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Sammanfattning

Bakgrund
Cancer ér en stor grupp av sjukdomar, som innehéller cirka 200 olika sjukdomar. Cancer kan dyka upp i celler

och vdvnader i kroppen nir onormala celler tillvdxer pa ett okontrollerat sétt, sedan kan cancerceller invadera
andra viavnader. Det &r en flerstegsprocess som sker under lang tid och till slut leder till att cancer uppstar.
Kinaser dr enzymer som katalyserar fosforylering, det vill sdga reaktionen dir en fosfatgrupp fran ATP
transfereras till en annan molekyl. Kinasfosforyleringen &r en viktig mekanism for att modifiera proteiner som
finns i kroppen och pa sé sitt reglerar olika celluldra funktioner. Vid 6veraktivitet av kinaser kan detta leda till
forlust av kontroll pa signalkaskader som styrs av kinaser. Det kan medfora skadliga effekter exempelvis
hjart-kérlsjukdomar, diabetes samt cancer. Kronisk myeloisk leukemi (KML) &r en séllsynt blodcancer dar
onormala BCR-ABL-fusionsproteiner uppstar i neoplastiska celler. Detta leder till att leukocyter produceras
onormalt och skadar benmérgen och blodet. Dasatinib 4r en tyrosinkinashdimmare som anvénds for behandling
av KML. Dasatinib himmar aktiviteten av BCR-ABL-kinaset men pd grund av att kinaser liknar varandra
binder dasatinib &dven till andra kinaser. I den hér studien analyseras fyra kinaser som dasatinib binder till
ndmligen ABL1 (ldkemedelsmalet), PTK6, MYT1 och STK10.

Syftet

Huvudsyftet med denna studie dr att granska dasatinib. Lakemedlet binder till olika proteiner med affiniteter
(métt som dissociationskonstanten K,) som varierar i flera storleksordningar. Syftet med denna studie var att
forklara med hjilp av proteinernas strukturer varfor dasatinib binder bra till vissa proteiner men mindre bra till
andra.

Metod

Med hjalp av proteinernas strukturer, som laddas ner fran databasen PDB (protein data bank) gjordes en
analys av interaktioner mellan dasatinib och de valda proteinerna. Sedan gjordes en modell av bindningsfickan
i varje protein déar enbart de aminosyror som binder till Iikemedlet studerades. Slutligen berdknades
bindningsenergin AG® med hjilp av denna modell. En teoretisk metod som kallas for PM7 anvéndas for att
berikna AG".

Resultat

Resultatet visar att det finns en koppling mellan antalet dasatinib-protein interaktioner och K. Vissa proteiner
hade flera strukturer i samma kristall (olika kedjor i PDB strukturen). Det var en omfattande variation i antal
interaktioner mellan de olika strukturerna i dessa fall. Kopplingen mellan antalet interaktioner och K var inte
perfekt. Med hjélp av antalet interaktioner kunde vi skilja mellan de proteiner som band bést till dasatinib,
vilka var ABL1 och PTK6 men det gick inte att avgdra vilken av dessa tva som band starkast till dasatinib.
Teoretisk berikning av AG® foljer samma trend, det vill séiga att ju fler interaktioner som finns i strukturerna
desto ligre var AG®.

Diskussion
Genom att analysera de interaktioner mellan proteinerna och likemedlet, och beriikna AG® forsdkte vi forstd

hur ldkemedlet binder till olika proteiner med affiniteter som varierar flera storleksordningar. Fragan som vi
forsokte svara pé dr varfor dasatinib binder bttre till till exempel ABL1 jamfort med de andra tyrosinkinaser?
Nir vi tittade pa antal vitebindningar och hydrofobiska bindningar sé ar det till storsta del inte samma hos alla
proteiner. En annan fraga uppstod: kunde vi med hjilp av en enkel berdkning se skillnad mellan olika
proteiner? Svaret som vi fick var ja och det kan vara ett verktyg som kan anvéndas i framtiden for att snabbt
kunna skilja mellan olika proteiner. Det kravs dock att vi arbetar med mer 4n ett likemedel och
dubbelkontrollerar att vi har fatt liknande resultat. Annars maste vi hitta en annan metod d&n PM7 {or att
berdkna energi.




Slutsats
En relativ snabb och enkel berdkning med hjilp av en byggd modell (dasatinib som binder med proteins

bindningsfickor), kunde anvéndas for att skilja mellan de bésta och sdmsta bindare. Nér det géller skillnaden
mellan ABL1 och PTK6 har analysen dock visat att PTK6 binder till dasatinib med storre affinitetEn stor
skillnad mellan de beriknade AG® virdena for olika strukturer av samma protein gjorde det svért att vélja ritt
struktur for en analys. En mojlig orsak till skillnaden mellan de experimentella och berdknade vérden ér att
strukturen pa proteinet fordndras nar binder till lakemedlet och en sddan forandring kréver en investering av
Gibbs energi. Det experimentella vardet 4r mellan -8 kcal/mol och -14 kcal/mol, dar vi kvantitativt forlorar
mycket energi. Att PM7 berdkningen visar att proteinet binder mycket starkare till 1akemedlet &n de
experimentella AG® virden kan bero pi att berikningsmetoden ir vildigt forenklad.




