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Mildronata un ta analogu kompleksacijas
petijumi ar karnitinacetiltransferazi (CrAT) un y-
butirobetaina hidroksilazi (GBBH)
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e Ligandu kompleksacijas ar CrAT un GBBH kodolmagnetiskas
rezonanses (KMR) pétijumi, lai raditu jauna veida mildronata
analogu mekl&jumos izmantojamus saisttbas modelus
molekulara liment

o Datubazes atrodamo savienojumu in silico skrinings uz abiem
enzimiem principiali jaunu inhibitoru struktaru generesSanal
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Karnitina saistiba CrAT akﬁvaja centra
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Karnitins saistas CrAT aktivaja centra ar 5 amlnoskabem (Tyr 431, Ser
433, His 322, Phe 545) un vienu iidens molekulu (HOH 638)
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Mildronata specifiskas saistisanas pie CrAT raksturoSanai izmanto konkurgjoso
ligandu piesatinajuma parneses diferences (STD) metodi

a) mildronata *H KMR spektrs
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b) mildronata 1D STD spektrs

c) karnitina 'H spektrs
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d) karnitina 1D STD spektrs
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Gan mildronatam, gan karnittnam intensivakie STD signali attiecas uz metilengrupam,

kas atrodas blakus karboksilgrupali, bet trimetilamonija grupas STD signals ir
salidzinosi vajs
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Aptuvena mildronata saistibas partneru identifikacija, izmantojot dazadas
selektivas apstarosanas vietas CrAT molekula

| a) mildronata 1D STD spektrs, piesatinot CrAT
signalus pie 0.8 ppm (alifatiskie protoni)
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b) mildronata 1D STD spektrs, piesatinot CrAT
signalus pie 7.1 ppm (aromatiskie protoni)
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Potencialo CrAT inhibitoru meklgjumi

Sakotngja ligandu atlase:

1'130'975 ligandi no datu bazes ZINC (http://zinc.docking.org)

4 solu virtualais skrinings:

Izmantojot HTVS dokingu atlasiti 10'000 ligandi;

atlasitie ligandi, izmantojot SP dokinga algoritmu, ,,ievietoti”
kristala modelt un savienojumu skaits sasaurinats lidz 200;

ar XP dokinga algoritmu, iegast 40 labako ligandu “komplektu”;

40 ligandu datubaze ,,ievietota” kristala izmantojot inducétas
pielagosanas (IFD) algoritmu.

Aprekinu rezultata ieguti 737 liganda - proteina kompleksi
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Labakie CrAT ligandi pec inducetas pielagosanas (IFD) dokinga
rezultatiem
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Liganda ZINC20293910 IFD ievietosanas rezultatu vizualizacija
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Labakais ligands (ZINC20293910), lidzigi karnitinam, saistas ar 4 aminoskabem - TYR
431, THR 444, HIS 322, PHE 545, bet nesaistas ar tdens molekulu un SER 433.
Papildus saistiba ar GLU 326, TYR 96 un SER 97 var to energétiski kompenséet, kas

lauj pienemt, ka savienojums varetu bat CrAT inhibitors.
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Liganda ZINC21660128 IFD ievietosanas rezultatu vizualizacija
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Ligands ZINC21660128 (3. labakais) saistas ar tam pasam aminoskabém, kuras atbild
par karnitina saistibu. Papildus tidens molekula veido saites ar GLU 326, TRP 81 un
TYR 86.
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v-Butirobetaina hidroksilazes (GBBH) un mildronata
kompleksa modelesana
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v-Butirobetaina un mildronata maisijuma saistibas pétijumi ar konkurgjoso
ligandu piesatinajuma parneses diferences (STD) metodi
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STD spektrs. Apstarota spektra alifatiska dala
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Mildr3+GBB3+enz1-ref AtSkaltes Spektrs
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v-Butirobetaina un mildronata maisijuma saistibas pé&tijumi ar konkurgjoso
wias+ces3+enztstoaom  [1QANAU pl€Satinajuma parneses diferences (STD) metodi
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STD spektrs. Apstarota spektra aromatiska dala

Mildr3+GBB3+enz1-ref

Atskaites spektrs
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Divu GBB analogu (savienojumi A un B) saistibas salidzinajums ar
konkurgjoso ligandu piesatinajuma parneses diferences (STD) metodi

SPvielas+enz-STD-arom
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SvielasSTD-arom+2

Piecu GBB analogu saistibas salidzinajums ar konkurgjoso ligandu
piesatinajuma parneses diferences (STD) metodi
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Farmakofora modela konstruésana

Datubazes izveide un sadalfjjums

78 savienojumi

l + stereoizomeri

j j j <100 pM - aktivie (24)

89 savienojumi - _
100-500 puM - vidgji aktivie (17)
l - garas kedes >500 UM — neaktivie (43)

84 savienojumi

l konformaciju genergsana

4854 konformacijas
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legatails farmakoforais modelis
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Mildronata molekulas sakritiba ar iegiito farmakoforo modeli
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Mildronata molekulas un potenciala liganda parklajums

sakritiba ar farmakoforo modeli
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Aktiva centra model&Sana, izmantojot BMC grupas un

Oksfordas zinatnieku grupas iegitos GBBH struktiiras
datus

BMC
OX
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GBBH aktiva centra modelesana
(mildronata novietojums enzima aktivaja centra)
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GBBH aktiva centra modelésana

(mildronata homologa novietojums enzima aktivaja centra, iegatie rezultati atbilst
aprekinatajam farmakoforajam modelim)
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GBBH aktiva centra modelésana
(augstaka mildronata homologa novietojums enzima aktivaja centra, savienojums ar

zemaku eksperimentali noteikto aktivitati uzrada lielaku kustzgumu)
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Virtuala skrininga izmantosana jaunu GBBH inhibitoru

struktaru genereSana
Divu solu skrininga pieeja:

1. HTVS - datubaze ar 10'000 potencialajiem ligandiem
2.  XP ievietosanas algoritms — datubaze ar 200 labakajam struktaram

Labakas ligandu struktaras:
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Generéto ligandu saistibas kvalitates raditaja vertibas: no -14.2832 (labakais) lidz

-11.3541 (sliktakais).
Atbilstosa vertiba mildronata gadijuma —-10.1154
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Labakas generetas liganda struktiras ievietoSanas rezultatu vizualizacija
(Gscore =-14.2832)
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Rezultatu kopsavilkums

Izmantojot pieejamos datus par karnitina acetiltransferazes
(CrAT) telpisko struktiiru un kodolmagnetiskas rezonanses
(KMR) eksperimentu rezultatus, noskaidrots karnitina saistibas
velds enzima aktivaja centra

Ar virtuala skrininga metodém genergtas perspektivas potencialo
ligandu struktiiras, kuru saistibas kvalitate vargtu bt lidziga
karnitina saistibas kvalitatel

Aprekinats y-butirobetaina hidroksilazes (GBBH) inhibitoru
farmakoforais modelis
Kombingjot KMR un rentgenstruktiranalizi ar virtuala skrininga

metodem atlasitas perspektivas jaunu inhibitoru struktaras, kas
atbilst aprékinatajam farmakoforajam modelim



