajn, uz njegovo podenje sa postofgm algoritmima za ovu namenu.
Opisani su i rezultati analize uticaja parametdgarama na njegovu konvergenciju. Dalje,

izloZeni su rezultati dizajna novih jedinjenja penom implementiranog algoritma i koraci



pomcaiu kojih je inicijalna kolekcija dizajniranih jediaja redukovana do 11 struktutga

je interakcija sa EZH2 pr@avana simulacijama molekularne dinamike. Pet jediaj, koja
su tokom simulacija ostala stabilna u komplekstialffeo su analizirana u smislu interakcija
sa vezivnim mestom i potencijalom za dalje struktumodifikacije. Kon&no, opisana je
optimizacija jednog jedinjenja, ko&8njem simulacija MD i razvijenih modela za

predvidanje afiniteta za Pgp i BCRP, koja je za cilj imelininisanje afiniteta za Pgp.

U poglavlju Zakljucak, zbirno su prikazani najzsajniji rezultati istrazivanja i njihov ziaj
u otkricu novih potencijalnih inhibitora EZH2.

U Literaturi, citirano je 413 referenci, ukiujuci softver koji je korigen u istraZivanju,

Vankuverskim stilom.

PoglavljePrilozi sadrzi 9 tabela i 3 slike. Brilogu A, dati su numegki rezultati pojedinih
prora&una slobodne energije koji su diskutovani u osnaviekstu. UPrilogu B dati su: (i)
setovi koji su kori&eni za uspostavljanje modela za préddwije transporta Pgp-om i BCRP-
om; (ii) svi deskriptori ukljdgeni u finalne modele, uz opsege vrednosti kojimaedinisani
domeni primenjivosti modela; (iii) rezultati valicige modela uz kori&nje alternativnih
definicija domena primenjivosti. Brilogu C, prikazane su oddene karakteristike funkcija

procene kori&nih u algoritmu zae novo dizajn.

2. Opis postignutih rezultata

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je lsimmna racionalizacija aktivnosti
poznatih inhibitora EZH2, nd&ijim osnovama je izvrSeno ¢anarsko dizajniranje novih

potencijalnih inhibitora ovog enzima.

U pacetnom delu studije, razvijen je model vezivnog raest kofaktor u strukturi EZH2, za
koje je na osnovu literaturnih podataka pretpogtaal da predstavlja vezivno mesto poznatih
piridonskih inhibitora EZH2. Simulacijama MD i patunima slobodne energije vezivanja
utvrdeno je dobro slaganje izahe ratunarski procenjene i eksperimentalno dérre energije
vezivanja poznatih inhibitora (R = 0,74 — 0,88)ne je potvidena validnost uspostavljenog
modela. Analiza prikupljenih trajektorija | d@narska mutageneza odabranih aminokiselina
vezivhog mesta u alanin ukazale su da postoji rnekadkljucnih odrednica aktivnosti
poznatih inhibitora: (i) uspostavljanje vodamih veza i drugih polarnih interakcija sa NHS

motivom enzima, prevashodno kosturom proteina yildg89 i bacnim lancem N688; (ii)



hidrofobni kontakti sa hmim lancima post-SET domena (1739, E742, M743) lsnji od
zn&aja ne samo za aktivnost, ¢veznaajno doprinose selektivnosti inhibitora; (iii)
aromaténe interakcije sa Y661 i F665, kao i sumpor-areterakcije sa C663. Dobijeni
rezultati ukazali su na neophodnost pravilnog pomicanja post-SET domena u cilju
stabilizacije inhibitora u vezivnhom mestu i istakhaaj modeliranja ovog dela strukture, uz
razmatranje njene dinatme prirode kori&enjem simulacija MD. Rezultati ovog dela studije
predstavljali su osnovu za definisanje farmakofgrnoodela koji je iskori&en kao matrica u
de novo dizajnu novih potencijalnih inhibitora. Farmakafosu validirane koré&enjem seta
poznatih inhibitora i molekula ,mamaca“ i pokazak veoma dobru sposobnost
identifikovanja stvarno aktivnih molekula (AUROQ36/ — 0,911; Efy, 10,68 — 14,22).