Abstract

Introduction

Cancer is a group of about 200 different types of diseases. Cancer can appear in different cells and
tissues in the body when abnormal cells grow in an uncontrolled manner and invade other tissues. A
multistep process that occurs over a long period eventually leads to the onset of cancer. Kinases are
enzymes that catalyze phosphorylation, that is, the reaction in which a phosphate group from ATP is
transferred to another molecule. Kinase phosphorylation is an important mechanism for modifying
proteins and thus regulating various cellular functions. Overactivity of kinases can lead to loss of
control of signal transducer cascades controlled by kinases and it produces harmful effects such as
cardiovascular disease, diabetes and cancer. Chronic myeloid leukemia (CML) is a rare blood cancer
in which an abnormal BCR-ABL fusion protein occurs in neoplastic cells. This causes leukocytes to
be produced abnormally and damages the bone marrow and blood. Dasatinib is a tyrosine kinase
inhibitor indicated for the treatment of CML. Dasatinib inhibits the activity of the BCR-ABL kinase,
but since many kinases are similar, it also binds to other kinases. Some of the kinases that dasatinib
inhibits and that we analyzed in this study are ABL1, PTK6, MYT1 and STK10.

Purpose
The purpose of this study was to explain with the help of the structures of the proteins ABL1, PTK6,
MYTI and STK10 why dasatinib binds well to some proteins but less well to others.

Methods
Using the structures of the proteins, an analysis of interactions between dasatinib and the selected
proteins has been performed. We then built a model for each protein with only the amino acids that
binds to the drug and finally used these structures to estimate the binding energy AG® with the PM7
theoretical method. The PM7 method was used to calculate the energy of molecules. The results
correspond to the enthalpy of formation AH. The Gibbs energy is estimated by including the solvent,
which also accounts for entropy changes, most of which are mediated by the solvent. The equation
used to calculate Gibbs energy for protein-drug binding was: AG" = A,G AG 0 T AG

(complex) ~ LA arug) (proteiny
Results

The results show that there is a link between the number of dasatinib-protein interactions and K.
Some proteins had several different structures in the same crystal. In such cases there was an
extensive variation in the number of interactions between the different structures and dasatinib. The
connection between the number of interactions and K was not perfect. Using the number of
interactions we were able to distinguish between the proteins that bind best to dasatinib, which were
ABL1 and PTK®, and the proteins that bind worst which were MYT1 and STK10. We could however
not explain which protein binds best based on the number of interactions. The theoretical calculation

of AG" follows the same trend (the more interactions there are in the structures, the lower is AG").

Discussion and conclusion

A relatively quick and easy calculation using a built model (dasatinib with protein binding interaction)
could be used to distinguish between the best and worst binders. When it comes to the difference
between ABL1 and PTK®6, our analysis failed. A large difference between the calculated AG® values
for different structures of the same protein makes it difficult to choose the right structure for an
analysis. A factor that could explain the discrepancy in the analysis is that the structure of the protein
changes when it binds to the drug and such a change requires an investment of Gibbs energy. In



general, experimental binding energies were higher than the calculated ones. For example,
experimental AG® for MYT1 was -9 kcal/mol but the calculated AG® was -33.2 kcal/mol. This may be
because the calculation with PM7 is too simplified.
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FORKORTNINGAR

ABL = Proto-oncogene tyrosine kinase
ALL = akut lymfatisk leukemi

APC-gen = aktiverat protein C-gen

ATP = adenosintrifosfat

BCL gen = B-cellsleukemi / lymfom-2-gene
CDK = cyklinberoende kinas (G1-CDK)
DNA = deoxiribonukleinsyra

KML = kronisk myeloisk leukemi

KI = Kinashdmmare

MYT = myelin transkriptionsfaktor

mAbs = Monoklonala antikroppar
Non-RTK = icke-receptor tyrosinkinas
PLIP = protein-Ligand Interaction Profiler
Pre-RC = pre-replikation komplex

PTKG6 = human Protein tyrosine kinase 6
STK10 = Serin/treonin proteinkinas 10
TK = tyrosinkinas

GTP = guanosintrifosfat

KI = kinashdmmare

Rb = retinoblastom



RTK = receptor tyrosinkinas

RNA = ribonukleinsyra

STK = serin/treonin kinaser

KD = dissociationskonstanten
VMD = visual molecular dynamics

Pre-Rc = pre-replikation komplex
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Introduktion
Cellcykeln

Celler forokar sig genom celldelning, det vill séga att de bildas fran celler som redan finns i
kroppen. Celldelning bestar av tre steg. Den borjar med att kromosomerna som finns i cellen
dubbleras. I steg tvd separeras kromosomerna frén varandra och till slut sker en delning som
leder till att tva identiska celler bildas. Cellcykeln sker i flera faser som sker 1 féljande
ordning: GO-fas, M-fas, G1-fas, S-fas och G2-fas. I varje fas sker processer som dr viktiga for
att cellen ska kunna gé vidare till nésta fas och sé vidare. I G1-fasen tillvéxer cellen och allt
som finns i cellen tillverkas som till exempel proteiner, kolhydrater och fett. Under S-fasen
sker en replikation av DNA och slutligen under G2-fasen sé fortsétter proteinsyntesen samt
att cellen forbereds for delning genom olika kontrollmekanismer.(1,2).

