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POVZETEK

Virusa Ebola in Marburg, ki spadata v druzino filovirusov sta ze od svojega odkritja v drugi
polovici 20. stoletja endemi¢na, predvsem na obmocju Afrike. Virusna hemoragi¢na mrzlica, ki

jo povzrocata, je hudo nalezljiva in pogosto smrtna bolezen, za katero je umrlo vecje Stevilo ljudi.

Tekom raziskovalne naloge sem se Zelel podrobneje seznaniti z virusoma in preko raziskovalne
naloge prispevati k razvoju ucinkovitega zdravila. Raziskovalna naloga se je pricela s pregledom
literature, ki je poglobila razumevanje o biokemijskem ozadju obeh virusov in o potencialnih
moznostih za zaviranje delovanja virusov. Po osvojitvi potrebnega znanja o virusih, natanceneje
filovirusih, protitelesih in proteinih ter proteinskih interakcijah, smo zaceli z empiricnim delom

naloge s pomocjo rac¢unalnika.

Osnovni namen naloge je bil poglobljeno razumevanje delovanja filovirusov, kot tudi vpliva
mutacij na njihovo vezavo na protitelesa. S pomocjo literature in racunalniSkih programov smo
proucili delovanje in strukturo filovirusov ter protiteles ki zavirajo njihovo delovanje, opredelili
ustrezne tarce za razvoj zdravila ter vizualizirali ustrezne proteinske komplekse glikoproteinov in
protiteles. Na podlagi le-teh smo odkrili ustrezna skupna vezavna mesta obeh virusnih
glikoproteinov ter ustrezne mutacije protiteles za mocnejSo vezavo, ki smo jih kvantitativno

ovrednotili.

KLJUCNE BESEDE: molekularno modeliranje, raunska kemija, protitelesa, virus Ebola, virus

Marburg, vezavna energija.
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ABSTRACT

Ebola and Marburg viruses, which belong to the filovirus family, have been endemic since their
discovery in the second half of the 20th century, especially in Africa. The viral hemorrhagic fever

they cause is a highly contagious and often fatal disease that has killed a large number of people.

During the research assignment, I wanted to learn more about viruses and through the research
assignment contribute to the development of an effective medicine. The research task began with
a review of the literature, which deepened the understanding of the biochemical background of
the two viruses and the potential possibilities for inhibiting the activity of the viruses. After
gaining the necessary knowledge about viruses, more specifically filoviruses, antibodies, proteins

and protein interactions, we started with the empirical part of the task with the help of a computer.

The basic purpose of the task was to gain a deeper understanding of the functioning of filoviruses,
as well as the effect of mutations on their binding to antibodies. With the help of literature and
computer programs, we studied the function and structure of filoviruses and antibodies that inhibit
their function, defined suitable targets for drug development, and visualized the corresponding
protein complexes of glycoproteins and antibodies. Based on these, we discovered the
corresponding common binding sites of both viral glycoproteins and the corresponding antibody

mutations for stronger binding, which were quantiatively evaluated.

KEYWORDS: molecular modeling, computational chemistry, antibodies, Ebola virus, Marburg

virus, binding energy.
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1 UVOD

V raziskovalni nalogi sem primerjal podobnost glikoproteinov sorodnih virusov Ebole in
Marburga ter iskal ustrezne mutacije protitelesa Ansuvimab, ki bi sluZile kot osnova za razvoj
skupnega zdravila. Predmet zanimanja so bili predvsem proteini, ki sestavljajo virusa in protitelo

ter njihove medsebojne interakcije in vpliv mutacij na vezavo in tvorbo omenjenih interakcij.

Namen naloge je bil uporaba pristopov racunske kemije za vizualizacijo in pripravo struktur
protitelesa Ansuvimab v kompleksu z glikoproteinom virusa Marburg in z glikoproteinom virusa
Ebole ter nadaljni izracun vezavne afinitete pri mutaciji za optimizacijo vezave in delovanja
protitelesa. Z optimizacijo protitelesa smo ciljali na ustvarjanje temelja za razvoj zdravila, ki bi

preprecil, da bi virusa povzrocila Se ve¢ Skode, kot sta jo v preteklosti.

V ta namen je bilo potrebno temeljito preuciti in poznati osnove biokemijskega ozadja proteinov,
proteinskih interakcij, zgradbe in delovanja virusov, zgradbe filovirusov in se seznaniti z

ustreznimi racunalniskimi programi, ki omogocajo racunalniski razvoj zdravil.

1.1 Hipoteze

Za dosego ciljev raziskovalnega dela smo si po pregledu literature postavili sledece hipoteze:

e Glikoproteina virusa Ebole in virusa Marburg sta si strukturno podobna, saj sta virusa sorodna.

e Podobnost glikoproteinov lahko izkoristimo za namen iskanja skupnega vezavnega mesta s

protitelesom Ansuvimab.

e [zracun vezavnih afinitet mutacij terapvetskega protitelesa Ansuvvimab ob vezavi z
glikoproteinoma lahko razkrije potencialna mesta za optimiziranje protitelesa Ansuvimab za

vezavo z glikoproteinom virusa Marburg in glikoproteinom virusa Ebola.
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2 PREGLED LITERATURE IN TEORETSKO OZADJE