U drugom segmentu studije, izvrSen je razvéunarskih modela za predhanje transporta
posredovanog Pgp-om i BCRP-omij je cilj bio da omoguée dizajn i optimizaciju novih
jedinjenja koja ne bi predstavljala supstrate dxalmsportera, i koja bi time imala maniji rizik
od razvoja rezistencije. Prikupljeni su visoko kistentni setovi podataka koégnjem jasno
definisanih kriterijuma za procenu pouzdanosti dpsih eksperimentalnih podataka.
Koris¢enjem ovih setova i dve ragiie metode masinskogenja (veSté&ke neuronske mreze
i support vector machines) razvijeni su modeliije su prediktivne performanse interno i
eksterno validirane. Validacijom je pokazano dadptavljeni modeli imaju uravnotezen
odnos senzitivnosti i speaifiosti preduianja, prosénu tanost ~ 80% i primenjivost u
velikom delu hemijskog prostora od zag za medicinsku hemiju. Istaknuta je
interpretabilnost deskriptora ukg§enih u finalne modele u kontekstu njihove primeosity u
optimizaciji struktura novodizajniranih jedinjenjdakade, izvrSena je analiza supstratnog
preklapanja Pgp-a i BCRP-a koja je ukazala na pog® veoma ograténog hemijskog
prostora u kojem se mogu dnajedinjenja koja nisu supstrati nijednog od ovaadv
transportera. Razvoj i validacija ovih modela ptadgali su osnovu za modifikacije

strukture novodizajniranih jedinjenja udem segmentu studije.

U poslednjem delu studije, izvrSena je implemelpagigoritma zale novo dizajn hemijskih
struktura koji omogéava istovremenu optimizaciju u prostoru viSe cejedizajna. Opisani
algoritam omogéava dizajn struktura podudarnih sa definisanom &fornom hipotezom,
koje bi istrovremeno trebalo da budu sintetski dpse i da poseduju adekvatne dko-
hemijske karakteristike. Farmakoforne hipoteze&erie u dizajnu dobijene su iz kompleksa
simuliranih primenom MD, a u proceni farmakofordi€rsosti kori€ena je i sknost oblika

dizajniranih struktura sa bioaktivnim konformacijamnhibitora.



Primenom algoritma zde novo dizajn, formirana je kolekcija od 2.237 struktukaja je
filtrirana u nekoliko koraka u cilju identifikovaaj optimalnih struktura za danarski
zahtevnije simulacije MD. Filtriranjem su uklonjepetencijalno promiskuitetne strukture i
strukture neadekvatnih fidto-hemijskih karakteristika. U finalnom koraku, l&enjem
molekulskog dokinga na viSe konformacija EZH2, odab je 11 struktura za MD
simulacije. Od ovih 11 struktura, 5 je pokazalo @amljavajitu energiju vezivanja,
procenjenu MM/GBSA metodom. Odabrane strukture ¢hose slicnost sa poznatim
inhibitorima u ndinu interakcije sa vezivnim mestom, ali istovrem@nedstavljaju sustinski
razlicite hemotipove u odnosu na sve poznate inhibitdeesvih 5 struktura predlozene su

dalje strukturne modifikacije koje mogu potencihmsloviti povéanje afiniteta za EZH2.

U poslednjem delu studije, prikazana je optimizacjedne od struktura (PHB-00471), za
koju je predviteno da predstavlja dualni supstrat Pgp-a i BCRRaa cilj optimizacije
definisan je dizajn Pgp nesupstrata kigi zadrzati afinitet za EZH2. Opisano je nekoliko
ciklusa strukturnih modifikacija koje su bile dene analizom senzitivnhosti deskriptora u
razvienom Pgp modelu i rezultatima dodatnih simijgaMD. Kao rezultat optimizacije
dobijena je struktura PHB-00471m, za koju je préemd da nije supstrat Pgp-a i da ima
bolju energiju vezivanja za EZH2, pfemu je njena molekulska masa neznatnatawa a

fizicko-hemijske karakteristike ostale su u prihvatijivokvirima.