For att cellen skulle kunna 6verleva, tillvixa och dela sig kravs det extracelluldra signaler.
Cellcykeln inleds da cellen stimuleras av extracellulédra signalmolekyler. Om dessa
signalmolekyler saknas stannar cellen vid kontrollpunkten i forsta fasen "G1-fas". Om de
extracelluldra signalmolekylerna uteblir under lang tid stannar cellcykeln 1 vilofas "GO-fas".
Olika extracelluldra faktorer har olika funktioner exempelvis sd stimulerar tillvéxtfaktorer
syntes av cellens viktiga proteiner och makromolekyler samt forhindrar dess nedbrytning.
Mitogener signalerar till cellen att passera genom kontrollpunkter under celldelning. Vid
stimulering av mitogen leder detta till att mitogen aktiverar G1- cyklinberoende kinas
(G1-CDK) och G1/S-CDK. Allt detta leder till att retinoblastom (Rb) stimuleras samt till
transkription av andra gener som ar viktiga for celldelning. Komplexet S-CDK stimulerar
DNA -replikation. Nar DNA replikeras, kommer aktivt S-CDK att fosforylera pre-replikation
komplex (pre-RC) och cyklinberoende kinas-6 (CDK-6) som bryter ner och inaktiverar
komplexet S-CDK, vilken forhindrar att en ny DNA replikation sker (2).

Mellan de olika faserna som ingér i cellcykeln finns ett system som kallas cellcykelns
kontrollsystem. Tva viktiga protein som spelar viktiga roller i kontrollsystemen 4r cyklin och
cyklinberoende kinas (CDK). Proteinet cyklin bildas vid varje cellcykel medan CDK ingar i
alla steg av cellcykeln, det vill séga att den har konstant koncentration. Nér cyklin binder till
CDK bildas ett aktivt komplex (cyklin-CDK). Cyklin bryts ner d4 komplexet inaktiveras och
sa vidare.

Reparationssystem ér ett system som trader in ndr kontrollsystemet upptécker ett fel vid
celldelningen. Nér det uppstdr en DNA-skada under exempelvis G1-fasen, kommer
transkriptionsfaktor p53 att stimuleras som 1 sin tur hdmmar G1/S-CDK och S-CDK. Detta
leder till att cellcykeln stannar i G1-fasen tills skadan reparerats.
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Apoptos

Apoptos kan beskrivas som programmerad celldod. Detta dr en process som forekommer nér
ett utvecklingsproblem har uppstatt i cellen. Apoptosens huvudfunktion &r att reglera antalet
celler 1 kroppen genom att doda onormala, icke funktionella och skadliga celler. Apoptos
skiljer sig fran nekros, vilket dr en akut cellskada, som leder till att cellen sviller och
framkallar inflammatoriska svar. Det finns tvd mekanismer for aktivering av apoptos; en yttre
mekanism och en inre mekanism. Den yttre mekanismen aktiveras genom ligander som
binder till receptorer som finns pé cellytan, medan den inre mekanismen involverar proteiner
som frigdrs fran mitokondriernas membran till cytosolen dir de binder till och initierar
apoptos (4).

Vad dr cancer?

Cancer ar en stor grupp sjukdomar, cirka 200 olika. Cancer uppstar nir onormala celler vixer
pa ett okontrollerat sitt i kroppens vdvnader och dessa kan sedan ocksa invadera andra
viavnader. Om tumoren fortsdtter att utvecklas kan det uppstd en metastas, vilket &r en tumor
som inte avgrénsas till den priméira vdvnaden utan sprider sig till andra. Tumorutveckling ar
en flerstegsprocess som sker under lang tid. Cancerutveckling borjar med olika mutationer.
Oftast sker mutationerna forst i proto-onkogener, det vill sdga de gener som stimulerar
celltillvaxt och darmed celldelning. Dessa kan till exempel vara tillvaxtfaktorer,
tillvixt-receptorer, signalproteiner, transkriptionsfaktorer, cykliner och cyklinberoende
kinaser. Ytterligare mutationer sker i suppressorgener som i sin tur leder till okontrollerad
celltillvdxt och ddrmed celldelning. Suppressorgener dr gener som normalt bromsar
celldelning och darmed forhindrar cellen att foroka sig eller cellen att ga 1 apoptos.
Mutationer som leder till cancer involveras bade gener som reglerar apoptos och
DNA-reparation (3,5).

Statistik

Cirka 63 000 personer i1 Sverige fick cancer 2018. Brostcancer var den vanligaste
cancerformen hos kvinnor medan prostatacancer var det vanligaste cancerformen hos mén.
Antalet personer som avled pd grund av cancer var 22 521 stycken under 2018, det vill séga
drygt 25 % av alla dodsfall. 2/3 av de personer som far cancer ar 6ver 65 ar (6).
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Figur 2. De 10 vanligaste cancersjukdomarna, 2018
Antal diagnosticerade individer och antal déda
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* Gruppen inkluderar lymfom, leukemier och besléktade cancersjukdomar.

Kalla: Canceregistret och Dédsorsaksregisiret, Socialstyrelsen

Figur 2: Antal personer (incidens) som har haft ndgon av de vanligaste cancerformerna under ar 2018. Cirka
10943 min har diagnostiserad prostatacancer (ca 30% av méns cancerfall) och cirka 2300 avled under 2018.
Brostcancer var den vanligaste cancerformen bland kvinnor, dir drygt 7800 fick en diagnos och 1400 kvinnor
avled under 2018 Bilden hdmtad 2020-10-30 fran
https://www.socialstyrelsen.se/globalassets/sharepoint-dokument/artikelkatalog/statistik/2019-12-652

3.pdf (7).