2.1 Virus Ebola in virus Marburg

Virusi so izjemno majhni in preprosti patogeni, sestavljeni iz nukleinske kisline, obdane z zaS¢itno
beljakovinsko ovojnico, imenovano kapsida. Zaradi pomanjkanja lastnih celicnih mehanizmov se
lahko razmnozujejo le znotraj Zivih gostiteljskih celic. Njihova reprodukcija je zapleten proces,
ki se mo¢no razlikuje od razmnozevanja drugih organizmov. Velikost virusov se giblje med 20 in

300 nanometri, kar je priblizno 100.000-krat manjSe od premera ¢loveskega lasu. [1]

Struktura virusa je preprosta, vendar klju¢na za njegovo delovanje. Nukleinska kislina, ki je lahko
DNA ali RNA, vsebuje genetske informacije virusa. Kapsida $¢iti nukleinsko kislino pred
poskodbami in omogoca virusu pritrditev na gostiteljsko celico. Nekateri virusi imajo dodatno
ovojnico, ki je sestavljena iz beljakovin in lipidov. Ovojnica pomaga virusu pri vstopu v

gostiteljsko celico in ga $¢iti pred imunskim sistemom gostitelja. [1, 2]

Razmnozevanje virusov je zapleten proces, ki poteka v vecih fazah. Virus se najprej pritrdi na
specifine receptorje na povrSini gostiteljske celice in nato vstopi v celico z razlicnimi
mehanizmi, odvisno od tipa virusa. V celici se virusna nukleinska kislina prepise v mRNA, ki se
nato prevaja v virusne beljakovine. Te beljakovine se uporabijo za sestavljanje novih virusnih

delcev, ki se nato sprostijo iz celice in okuzijo nove celice. [1, 2]

Vplivi virusov na gostitelja se moc¢no razlikujejo. Nekateri virusi so neSkodljivi in ne povzrocajo
nobenih simptomov. Drugi virusi povzroc¢ajo blage bolezni, kot so prehlad ali gripa. Spet tretji
virusi pa so izjemno patogeni in lahko povzroc€ijo smrtne bolezni, kot so AIDS, Ebola ali Marburg.
Zanje je znacilna enoverizna RNK in pogosto nitasta ovojnica, ki pa se od vrste do vrste razlikuje.

[1,3]

Virusa Ebola in Marburg povzroc¢ata virusno hemoragi¢no mrzlico, ki je redka, a pogostno smrtna
bolezen. Zacetni znaki okuzbe so vrocina, utrujenost, bolecine v miSicah, kosteh, sklepih za
prsnico in v Zrelu, vrtoglavica ter splosna oslabelost. V kasnejSih fazah bolezni se lahko pojavijo
krvavitve v podkozju, notranjih organih in iz telesnih odprtin, huda oblika bolezni pa vkljucuje

Sok, odpoved ledvic, krce, komo in delirij. [4]
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Razsirjena sta predvsem v Afriki, kjer nerazvitost in slaba higiena Se dodatno prispevata k Sirjenju
bolezni, ki nato vodijo do epidemij. Ebola se je prvic pojavila leta 1976 v dolini istoimenske reke,
Marburg pa nosi ime po nemskem mestu, v katerem je bil leta 1967 prvi¢ dokumentiran. V
preteklosti sta povzrocila Stevilne smrti. Najbolj znana izmed njih je zahodnoafriSska epidemija
Ebole 2014, med katero je bilo okuzenih 24701 ljudi, umrlo pa jih je 10194. Takrat je bil virus
razSirjen predvsem v Liberiji, Sierri Leone in Gvineji, a so bili redki primeri okuZb zasledeni tudi
v Nigeriji, Maliju, ZDA, Zdruzenem kraljestvu, Senegalu in Spaniji. Marburg tako mnoZi¢nih
izbruhov $e ni povzro€il, a je od svojega odkritja do danes Ze zahteval veliko Zrtev, najve¢ med
leti 2004 in 2005 v Angoli, in sicer 329. Zaradi velikega Stevila zrtev in visoke smrtnosti (Ebola
~50 % in Marburg ~23-90 %) je razvijanje u¢inkovitih in dostopnih zdravil zelo pomembno, med

drugim tudi za preprecitev pandemij podobnih SARS-CoV-2. [5, 6]

Slika 1: A): Slika virus Marburg pod elektronskim mikroskopom [6]), B: Slika virusa Ebola po
elektronskim mikroskopom [7]

Zaradi visoke nalezljivosti obeh bolezni, je edina do sedaj poznana reSitev proti Sirjenju
izogibanje vsem stikom z okuzenami osebami, njihovimi telesnimi teko¢inami in predmeti, ki so
lahko prisli v stik z njihovimi telesnimi teko¢inami. Proti virusu Marburg trenutno ni odobrenih
zdravljenj ali cepiv, Ebola pa ima tri razli¢na odobrena zdravila, a zgolj za sev Ebola Zaire. Ta
zdravila so cepivo Ervebo in zdravili z monoklonskimi protitelesi trzenimi pod imeni Inmazeb in
Ebanga. Sledn;ji temelji na protitelesu ansuvimab in je temelj raziskovalne naloge, Inmazeb pa je
kombinacija treh monoklonskih protiteles, in sicer altotivimab, maftivimab ter odesivimab.
Ervebo je cepivo, ki temelji na rekombinatornem virusu vezikularnega stomatitisa. Ta vsebuje
gen za EBOV glikoprotein namesto gena za lastni VSV glikoprotein. Telo ga nato zazna in nanj
reagira. Ob morebitnem stiku s pravim virusom ga lahko nemudoma prepozna in ga prepreci.