3. Uporedna analiza rezultata kandidata sa podacimg literature

EZH2 je protein lizin metiltransferazéija su prekomerna ekspresija i mutacije
katalitictkog domena dovedene u vezu zgiwvebrojem maligniteta kod ljudi. Tokom 2012.
godine u literaturi su objavljene prve strukturdakbor-kompetitivnih inhibitora EZHZija
je bioloSka evaluacija potvrdila terapijski potgacinhibicije ovog epigenetskog enzima [1-
3]. Tri inhibitora EZH2 trenutno se nalazi u kikim ispitivanjima kao potencijalna terapija
odreienih formi hematoloskih maligniteta. Od objavljiyarprvobitnih struktura, koje su
bazirane na piridonskom jezgru, u literaturi je devitno interesovanje za otb&i novih
hemotipova inhibitora EZH2, kao potencijalnih amtorskih lekova [4—6]. U ostvarenju
ovog cilla, do sada je gotovo iskijuo kori&en eksperimentalni skrining kolekcija
sintetisanih jedinjenja, prtemu je optimizacija inicijalnin molekula, r@ge aktivnih u
visokom mikromolarnom opsegu, vrSena kiash metodama medicinske hemije. Verovatan

razlog za dominantnost ovog pristupa jesiajenica da dostupne Kkristalne strukture



katalitickog domena EZH2 [7,8] nisu kompletne niti dovoljnéormativne za dizajn baziran
na strukturi ciljnog mesta. Neuspeh u kokristaligzapoznatih inhibitora sa EZH2

istovremeno zna da strukturna osnova aktivnosti ovih jedinjen@a shda nije razjasnjena
[9].

Model kompletnog vezivhog mesta za kofaktor sakstiitanim post-SET domenom Kkoji je
predloZen u ovoj studiji dobro se slaze sa poznaimenicama o strukturama protein lizin
metiltransferaza (PKMT) sa SET domenom [10]. Zaldjstudije o ulozi post-SET domena
u stabilizaciji liganada zmajni su u kontekstu racionalnog dizajna novih molak
selektivnih ne samo za EZH2,&eza druge predstavnike PKMT familije. Dobijenzudtati

0 n&inu vezivanja poznatih inhibitora za EZH2 potkreplj su rezultatima biohemijske
karakterizacije ovih jedinjenja iz literature, aemen slaganja izme izraunatih i
eksperimentalnih energija vezivanja u nivou je kejotekivan za primenjenu metodu [11].
Strukturna racionalizacija aktivnosti piridonskifhibitora EZH2 izvrSena u ovoj studiji do
sada nije opisana u literaturi, i veoma je korisndaljem razvoju i otkéu inhibitora ovog

terapijski zn&ajnog ciljnog mesta dejstva.

Novije studije pokazale su da piridonski inhibit®fZH2 predstavljaju supstrate za Pgp i
BCRP [12], Sto moZe uticati na njihovu distribucijuorganizmu a potencijalno i efikasnost,
odnosno mozZe predstavljati osnovu za razvoj rezgte na ove potencijalne antitumorske
lekove [13]. Tokom razvoja tetrahidropiperidinshithibitora EZH2, aktivan efluks izelija
predstavljao je ogradavajuwi faktor za postizanje dobréelijske efikasnosti [4]. Ove
¢injenice upukuju da razmatranje afiniteta za Pgp i BCRP, onéego razvojem
odgovarajdih klasifikacionih modela u ovoj studiji, ima dobosnovu i znéajno je u otkrtu
novih inhibitora. Prediktivne karakteristike premmaranih modela uporedive su sa drugim
modelima iz literature [14—16], i upuju na njihovu korisnost u sklopu racionalnog dizaj
novih struktura. IzloZzena analiza supstratnog wedhja Pgp-a i BCRP-a daje originalan
doprinos razumevanju izazova koji predstavlja dizakova koji ne stupaju u interakciju sa

membranskim transporterima.

De novo dizajn hemijskih struktura je swe&e kori&en pristup u otkéiu novih bioaktivnih
jedinjenja [17,18]. Implementacija algoritma da novo dizajn prezentovana u ovoj studiji
kombinuje viSe uspesnih pristupa iz literature A& jedinstvenu celinu. Opisani algoritam
omoguava istovremenu optimizaciju viSe ciljeva dizajnaeksplicitno uzima u obzir
sintetsku dostupnost dizajniranih struktura. Ovalga zahteva koja se u literatddsto istéu

kao preduslov uspesSne metodedeaovo dizajn [23,24].