Cancerdiagnostik

Det finns olika sitt att faststélla en cancerdiagnos. Vid en ldkarundersokning utgar man fran
symptomen och sjukdomsforloppet. Sedan finns olika metoder som anvinds for att
sdkerstélla sjukdomen sdsom biokemisk analys pa blodprov, analys av viavnadsprover eller
radiologi, avbildningsmetoder, laboratorieundersokning och gentest (8).

Cancerbehandling

Det finns olika metoder och strategier som anvinds mot cancer. En av dem ar kirurgi, som ar
standardbehandling som gors for att isolera och ta bort tumérceller. Detta gors for att
forhindra att cancern sprider sig vidare till andra celler och nérliggande vdvnader.
Stralbehandling anvinds for att minska eller/och ta bort cancercellerna. Ibland kombineras
bade operationen och stralbehandling for att forhindra cancerspridning. En tredje
behandlingsmetod ar kemoterapi, vilken innebdr anvdndning av cytostatika. Dessa &mnen
paverkar cellens arvsmassa och forhindrar transkriptionen, vilken i sin tur leder till att cellen
inte delar sig och dor. Problemet med cytostatika dr att de saknar selektivitet och darfor kan
de paverka celler som inte hor till tumdren och pé grund av detta kan odnskade biverkningar
uppstd, exempelvis illamaende och haravfall. Ett allmént problem som kan uppsta vid
anvindning av ldkemedelsbaserad behandling dr ldkemedelsresistens. Darfor anvénds ofta
kombinationsbehandling mot sjukdomen (9, 10).
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Malinriktad behandling

Med hjilp av mélinriktad behandling kan man tillverka ett mer specifikt 1dkemedel. Det vill
sdga att vid molekyldrt riktad terapi anvinds ldkemedel som riktar in sig pd specifika mal. De
molekylért inriktade ldkemedlen &r specifika for celluldra fordndringar/mutationer (11).

Det finns manga fordelar med malinriktade ldkemedel, de kan vara mer effektiva dn
cytostatika, ha farre biverkningar samt brukar vara mer selektiva till sitt mal.

Malinriktade ldkemedel delas in 1 olika klasser: monoklonala antikroppar, sma molekyler,
immunterapeutiska cancervacciner och genterapi (11).

Smd molekyler

Smé molekyler har relativt ldg molekylvikt < 900 Da vilket underléttar f6r molekylen att
trdnga in 1 cellen. Vissa smd molekyler riktar sig mot kinaser och fungerar som
kinashdmmare genom att inaktivera kinaser och pé sa sétt avbryta signalvigarna som reglerar
karcinogenesen. Sma molekyler kan dven rikta in sig pd proteasomer eller cyklinberoende
kinaser (CDK) for att aktivera cellcykelkontroll, utlosa apoptos och koordinera
DNA-reparation (12).

Terapeutiska monoklonala antikroppar

Monoklonala antikroppar (mAbs) har sitt mél extracelluldrt, det vill sdga utanfor cellen
eftersom de dr relativt stora och inte kan trdnga in i cellen. mAbs utdvar sina effekter pé tva
olika sétt; direkt och indirekt. Vid den direkta mekanismen binder mAbs till antingen
cellreceptor som finns i cellmembranet och ddrmed aktiverar celldod eller forhindrar
celltillvdxt. Den indirekta mekanismen é&r att stimulera fagocytosen nir mAbs binder med sitt
antigen pa cancerceller. Darfor gar det att utnyttja immunterapi for att tillverka selektiva
mAbs som kan attackera cancerceller (12).

Proteinkinaser

Kinaser dr enzymer som katalyserar fosforylering dér en fosfatgrupp fran adenosintrifosfat
(ATP) tillfors till en annan molekyl. Vid fosforylering av en neutral grupp dndras proteinets
totala laddning som i sin tur blir mer negativ och ddrmed forandras det lokala elektriska
féltet. Detta kan leda till att proteinets konformation fordndras som i sin tur leder till att
proteinet blir mer eller mindre aktivt. Kinaser fosforylerar proteiner som finns i kroppen och
pa sa sitt mojliggdr kinaser reglering av cellfunktioner. Hos méanniskor finns 6ver 500
kinaser (13).

Tyrosinkinas dr ett enzym som katalyserar fosforylering av tyrosinrester i proteiner. Det finns
tva typer av tyrosinkinaser, receptor tyrosinkinas (RTK) och icke-receptor tyrosinkinas
(non-RTK). Huvudskillnaden mellan RTK och icke-RTK ér att icke-RTK endast fungerar i
cytoplasman. RTK bildar dimerer vid bindning till sina ligander. Flera andra proteiner kan
dérefter bindas till den aktiva RTK, vilket utloser en signaltransduktionsvédg som resulterar i
fordndringar av gentranskription.
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Adapterproteiner kan binda till kinaser och fungera som regulatorer. Sammantaget ger detta
ett komplex av interaktioner som #r viktigt att kontrollera. Aven nir deras foredragna substrat
ar narvarande bor kinasaktiviteten kontrolleras. Detta for att undvika fosforylering av substrat
i onddan (13). Kinaser kan finnas i tva olika former; aktiva och inaktiva. Dessa former kan
fordndras genom fosforylering eller vid bindningen till andra molekyler. Vid forlust av
kontrollen pé signalkaskader vilka styrs av kinaser, kan skadliga effekter ske, exempelvis
hjért-karlsjukdomar, diabetes samt cancer. Det finns tre viktiga mekanismer som driver
patologisk kinasaktivering:

1- Overexpression av kinasgener.