8
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Cepivo je bilo decembra 2020 s strani ameriSkega FDA odobreno, s strani WHO pa
predkvalificirano za uporabo na posameznikih starejSih od 18 let (z izjemo nosecih in dojecih

zensk) za zascito pred vrsto virusa Ebole Ebola Zaire. [8, 9, 10, 11]

2.1.1 Struktura virusa Ebola in virusa Marburg

Filovirusi so virusi nitaste oblike iz druzine Filoviridae, prepoznavni po njihovi dolgi, nitki
podobni strukturi. Gre za zelo patogene viruse, ki pri ljudeh in opicah povzrocajo hude
hemoragiéne bolezni. Ceprav so relativno redki, so filovirusne okuZbe lahko smrtne, zato so te
viruse uvrs¢ene med najnevarnejse patogene. Ker predstavljajo resno groznjo javnemu zdravju,
so raziskave na tem podrocju izjemno pomembne. Z razumevanjem strukture in delovanja teh
virusov lahko razvijamo ucinkovitejSe metode za preprecevanje, diagnosticiranje in zdravljenje

filovirusnih okuzb. [2, 3]

Vsi filovirusi vsebujejo sedem razli¢nih genov, ki kodirajo razli¢ne proteine. To so geni NP, VP30,
VP35, VP24, VP40, L in GP. Vsi geni virusa Marburg kodirajo en protein z enakim imenom kot
gen, virus Ebola pa ima ve¢ kot sedem proteinov, saj njegov gen GP kodira §tiri razli¢ne proteine,

in sicer GP, sGP, ssGP in D-peptid. [12]

Filovirsuni nukleoproteini (NP) igrajo kljuéno vlogo pri transkripciji in podvajanju, saj virusna
polimeraza (L) sluzi kot model zanju. Tvorijo dolge oligomere, ki obdajajo virusno RNK.
Nukleoprotein sicer ne interagira neposredno z virusno polimerazo, temvec interakcije mediirata
ko-faktorja VP30 in VP35, ki sta nujna za izvrsitev sinteze RNK. Poleg tega interagira z VP40 za

vkljucitev nukleokapsida v virusne delce. [12]

Vloga virusnega proteina 30 (VP30) v zivljenskem krogu filovirusov je klju¢na, vendar ni
popolnoma raziskana. Protein je edinstven filovirusom in je nujen za razmnozevanje nalezljivih
virusnih delcev Marburga in Ebole. Vloge in funkcije VP30 se pri Eboli in Marburgu razlikujejo.
Pri eboli deluje kot transkripcijski aktivator, Marburg pa ga za to funkcijo ne potrebuje. VP30 naj

bi prav tako spodbujal ponovno iniciacijo transkripcije polimeraze. [12]

VP35 je filovirusna razli¢ica virusnih fosfoproteinov (P), ki jih najdemo pri drugih virusih. VP35
igra sorodno vlogo pri transkripciji in replikaciji virusa. Deluje kot ko-faktor polimeraze, ki
interagira tako s polimerazo kot z virusnim nukleoproteinom. Poleg tega VP35 zavira naravni

imunski odziv gostitelja z motenjem zaznavanja dsRNA in z interferenco z RNA. [12]
9
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Virusni protein 24 (VP24) je pomemben predvsem za sestavo in delovanje virusnega
ribonukleoproteinskega kompleksa. VP24 kaZe razli€ne interakcije s faktorji gostitelja med
virusom Ebola in virusom Marburg. Zanj je prav tako znacilno izrazanje v vecih oligomerskih

oblikah, namenjenih opravljanju Stevilnih razli¢nih funkcij skozi zivljenski krog virusa. [12]

Virusni protein 40 (VP40) je glavna strukturna sestavina filovirusne matrice in filovirusna
razli¢ica proteinskih matrik. VP40 s polimerizacijo tvori proteinske filamenta, iz katerih je
sestavljena virusna matrika, in iz katerih je doseZena znacilna filamentozna oblika viriona.
Matrika VP40 prav tako opravlja klju¢ne interakcije z glikoproteinom in celi¢cno membrano ob
spros¢anju virusa. VP40 je prav tako pomemben za kontrolo transkripcije, za virus Marburg pa
deluje imunosupresivno. Sirok nabor funkcij in vlog proteina naj bi bil posledica sposobnosti

tvorbe Stevilnih razli¢nih struktur polipeptida VP40. [12]

Ceprav je filovirusna polimeraza (L) klju¢ni protein za razmnoZevanje virusa, njena struktura
zaradi tezav pri pridobivanju zadostnih koli¢in za in vitro preucevanje Se ni v celoti razjasnjena.
Ta gen in protein sta najvecja v virusu in se izrazata kot en sam polipeptid. Polimeraza je
odgovorna za vso encimsko aktivnost pri sintezi RNK, vendar je nase razumevanje te kompleksne
molekule omejeno. Trenutno znanje o filovirusni polimerazi izhaja predvsem iz homologije z
drugimi polimerazami virusov. To pomeni, da znanstveniki sklepajo o strukturi in delovanju
filovirusne polimeraze na podlagi podobnosti z drugimi, bolje raziskanimi polimerazami. Vendar
pa te analogije niso vedno popolnoma zanesljive in klju¢ni vidiki delovanja filovirusne

polimeraze ostajajo neznani. [12]