Strukture véine poznatih, selektivnih inihibitora EZH2 bazirasie na piridonskoj osnovnoj
strukturi i imaju ograrienu hemijsku raznovrsnost, neki od njih i loSe f@kokinettke
osobine, dok su inhibitori druge osnovne strukfpo&azali ogrardienu celijsku efikasnost.
Stoga postoji objektivha potreba za otkm strukturno novih jedinjenja koja bi selektivho
inhibirala EZH2, kako zbog njihove korisnosti urastivanjima hemijske biologije tako i
zbog njihovog terapijskog potencijala [25]. Struktunovih potencijalnih inhibitora EZH2
predlozenih u ovoj studiji hemijski su jedinstvan@oreienju sa poznatim inhibitorima, a u
literaturi do sada nije opisana primeda novo dizajna u otkiu kofaktor-kompetitivnih
inhibitora EZH2. Takde, pokazana mogunost dizajna jedinjenja koja Pgp ne transportuje a
koja mogu inhibirati EZH2 moze biti veoma korisnadaljem razvoju efikasnih inhibitora

ovog ciljnog mesta dejstva.
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5. Zaklju ¢ak - obrazloZenje nadnog doprinosa doktorske disertacije

EZH2 je epigenetski enzintija selektivna inhibicija predstavlja novu strajagu terapiji
odreienih formi maligniteta. Strukturna osnova aktivimostelektivnosti do danas otkrivenih
inhibitora EZH2 nedovoljno je poznata, Sto otezeazvoj strukturno novih jedinjenja kofe
inhibirati ovaj enzim. Pored ogramne hemijske raznovrsnosti, poznati inhibitori EZH2
imaju suboptimalne farmakokinekie karakteristike i supstrati su za membranske
transportere, Pgp i BCRP, Sto moze ogfiéinnjihovu distribuciju u organizmu i usloviti
izostanak efikasnosti. Iz ovih razloga postoji &hijga potreba za otkiem novih inhibitora
EZH2, pri¢emu bi u njihovom dizajnu trebalo razmatrati inkeige sa Pgp-om i BCRP-om.
Predvdanje transporta posredovanog Pgp-om i BCRP-ondutime, predstavlja znmjan

izazov usled polispecifnosti ovih transportera i predmet je brojnih stadijliteraturi.

Rezultati istrazivanja ostvarenog u okviru ove damje daju doprinos razumevanju
strukturnih odrednica selektivne inhibicije EZHRdpostavljaju racionalnu osnovu za dizajn
novih inhibitora baziran na strukturi vezivhog nzesta enzimu. Pregledom literature
ustanovljeno je da je ovo prva studija u kojoj g&wvijen model celovitog vezivhog mesta
EZH2 i u kojoj je sistematno, primenom simulacija molekularne dinamike, geuana
interakcija poznatih inhibitora sa ovim ciljnim nbes. Ovi nalazi zatim su upotrebljeni za
uspostavljanje farmakofornog modelade novo ratunarski dizajn potencijalnih inhibitora
EZH2. Kao rezultat, predlozene su strukture 5 pojaimih inhibitora zasnovanih na
osnovnim strukturama koje nisu zastupljene kod pbtkninhibitora. Predlozene strukture
stoga predstavljaju potencijalno nove hemotipovéibitora ovog enzima. Razvijeni
klasifikacioni modeli za preddanje transporta posredovanog Pgp-om i BCRP-om Ipaugi
doprinos definisanju hemijskog prostora u kojem ngveta verovatnéa pronalazenja
supstrata ova dva transportera i om#lgsu racionalnu modifikaciju strukture jednog od
dizajniranih jedinjenja. Klasifikacioni modeli kaonodel vezivhog mesta EZH2, razvijeni u
ovoj studiji, mogu predstavljati racionalnu osnaa optimizaciju poznatih i otkie novih

selektivnih inhibitora ovog terapijski zégnog ciljnog mesta dejstva.

10



Na osnovu izloZene analize, Komisija smatra da je kandidat uspesno realizovao postavljene
ciljeve istraZivanja i predlaZze Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u Beogradu -
Farmaceutskog fakulteta da prihvati ovaj Izvestaj i uputi ga Ve¢u naucnih oblasti medicinskih
nauka Univerziteta u Beogradu, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske
disertacije pod naslovom Simulacije molekularne dinamike i racunarsko dizajniranje

inhibitora protein lizin metiltransferaze EZH2, kandidata magistra farmacije Marka

Kalinica.
U Beogradu,

10. septembar 2015. godine

Clanovi Komisije:

C G

7
dr. sc Slavic/Eric’, vanredni profesor (mentor)

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet, Katedra za farmaceutsku hemiju

Ml St

dr. sc Vladimir Savi¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet, Katedra za organsku hemiju

oA, M~

dr. sc Mire Zloh, redovni profesor

University of Hertfordshire, Department of Pharmacy (Hatfield, UK)