2- Forlust av himmande reglering.

3- Mutationer.

Fusionsproteiner uppstar pa grund av translokation av kromosomer dir proteiner skapas
genom att sla ihop tvé eller flera gener som ursprungligen kodar for olika proteiner, vilket gor
det fusionerade proteinkinaset konstitutivt aktivt. BCR-ABL fusionen &r en gen fusion kinas
dar proteinet BCR kopplas till kinaset ABL1, vilket resulterar i Gveraktiviteten. En sadan
mekanism dr den drivande faktorn bakom néstan alla fall av kronisk myeloid leukemi (CML)

(13).

Proteinkinaser som likemedelsmal

Kinashdmmare (KI) dr en typ ldkemedel som hdmmar aktiviteten hos ett eller flera kinaser.
Problemet med anvindningen av proteinkinashdmmare ar att de olika proteinkinaserna liknar
varandra i strukturen vilket gor det svart att utveckla kinashdmmare med hog specificitet.
Detta ar vildigt viktigt da kinaser krévs for fosforyleringen av proteiner som kréavs for
kroppens normala aktiviteter. Nar kinashammare saknar specificitet kan de dven binda till
andra kinaser och hdmma dem, vilket resulterar i biverkningar och toxicitet sisom
illamaende, kridkningar, diarré och hudutslag. KI kan binda till sitt méal reversibelt eller
kovalent (irreversibelt). Flera hdmmare utvecklades mot proteinkinaser. En anledning till
behovet av att utveckla flera himmare av samma méalmolekyl ar ldkemedelsresistens (13).

Dasatinib

Dasatinib (Sprycel®, se strukturen i figur 1) dr en tyrosinkinashdmmare och den ar indicerad
for behandling av kronisk myeloisk leukemi (KML) och akut lymfoblastisk leukemi (ALL).
Dasatinib dr en molekylhdmmare av flera tyrosinkinaser, dér bindningsstyrkan som
(dissociationskonstanten, K ) varierar i flera storleksordningar bland olika protein. Fyra av de
kinaser som dasatinib himmar och som valdes for analys 1 den hér studien &r ABL1 (K, =
0,027 nM, PDB kod: 2GQG), PTK6 (K, = 5,0 nM, PDB kod 5H2U), MYT1 (K, = 150 nM,
PDB kod: 5VCV) och STK10 (K, = 1200 nM, PDB kod: SOWR) (14).
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Figur 1: 2D-struktur av lakemedlet dasatinib vid fysiologiskt pH. Atom farger: halogen, gron; syra, rott; kvive,
bla. Dasatinibs svavelatomen visas med en rosa cirkel. Bilden ritades med hjélp av MarvinSketch (36).

Vid KML sker ett genetisk fordndring, vilket resulterar i produktionen av en dveraktiv
tyrosinkinas, BCR-ABL genom fusion av tva gener. Detta leder till en onormal produktion av
leukocyter vilket leder till skadad benmérg och blod (14). KML ér en séllsynt blodcancer, dér
onormala BCR-ABL-fusionsproteiner uppstar i neoplastiska celler. Vid bada sjukdomarna
KML och ALL finns flera sjuka omogna leukocyter. Detta leder till att leukocyter produceras
onormalt och skadar benmérg och blod. Dasatinib administreras som monoterapi (ett enskilt
lakemedel) i KML men kan kombineras med kemoterapi vid behandling av akut lymfatisk
leukemi (ALL) (14). Dasatinib har nigra biverkningar. Detta uppstér eftersom dasatinibs kan
binda till andra kinaser &n BCR-ABL och himma dem.

Biverkningar av dasatinib som dr mycket vanliga (d.v.s, dér relativa frekvensen av
biverkningar dr 6ver 0,1) dr infektioner, anemi, huvudvirk, blodningar, dyspné, diarré,
krikningar, illamaende, hudutslag, muskeloskelata smérta, feber, trotthet och perifert 6dem.
De vanliga biverkningar (frekvens mellan 0,01 och 0,1) dr lunginflammation, febril
neutropeni, aptitstorningar, hyperurikemi, depression, sdémnldshet, neuropati, synrubbningar,
tinnitus, hjartsvikt, arytmier, hjartklappning, hypertoni, trombos, lungédem, gastrointestinal
blodning, slemhinneinflammation, férstoppning, torr hud, muskelsvaghet, muskelkramp,
smarta, viktminskning eller viktokning och kontusion. Bland de mindre vanliga biverkningar
finns lymfopeni, 6verkénslighet, hypotyreos, hyperkolesterolemi, angest, forvirring,
CNS-blodning, tremor, balansrubbning, okat tarflode, horselnedséttning, myokardinfarkt,
QT-forldngning, arytmier, hypotoni, astma, pulmonell arteriell hypertension, pankreatit,
dysfagi, kolestas, pigmentrubbning, hudsar, harrubbningar, muskelinflammation och
menstruationsrubbningar (14, 15).