10
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Slika 2: Strukturne enote filovirusa z njihovo prostorsko ureditvijo [13]

Glikoproteini so sestavljene beljakovine, ki so kovalentno povezane z oligosaharidom. Sem
uvr$¢amo Stevilne membranske beljakovine, vecino beljakovinskih encimov, nekatere encime in

vsa protitelesa. [14]

Glikoprotein je edina struktura, ki se nahaja neposredno na virusni ovojnici, zato igra klju¢no
vlogo pri vdoru in pritrjevanju virusa na gostiteljsko celico ter katalizi zlitja membran. Brez teh
Ebola in Marburg ne bi mogla vstopiti in posledi¢no skodovati gostiteljski celici, zato lahko z
onesposabljanjem zgolj glikoproteina v celoti onemogo¢imo delovanje virusa. Posebne strukture
namenjene vstopanju v gostiteljsko celico niso znacilne zgolj za filoviruse, saj se tega mehanizma
posluzujejo tudi virus influence, retrovirusi in najbolj znacilno koronavirusi. Spike protein na
povrsini virusov, med drugimi tudi SARS-CoV-2, opravlja enako nalogo in je za virusovo

delovanje nepogresljiv. [15, 16, 17]

11
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GP tvori trimere na povrsini virionov in okuzenih celic, sGP pa tvori dimere, ki se iz okuZenih
celic izlo¢ajo. GP Se dodatno delimo na GP1 in GP2, glede na razli¢ne funkcije, ki jih opravljata.
GP1 je zasluZen za vezavo receptrojev, glavna naloga GP2 pa so konformacijske spremembe,
potrebne za zdruzevanje virusnih celic z gostiteljskimi. Kljub temu sta med seboj povezana z
disulfidno vezjo. Sekvenci aminokislin glikoproteinov Ebole in Marburga sta si zgolj 28 %

podobni (na receptorskih vezavnih mestih pa 85 %), kar vodi tudi do mnogih razlik in nekaterih

podobnosti v njihovih strukturah. [12]

Slika 3: Glikoprotein virusa Ebola iz razlicnih kotov v virusni kapsidi, stranski pogled in pogled
od zgoraj [18]

2.1.2 Protitelesa in njihova uporaba v farmaciji

Nase telo se na tujke, ki predstavljajo nevarnost za nase zdravje, med drugim odzove tudi s
protitelesi. Protitelesa so topne glikoproteinske molekule iz skupine imunoglobulinov. Njihova
naloga je prepreevanje Skodovanja antigenov organizmu. Delujejo na podlagi specificnega
prepoznavanja in vezave na antigen, ter z vezavo na efektorske celice. NaSe telo protitelesa
ustvarja s pomocjo specializiranih belih krvnick, ki se ob stiku z antigeni delijo in klonirajo, nato
pa klonirane celice v krvozilni in limfni sistema izlo¢ijo milijone protiteles. Tujke prepoznavajo
in prestreZejo s tem, da prepoznajo specificne proteine, ki se nahajajo na povrsini tujkov, saj se ti
mocno razlikujejo od notranjosti telesa, ki jih obdaja. Zaradi te visoke specifike se nase telo na
bolezni, ki jih je Ze prebolelo, odzove hitro in u¢inkovito, saj s protitelesi nemudoma prepozna

antigen. Sestavljena so iz dveh tezkih in dveh lahkih polipeptidnih verig, ki so razporejene v

12
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obliko ¢rke Y. Tujke nase vezejo z vrhovoma obeh krakov. Vrhovi krakov so prav tako del
protitelesa po katerem se medsebojno razlikujejo. Razli¢ni aminokislinski ostanki na vrhovih
krakov omogocajo razliénim protitelesom vezavo razli¢nih antigenov. Ker protitelesa zgolj
prestrezejo tujke in so del organizmove naravne obrambe proti virusu prav tako v ve¢ji meri ne

povzrocajo nezeljenih stranskih u¢inkov. [19, 20]
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Slika 4: Shematska predstava strukture protitelesa [21]

Sodobna medicina se za Stevilne funkcije posluzuje predvsem monoklonskih protiteles. Gre za
protitelesa, ki so monospecificna in monoafinitetna, ta specifi¢nost pa vodi do predvidljivih in
ponovljivih uc¢inkov na telo. Metoda pridobivanja monoklonskih protiteles s hibridizacijo celic,
ki jo odkrijeta Kohler in Milstein leta 1975, nam omogoc¢a ustvarjanje neomejenih koli¢in
protiteles, ki imajo odvisno od svoje afinitete to¢no dolol¢ene funkcije v zdravstvu. So odli¢ni
diagnosti¢ni in terapevtski reagenti, dandanes pa je njihova uporaba razsirjena za dolocanje krvnih
skupin, ugotavljanje nosecnosti, merjenje serumske koncentracije zdravil, odkrivanje Stevilnih

patogenih mikrobov in odkrivanje nekaterih tumorskih antigenov. [19]

Njihova vloga v zdravljenju Stevilnih bolezni je prav tako nepogresljiva. Z njimi zdravimo
Stevilne avtoimune bolezni, raka, SARS-CoV-2 in tudi ebolo. Zaradi specifike njihovega
delovanja, lahko izoliramo in namnozimo monoklonska protitelesa, ki zavirajo proteine, klju¢ne