Proto-oncogene tyrosine kinase (ABL1)

ABLI ér ett tyrosin proteinkinas som ar normalt inaktivt. ABL1 blir aktiv i CML som ér ett
kimerisk protein, BCR-ABL. Dasatinib anvénds for att himma aktiviteten av BCR-ABL
kinaset vid KML behandling. (16).
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Human Protein tyrosine kinase 6 (PTK6)

PTK 6 ér ett cytoplasmatiskt icke-receptor proteinkinas. Det fungerar som en intracellular
signalomvandlare i epitelvivnader. Overutryckning av PTK6 i brostepitelceller leder till en
okad aktivering av epidermala tillvixtfaktorer som i sin tur resulterar i en transformerad
fenotyp. Vid prostatacancer bidrar forhojt PTK6- uttryck till 6kad fosforylering och
aktivering, vilket frimjar prostatacancer. Himning av PTK6 kinaset &r 6nskad vid
brdstcancer och prostatacancer (17, 18).

Mpyelin transkriptionsfaktor 1 (MYTI)

MYTI1 binder till promotor regionerna for propolipidproteiner i det centrala nervsystemet och
spelar en roll i utveckling av nervsystemet. Proteinet modulerar oligodendrocyt proliferation
och uppreglering av myelin-genens transkription. MYT]1 &r intressant som ett likemedelsmal
eftersom nedreglering av myelinproduktion runt axonet kan framkalla allvarliga sjukdomar
sasom multipel skleros. Himning av MYT1 bidrar till biverkningar i CNS och darfor ska
detta protein inte hdmmas (19).

Serin/treonin proteinkinaser 10 (STK10)

STK10 genen kodar for en medlem av serin/treonin proteinkinas (STK) 20-familjen och
liknar flera kénda polo-liknande kinaser. Proteinet associerar med fosforylering av
polo-liknande kinas 1, som stimulerar G2/M 6vergangen i cellcykel. Himning av STK10

forbéttrar lymfocytisk svar och det leder till forvirring av hudinflammation. Himning av
STK10 dr odnskat eftersom det kan leda till hudirritation (20, 21).

Dissociationskonstanten

Dissociationskonstanten (K,) beskriver bindningsstyrka, det vill sdga hur stark den &r mellan
ett 1ikemedel och ett enzym eller protein (23). Formeln som anvinds for att rdkna K &r:

K, =[P]x [I]/[PI].

Diér protein [P], inhibitor [I] och [PI] star for komplex (protein och inhibitor). Gibbs energin
for bindningsreaktionen beriknas som AG®=RT In K, dar (T) temperatur och (R) allmédnna
gaskonstanten (22).
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Syftet

I studien analyseras bindningen av dasatinib till olika kinaser. De proteiner som kommer att
analyseras 1 denna studien d&r ABL1, PTK6, MYT1 och STK10. Dessa proteinerna binder
dasatinib med K, viirden som varierar flera storleksordningar. Syftet med denna studien var
att forklara med hjilp av proteinernas strukturer varfor binder dasatinib bra till vissa proteiner
men mindre bra till andra.
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Metod

Proteinstrukturer

Strukturerna har laddats ner fran “Protein Data Bank®, i form av PDB- filer, vilka innehaller
arkivinformation om 3D-former av proteinerna (23). Proteinerna som studerades var ABLI
(K,;= 0,027 nM, PDB kod: 2GQG), PTK6 (K, = 5,0 nM, PDB kod: SH2U), MYT1 (K, = 150
nM, PDB kod: 5VCV) och STK10 (K, = 1200 nM, PDB: 50WR).

Analys av protein-liikemedel interaktioner

P& webbsidan “Protein-Ligand Interaction Profiler” (PLIP webb),
https://projects.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index, tittade vi pa interaktionerna mellan
dasatinib och proteiner for att se om det kan beskrivas varfor dasatinib binder mycket bra till
vissa proteiner men mindre bra till andra. Antal och typ av interaktioner for varje protein
visas i tabellerna 1 och 2. Dessa ér vitebindningar, hydrofoba bindningar, vattenbryggor,
saltbryggor, katjon- m och halogen bindningar. Vissa proteiner kan ha flera kristallstrukturer
som tillhor samma protein, det vill sdga att de kan ha flera kedjor (d.v.s flera strukturer 1

samma kristal) (24). Alla kedjor som finns med i de analyserade proteinerna har studerats.
Strukturen av proteinet ABL1 (PDB kod: 2GQG) har tva kedjor: 2GQGA och 2GQGB, men
av proteinet MYT1 (PDB kod: SVCV) och STK10 (PDB kod: SOWR) har endast en kedja
och den av proteinet PTK6 (PDB kod: SH2U) har fyra kedjor, vilka &r SH2UA, SH2UB,
5H2UC och SH2UD.

3D-modellering av likemedlets bindningsficka

Proteinerna dr mycket stora och pa grund av detta dr det svart att analysera alla atomer 1
proteinet om man vill koncentrera sig pa ldkemedel-protein interaktioner. Detta lostes genom
att pa plip-webben “Protein-Ligand Interaction Profiler” ladda ner en PDB-fil. PDB-filen
dndrades och visade endast de aminosyror som binder till lakemedlet. Programmet Visual
Molecular Dynamics (VMD) http://www.ks.uiuc.edu/Research/vimd/ anvéndades for att
modellera och visa alla grupper (proteiner och dasatinib) som fanns med 1 PDB-filen (25).