13
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za delovanje nekega virusa, in ga s tem onemogoc¢imo. Ansuvimab, katerega delovanje v nalogi
optimiziramo, na isti princip zavira zunanji glikoprotein virusov Ebole in Marburga ter ju tako
onesposablja. Optimizacija njihove specifi¢ne vezave na virus je kljucna zato, da lahko ustvarimo

ucinkovito zdravilo. [19]

Z mutacijami proteinov lahko optimiziramo mo¢ vezave monoklonskih protiteles nanje.
Sprememba v zaporedju nukleotidov razen v primeru “silent” mutacij vodi do spremembe v
kodiranju aminokislin, od zaporedja aminokislin pa so odvisne vse lastnosti proteina, tudi njegova
struktura in prepoznavanje antigenov. Namrec¢ visja struktura proteinov ima velik vpliv na mo¢
vezave z interakcijskimi partnerji. Z mutacijami lahko strukture proteinov spremenimo tako, da
se ujemata kot klju¢ in kljucavnica (lock-and-key model). Ve¢ja komplementarnost oblik
proteinov pomeni mocnejso vezavo med njima, mocnejSa kot je vezava, bolj ucinkovito je
delovanje protitelesa proti virusu. Ujemanja struktur je predvsem posledica stericnega neoviranja,
pri vezavi pa so pomembne tudi vrste interakcij, ki sodelujejo pri tvorbi proteinskih kompleksov.
Vodikove in van der Waalsove vezi ter hidrofobne in ionske interakcije vse vplivajo na moc¢
vezave. Mutiranje aminokislin lahko spremeni vrsto in Stevilo vezi, ki se tvorijo v kompleksu. Te

vezi so lahko mocnejse ali Sibkejse kot pred mutacijo, kar neposredno vpliva na moc¢ vezave. [22]

Sekvenci aminokislin glikoproteinov obeh virusov sta si zaradi sorodnosti podobni, zato
predvidevamo, da je mogoce ustvariti zgolj eno optimizirano zdravilo, ki bi uc¢inkovalo proti
obema hkrati. Z razvojem enega zdravila namesto dveh je postopek hitrej$i in prav tako
ekonomsko ugodnejsi, saj stroske, ki znasajo ve¢ kot milijardo dolarjev, s tem prepolovimo. Za
kon¢no obliko zdravila bi tako potrebovali zgolj dodatno indikacijo, prav tako bi bilo zaradi tega
zdravilo bolj dostopno, kar je klju¢na lastnost v krajih kjer sta endemi¢na Ebola in Marburg.
Cenovna ugodnost zdravila je za revne afriSke drzave, ki se borijo z virusoma, zelo pomembna.

[23]

2.2 Racunska kemija in racionalno nacrtovanje

Racunska kemija je veja kemije, ki uporablja raunalniSke metode za reSevanje kemijskih
problemov na podlagi znanj pridobljenih iz teoreticne kemije. Uporablja se kot poglobljena
raziskava eksperimentalno ze pridobljenih podatkov ali za simulacijo kemijskih pojavov pred
njihovo izvedbo v laboratorijih. Njena uporaba je najbolj razsirjena na podro¢jih izdelave novih
matrerialov in zdravil. Razvoj le-teh je pogosto drag in dolgotrajen, zato so simulacije ekonomsko

in ¢asovno ugodne, saj lahko z njihovo pomocjo v laboratorij prenesemo zgolj tiste pojave, ki so
14
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ze v simulacijah kazali zeljene rezultate. Tako je privarCevan ves Cas in denar, ki bi ga potrosili

za izvedbo reakcij, ki smo jih s pomoc¢jo simulacij ze predhodno izlocili. [24]
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Slika 5: Shematski prikaz delovnega toka v racunski kemiji [25]

2.2.1 PDB format

Podatkovna zbirka PDB (Protein Data Bank) je baza podatkov informacij o strukturah vecjih
molekul kot so proteini, nukleinske kisline in njihovi medsebojni kompleksi. 1z nje izhaja .pdb
format, ki vsebuje vse potrebne podatke za uporabo v racunski kemiji in za izdelavo 3D grafik
molekul. Tak format mora poleg koordinat atomov v molekuli vsebovati tudi podatke o tem, kje
v aminokislini se nahaja atom. V formatu so opredeljeni vsi klju¢ni podatki kot so ime spojine,

avtor in objava, eksperimentalni podatki, zaporedje aminokislin ter X, y in z koordinate vseh
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atomov v zaporedju aminokislin proteina. PDB datoteka pogosto predstavlja vhodni podatek za
namen racionalnega nacrtovnaja zdravil z ra¢unsko kemijo, saj omogoca tako vpogled v 3D
strukturo s pomocjo programo za vizualizacijo kot pripravo ra¢unalniskih simulacij ali izvedbo

molekularnega sidranja na izbrani strukturi. [26]

Ime elementa

Zaporedna Ime aminokisline
Stevilka atoma Koordinate

Tip
molekule \ X X z

ATOM 1 N GLN H 1 105.752 140.041 202.239 1.00 74.70 N
ATOM 2 CA GLN H 1 105.374 139.270 201.033 1.00 74.70 C
ATOM 3 C GLN H 1 106.336 138.159 200.795 1.00 74.70 C
ATOM 4 O GLN H 1 107.370 138.337 200.150 1.00 74.70 0
ATOM 5 CB GLN H 1 105.353 140.176 199.791 1.00 74.70 C
ATOM 6 CG GLN H 1 104.966 139.438 198.507 1.00 74.70 C
ATOM 7 CD GLN H 1 103.511 139.009 198.628 1.00 74.70 C
ATOM 8 NE2 GLN H 1 102.982 138.353 197.560 1.00 74.70 N
ATOM 9 OE1 GLN H 1 102.861 139.249 199.644 1.00 74.70 (0]
ATOM 10 N VAL H 2 106.021 136.966 201.331 1.00119.03 N
ATOM 11 CA VAL H 2 106.912 135.867 201.121 1.00119.03 c
ATOM 12 C VAL H 2 106.488 135.156 199.878 1.00119.03 C
ATOM 13 O VAL H L 105.299 134.939 199.652 1.00119.03 (0]
ATOM 14 CB VAL H 2 106.926 134.873 202.247 1.00119.03 C
ATOM 15 CG1 VAL H 2 105.517 134.296 202.418 1.00119.03 =
ATOM 16 CG2 VAL H 2 107.980 133.800 201.934 1.00119.03 C
ATOM 17 N GLN H 3 107.462 134.794 199.018 1.00 68.30 N
ATOM 18 CA GLN H 3 107.103 134.109 197.811 1.00 68.30 C
ATOM 19 GLN H 3 108.179 133.117 197.479 1.00 68.30 C
ATOM 20/ 0 GLN H 3 K\ 109.359 133.352 197.737 1.60 68.30 0
Pozicija elementa v Zaporedna Stevilka
aminokislini aminokisline

Slika 6: Izsek PDB datoteke [26]

2.2.2 PyMol

Pymol je program molekularne vizualizacije, ki ga je razvil Warren Lyford DeLano leta 2000.
Gre za odprtokodno, a lastniSko orodje, ki omogoca podrobnejsi ogled in ustvarjanje 3D slik
majhnih molekul, kot so proteini. Program ustvari visokokakovostne slike molekul, ki jih lahko
prosto vrtimo, obarvamo, povecujemo in si s Stevilnimi funkcijami pomagamo pri preucevanju
reakcij med proteini in ustvarjanju pregledne in uncikovite grafike. V seminarski nalogi je
program uporabljen za generiranje slik glikoproteinov, preuc¢evanje vezave glikoproteinov Ebole
in Marburga na protitelo Ansuvimab in proucevanje vpliva ustreznih mutacij, ki bi pripomogle k

ustvarjanju mocnejse vezave. [27]
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Slika 7: Pogled strukture v programu PyMol [28]

2.2.3 SMEHeC

SMEHeC je protokol, ki uporablja ukaz INTE ali GBMV programa CHARMM za napovedovanje
u¢inkov mutacij na proteinske interakcije. Avtomatizira mutiranje PDB strukture in analizo
mutacij in oceno energije interakcije. Uporablja se za razli¢ne vrste ligandov (beljakovine, DNK,
RNK, ione, majhne molekule) in ponuja tudi razli¢ne druge funkcije za upravljanje PDB datotek.
Energijske vrednosti dajejo absolutne in normalizirane toplotne karte, kar omogocajo hitro
identifikacijo mutacij, ki stabilizirajo ali destablizirajo kompleks protein-ligand. Protokol olaj$a
Studije mutacij, ki vplivajo na vezavo, in je posebaj uporaben za proucevanje interakcij gostitelj-

patogen in zdravilo-proteinska tarca. [29]
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Slika 8: Enacba za izracun staticne vezavne energije [29]

17



Raziskovalna naloga: Optimitziranje bioloSkega zdravila Ansuvimab z uporabo metod
racunske kemije

2.2.4 CHARMM

Simulacije molekularne dinamike (MD) so racunalniska tehnika, ki nam omogoc¢a posnemanje
gibanja molekul v realnem c¢asu. S tem lahko podrobneje razumemo razmerje med strukturo
molekule in njeno funkcijo. Razvoj te tehnike sega v pozna sedemdeseta leta prejSnjega stoletja,
od takrat pa je mo¢no napredovala, saj omogoca simulacije kompleksnih bioloSkih sistemov.
CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) je eden izmed pionirskih programov
za simulacije MD. Zaradi nenehnega razvoja ponuja Siroko paleto funkcij. Vkljucuje razli¢ne
opise polj sil, npr. CHARMM?22 za proteine, CHARMMZ27 za lipide, DNA in RNA ter CGenFF
za manjSe molekule. Uporabnik lahko glede na molekule, ki jih Zeli simulirati, izbere ustrezno

polje sil. Polje sil predstavlja matemati¢ni opis sil ki delujejo na molekule. [30]

Program CHARMM omogoca izvajanje razli¢nih operacij, od osnovnih simulacij dinamike in
minimizacij do kompleksnih QM/MM simulacij in izrac¢unov proste energije. Uporabnik lahko s
programskim jezikom napiSe ukazno datoteko za izvedbo zelenega eksperimenta in analiz. V
naSem primeru smo uporabljali zgolj CHARMMovo funkcijo za pridobitev energij in
manipulacijo struktur, vse funkcije pa so bile vgrajene znotraj programa SMEHeC, ki je deloval

kot krovni program. [30]

s S
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Slika 9: Tipicni prikaz matematicnega opisa sil na molekule v program za molekularno dinamiko

[30]
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3 METODE

Pregled literature in identifikacija tarce

Prvi korak vsake znanstvene raziskave je seznanjene z osnovami izbrane tematike. Pred zacetkom
pisanja je bilo potrebno osvojiti vso predznanje, ki ga naloga zahteva. Za razumevanje
aplikativnega dela je bilo potrebno znanje iz podrocje biokemije, kot je razumevanje mutacij,
DNK, aminokislin, medsebojne povezanosti DNK in aminokislin, protiteles, strukture proteinov,
njihovih medsebojnih interakcij in vezi, ki vplivajo nanje ter zgradbe in delovanja virusov. V
nadaljevanju naloge, se pravi v aplikativnem delu pa je bilo potrebno tudi poznavanje osnov
racunske kemije, PDB formata, programa za vizualizacijo PyMOL, protokola SMEHeC in
programa CHARMM, saj so bili klju¢ni za izvedbo raziskave.