Genom anvéindning av VMD kunde rest-grupper fran proteinerna tas bort och bara
aminosyrarester dir proteinerna binder till lakemedel blev kvar (29). VMD anvinds ocksa
som ett verktyg for att titta pd och analysera resultaten. Ett verktyg som kallas “molefacture”
anvindes for ldgga till viteatomerna som saknas i strukturen (26). De forberedda PDB
strukturer finns under:

https://drive.google.com/drive/folders/1aeiSzitqOJ1rNfRemZY 1PGO6Wi_nDF5i?usp=sharin

g.
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Optimering av modellerna

Niésta steg var att optimera positionerna av viteatomerna. Optimeringen av viteatomerna
gjordes med hjélp av programmet MOPAC 2016 HTTP://OpenMOPAC.net (2016) (27), men
for att dubbelkontrollera om dasatinib hade fatt rétt laddning s& anvindes webbsidan
“proteinsPlus”. Denna sida hjalper till att ldgga till viteatomer som saknar 1 proteinstrukturer
(28). En tvadimensionell struktur ritades for alla interaktioner som fanns mellan de olika
proteinerna och likemedlet. Detta gjordes med hjilp av programmet MarvinSketch (29).

Berikning av Gibbs energier for protein-liikemedels bindning

Sista steget var att berikna AG® for proteinerna ABL1 (PDB: 2GQG), PTK6 (PDB: 5H2U),
MYTI1 (PDB: 5VCV) och STK10 (PDB: SOWR) som gjordes genom att anvinda metoden
PM7 med hjélp av datorprogrammet MOPAC 2016 (27 och 30).

PM?7 ar en metod for att berdkna energin av molekyler. Berdkningen ger A;H virde medan
inkludering av 16sningsmedel ger upphov till molekyldra Gibbs bindningsenergier AG.
Ekvationen som anvénds for att rdkna Gibbs energier for protein-likemedels bindning var:
AG*=AG - [AG jikemeaery T AG

(komplex) (protein)] .

AG Komplex AG (Protein + Lékemed‘el)

€S>

o Protein

7( Lakemedel

Figur 2: Berdkning av Gibbs binding energier (vénster), Gibbs energin for komplexet berdknades nér ett
lakemedel binder till ett proteinet och bildar ett komplex. (Hoger) Gibbs energin for lakemedlet och proteinet
berdknades efter att likemedlet har separerat fran proteinet med 100 dngstrom.

Bindningsreaktionen sker i en 16sning eftersom det blir for manga vattenmolekyler for att
berdkna alla interaktioner och darfor anvindas en mer approximativa metod, COSMO. |
COSMO approximeras effekten av losningsmedlet (hér: vatten) som ett kontinuum, utan att
ta hinsyn till varje individ vattenmolekyl (31). Vattenmolekyler som binder direkt till
lakemedlet modellerades 1 PM7 som en del av proteinet. Den experimentella
bindningsenergin AG® estimerades frén K, genom att anvinda formeln:

AG"=RT - Ln(K,) eller AG* = 0,59 - Ln(K,) vid T =300 K (27, 28).

Frégan &r om vi kan med hjélp av en enkel berdkning se skillnaden mellan olika proteiner,
d.v.s kan man gora en snabb berikning med MOPAC och se om AG" ir bra eller inte?
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Resultat

Analys av protein-liikemedel interaktioner

Interaktionerna mellan dasatinib och de fyra proteinerna visas 1 tabell 1. I tabellen visas
interaktioner av flera typer, ddr sammanstélls information om bindningen som berdknades
med hjdlp av webb-servern “Protein-Ligand Interaction Profiler” och som ges for varje
proteinstruktur.

Tabell 1: protein-ldkemedel interaktioner mellan proteinkinaserna ABL1 (2 GQG), PTK6 (5 H2U), MYT1 (5
VCV), STK10 (5 OWR) och dasatinib.

Antal Interaktioner
PDB Kod
Protein (Kedja)
Hydrofob Vitebindningar Vatten Katjon Halogen Salt
bryggor -7 bindningar bryggor

ABL1 2GQGA 8 3 0 0 0 0
ABLI1 2GQGB 7 4 2 0 0 0
PTK6 SH2UA 6 3 3 1 1 0
PTK6 SH2UB 7 3 3 1 1 0
PTK6 S5H2UC 5 3 0 1 1 1
PTK6 SH2UD 4 4 0 1 1 0
MYT1 S5VCV 5 4 0 0 0 0
STK10 SOWR 2 2 1 0 0 0
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Resultatet visar att nér det géller proteiner som hade flera strukturer for samma protein, fanns
en omfattande variation i antalet interaktioner mellan de olika strukturerna (skillnaden i olika
kedjor). Alla proteiner binder med 2 till 8 hydrofobiska interaktioner och mellan 2 till 4
vitebindningar. Vattenbryggor finns i vissa proteiner/strukturer men inte alla. Katjon- m och
halogenbindningar finns bara hos PTK6. Saltbryggor finns bara hos en struktur av de fyra
proteinerna, vilken &r SH2UC. Med hjilp av antalet interaktioner kunde vi skilja mellan
proteiner som binder bést till dasatinib, vilka var ABL1 och PTK®6, och de proteiner som
binder sdmst till dasatinib som var MYT1 och STK10. Vi kunde inte se vilken av proteinerna
ABLI eller PTK6 som binder bést baserat pa antal interaktionerna.