Literaturo sem pridobil s pomocjo spleta z iskanjem klju¢nih besed ‘“antibody”, “Ebola”,
“Marburg”, “computational chemistry” v znanstvenih bazah podatkov kot je google scholar, ter s
pomocjo literature, ki jo je priskrbel delovni mentor. Slednja je bila v obliki spletnih strani,

znanstvenih ¢lankov ter strokovnih u¢benikov.

Pridobitev struktur PDB

Prvi korak po pregledu literature in identifikaciji tar¢ je bil pridobitev tar¢nih struktur. Iskali smo
strukturo glikoproteina Ebole vezanega na protitelesu ansuvimab in strukturo glikoproteina virusa
Marburg. Na podatkovni bazi PDB (RCSB PDB: Homepage, dostapano dne 11. 12. 2023) smo
pridobili strukturi s PDB oznako 5UQY in SFHC.

Primerjava sekvenc proteinov
Za pridobljene strukture smo prenesli tudi aminokislinsko sekvenco, ki smo jo vnesli v streznik

BLAST za namen ocene sorodnosti strukture (Protein BLAST: Align two or more sequences

using BLAST (nih.gov), dostopano dne 15.12.2023). BLAST namre¢ poravna proteinske

sekvence in oceni podobnost med njima. Podobnost je pomemben faktor kadar Zelimo razviti

zdravilo za ve¢ tar¢ hkrati.

Analiza in priprava sistemov v programu PyMol
Sistem molekularne vizualizacije PyMOL smo uporabili na nadaljni poti do priprave sistemov.

SluZil je ve¢im namenom in sicer za generiranje slik glikoproteinov za namen seminarske naloge,
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proucevanje vezave glikoproteinov Ebole in Marburga na protitelo Ansuvimab in proucevanje
vpliva ustreznih mutacij, ki bi pripomogle k ustvarjanju moc¢nejSe vezave. Vizualizacija struktur
je poglobila razumevanje kompleksnih interakcij med proteini in skupaj s programom BLAST
omogocila analizo ustreznih mutacij na ustreznih odsekih proteina. Obe pridobljeni strukturi
5UQY in SFHC smo vnesli v PyMol in jih s pomoc¢jo ukazov modificirali. Na koncu smo imeli
dva sistema in sicer glikoprotein virusa marburg vezan na ansuvimab in glikoprotein virusa Ebola
vezan na ansuvimab. Oba pripravljena sistema smo izvozili iz programa kot datoteka PDB za

nadaljno obdelavo.

Marburg GP

Slika 10: Pripravijena sistema glikoproteinov vezanih na protitelo Ansuvimab vizualizirana v
programu PyMol.

Priprava vhodne datoteke za program SMEHeC

S pomoc¢jo uporabe Ubuntu terminala za operacijski sistem Windows smo dostopali do
zmogljivega racunalnika, ki je imel namescec program SMEHeC in CHARMM. Oba sta namre¢
potrebna za generacijo toplotne karte mutacij. Terminal nam je omogocal tudi prenos datotek na
oddaljeni racunalnik. Sledila je priprava vhodne datoteke v kateri smo nastavili avtomatsko
detekcijo aminokislin med proteinoma. To v praksi pomeni da smo poiskali in mutirali zgolj
aminokisline protitelesa Ansuvimab, ki so v neposredni blizini glikoproteina. Iskali smo

potencialne mutacije, ki izboljSajo vezavo z interakcijskim glikoproteinom. Torej na modrem
20
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proteinu smo sti¢ne aminokisline mutirali in gledali spremembo energije ob vezavi z rdecim ali z
rumenim. Ce se ista aminokislina na modrem proteinu (Ansuvimab) pojavi tako ob vezavi z
rumenim (Marburg) kot z rdec¢im (Ebola) proteinom to pomeni, da se protitelo s to aminokislino
interagira tako z rumenim kot z rdeim proteinom, kar pomeni da ena mutacija lahko izboljSa
vezavo tako z glikoproteinom virusa Ebola kot marburg. Po opravljenih izracunih smo prenesli
rezultate v obliki slike in jih analizirali. Prenesli smo tudi mutirane strukture in jih vizualizirali v

programu PyMol.

# PDB input file and optional cgenff parameters(for small molecules)

PDB_NAME ebola_ab.pdb
CGENFF_NAME

# List of mutations in the form residue name, chain name and residue number
# Leave empty for automatic detection

MUTATION_LIST ALAES56 ASNES2 ASPF33 TYRF58 GLYF1e1l

#Automatic detection of mutation cutoff (optimal cutoff is 5A, Papaleo et. al 2017)
CUTOFF 3

# Number of minimization steps

MINI_ABNR 56

# Interaction definition (define between which chains the energy is calculated)

MUTATING_PROTEIN E F
INTERACTING_PARTNER A B

# Charmm directory to execute generated input

CHARMM_DIRECTORY /usr/local/bin/charmm

Slika 11: SMEHeC vhodna datoteka za avtomatsko mutacijo

4 REZULTATI

Analiza rezultatov BLAST

Po pripravi sistemov v programu PyMOL smo z vnosom aminokislinskih sekvenc v program
BLAST ugotovili, da se sekvenci 50,30 % ujemata. Visoka podobnost je za razvoj zdravila, ki
ucinkuje proti obema virusoma izredno pomembna. Rezultat je torej za nadaljevanje raziskave

ugoden.
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Score Expect Method Identities Positives Gaps

170 bits(430) Se-49 Compositional matrix adjust. 83/165(50%) 108/165(65%) 2/165(1%)

Query 511 CNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQ 570 Eb0|a GP
C+ L W+ Q++ A GL+WIP+FGP EG+Y L+ NQ+ L+C LR+LAN+T ++L+

Sbjct 512 CDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGIEGLYTAVLIKNQNNLVCRLRRLANQTAKSLE 571

Query 571 LFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHDWTKNITOKIDQITHDF 63@
L LR TTE RTFS++NR AIDFLL RWGGTC +LGPDCCI D +KNI+++IDQI D
Sbjct 572 LLLRVTTEERTFSLINRHAIDFLLTRWGGTCKVLGPDCCIGIEDLSKNISEQIDQIKKD-

Query 631 VODKTLPDQGDNDNWWTG-WRQWIPAGIGVTGVIIAVIALFCICKF 674
K G WWT W GI + I +IAL CIC+
Sbjct 631 EQKEGTGWGLGGKWWTSDWGVLTNLGILLLLSIAVLIALSCICRI 675

Slika 12: Poravnava sekvenc Marbur GP in Ebola GP s programom BLAST.

Analiza rezultatov SMEHeC

Protokol SMEHeC nam omogoca celovito mutiranje posami¢nih polozajev aminokislin in oceno
interakcijskih energij mutacij. Z njegovo pomocjo smo izra¢unali spremembo v interacijski
energiji, program pa prav tako izdela toplotno karto ocen interakcijskih energij. Iz toplotne karte
je razvidno, da se ob vezavi Ansuvimaba na glikoprote Marburg in Ebola ponavljata ASN92 in
ASP33. Na mestu ASN92 ob mutaciji v Serin ali v Valin se pri obeh glikoproteinih zmanjSa
vezavna energija pri Eboli na —20,18 kcal/mol pri Marburg na —16,43 kcal/mol za ASN92 v
SER92. Pri mutaciji ASN92 v VAL pa se zmanj$a na —19,62 kcal/mol za virus Ebola in na —20,52
kcal/mol (slika 13). Slednji mutaciji protitelesa sta tisti, ki podajata osnovo za razvoj ustreznega

zdravila.
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A) Razlika v energiji (kcal/mol)
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Slika 13: Rezultati toplotne karte za glikoproteina Ebola (A) in Marbug (B), z rdecimi kvadratki
so oznacene kljucne vrednosti in mutacije.

Ansuvimab

Slika 14: Pogled v vezavno mesto Ansuvimaba in kljucne aminokisline
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5. RAZPRAVA IN ZAKLJUCEK

Tekom raziskovalne naloge sem se spoznal z osnovami biokemije proteinov in z osnovami
razmonZevanja in delovanja virusov. Poleg tega sem osvojil nekaj racunalniskega znanja in znanje
o racunski kemiji. S pomocjo pridobljene ga znanja sem optimiziral vezavo protitelesa

Ansuvimab na glikoprotein virusov Marburg in Ebola.
Podajam ugotovitve glede hipotez.

Hipoteza 1: Predvidevamo da, sta glikoproteina virusa Ebola in virusa Marburg strukturno

podobna, saj sta virusa sorodna.

Hipoteza je potrjena. Primerjava aminokislinskih sekvenc je dokazala 50.30 % podobnost, kar je

sluzilo kot temelj za nadaljevanje raziskovanja.

Hipoteza 2: Predvidevamo da, lahko podobnost glikoproteinov izkoristimo za namen iskanja

skupnega vezavnega mesta s protitelesom Ansuvimab.

Hipoteza je potrjena. Podrobnejs$a analiza je dokazala dve skupni vezavni mesti aminokislini, in

sicer ASP 33 (asparaginska kislina 33) in ASN 92 (asparagin 92).

Hipoteza 3: Predvidevamo da, izracun vezavnih afinitet mutacij protitelesa Ansuvimab ob vezavi
z glikoproteinoma lahko razkrije potencialna mesta za optimiziranje protitelsa za vezavo z

glikoproteinom virusa Marburg in glikoproteinom virusa Ebola.

Hipoteza je potrjena. Dokazali smo, da mutaciji ASN 92 v serin (SER) in tirozin (TYR) za oba

glikoproteina povecata vezavni afiniteti.
Z opravljeno raziskovalno nalogo sem pokazal, da racunska kemija lahko pripomore k hitrejSemu

razvoju zdravil za razli¢ne bolezni. Nadaljevanje raziskovalne naloge bi vkljucevalo Se bolj

zahtevne racunalniSske metode in pa laboratorijsko delo, kar predstavlja izziv za naslednje leto.
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