Tabell 2: Typ av interaktioner samt vilka aminosyror som interagerar mellan proteinerna ABL1 (2 GQG), PTK6
(5§ H2U), MYT1 (5 VCV), STK10 (5§ OWR) och dasatinib. Aminosyror som finns dr K for lysin, V valin, I
isoleucin, F fenylalanin och M betecknar f6r metionin.

Antal interaktioner
Protein PDB Kod
(Kedja) Hydrofob Vitebindningar Vatten Katjon- Halogen Salt
bryggor T bindningar bryggor
ABL1 2GQGA 1-248 L I-315T
2-248 L 2-318M
3-271 A 3-318M
4-299V
5-3131
6-315T
7-317F
8-380 A
ABL1 2GQGB 1-248 L 1-315T 1-322N
2-271K 2-315T 2-322 N
3-299V 3-318M
4-3131 4-318 M
5-315T
6-317F
7-380 A
PTKG6 SH2UA 1-197L 1- 264 T 1-219K 1-219K 1-217 A
2-197L 2-267TM 2-219K
3-219K 3-267M 3-2718
4-248 L
5-2621
6-319L
PTKG6 SH2UB 1-197L 1-264 T 1-219K 1-219K 1-217 A
2-197L 2-267TM 2-219K
3-219K 3-26TM 3-2718
4-219K
5-248 L
6-2621
7-264 T
PTK6 5H2UC 1-197 L 1-219K 1-219K 1-217 A 1-274 E
2-219K 2-267TM
3-219K 3-267M
4-248 L
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5-2621
PTK6 SH2UD I-197L I-219K 1-219K 1-217 A
2-219K 2-264T
3-248 L 3-26TM
4-2621 4-267M
MYT1 5VCV I-116 L 1-187T
2-116 L 2-190C
3-137A 3-190C
4-185L 4-196 Q
5-187T
STK10 SOWR 1-1101 I-113C 1-175N
2-112F 2-113C

Aminosyror som interagerar med dasatinib genom olika interaktioner visas i tabell 2. I
tabellen presenteras interaktioner av flera typer. Aminosyror som finns hos proteiner och
binder med en hydrofobiska bindning &r leucin, lysin, valin, isoleucin, treonin, fenylalanin
och alanin. Aminosyror som finns hos proteiner och binder med en vitebindningar &r treonin,
metionin, lysin, cystein och glutamin. I vattenbryggor involveras asparagin, lysin och serin. |
katjon- w bindningen involveras endast lysin 219. I halogenbindning alanin 217. Saltbryggor
involverar endast C-terminalen (glycin 274).

3D och 2D modellering av liikemedlets bindningsficka

I figurerna 4-15 visas modeller {for protein-lakemedel interaktionen som involverar MYT1
(figurerna 4- 6), STK10 (figurerna 7- 9), PTK6 (figurerna 10- 12) och ABL1 (figurerna 13-
15). Interaktioner mellan dasatinib och proteinerna i 3D-strukturer visas 1 figurerna 4, 7, 10
och 13. Dasatinib-protein interaktioner i 3D-strukturen efter optimering av H-atomerna visas
i figurerna 5, 8, 11 och 14. Medan dasatinib-protein interaktioner i 2D-strukturen visas i
figurerna 6, 9, 12 och 15.
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Figur 4: 3D modell av MYT1 strukturen (PDB kod 5VCV) som visar interaktionerna mellan dasatinib och
proteinet. Bilden himtades frén PLIP-webbservern. Fargkod for bindningar: vitebindningar, bld; hydrofobiska
bindningar, gra. (31).
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Figur 5: 3D modell av MYT]1 strukturen (PDB kod 5VCV) som visar lakemedlets bindningsfickan efter
optimering av H-atomerna. Bilden visades med VMD programmet (32).
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Figur 6: 2D- modell for interaktionerna mellan dasatinib och MYT1 baserade pA MYT1s PDB struktur ( PDB
kod 5VCV). Bilden ritades med hjilp av MarvinSketch (36).
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Figur 7: 3D modell av STK10 strukturen (PDB kod SOWRA) som visar interaktionerna mellan dasatinib och
proteinet. Bilden himtades frén PLIP-webbservern. Fargkod for bindningar: vitebindningar, bld; hydrofobiska
bindningar, gra och vattenbryggor, lilla (31).
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PHE112

Figur 8: 3D modell av STK10 strukturen (PDB kod SOWR) som visar lakemedlets bindningsfickan efter
optimering av H-atomerna. Bilden visades med VMD programmet (32).
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Figur 9: 2D- modell for interaktionerna mellan dasatinib och STK 10 baserade pa STK10s PDB struktur ( PDB
kod SOWR). Bilden ritades med hjélp av MarvinSketch (36).
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Figur 10: 3D modell av PTK6 strukturen (PDB kod SH2UA) som visar interaktionerna mellan dasatinib och
proteinet. Bilden hamtades fran PLIP-webbservern. Fargkod for bindningar: vétebindningar, bld; hydrofobiska
bindningar, gra; vattenbryggor, lilla och n- Katjon interaktion, orange (31).

LEU197

ILE262

Figur 11: 3D modell av PTK6 strukturen (PDB kod SH2U) som visar ldkemedlets bindningsfickan efter
optimering av H-atomerna. Bilden visad med VMD programmet (32).
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Figur 12: 2D- modell for interaktionerna mellan dasatinib och PTK6 baserade pd PTK6s PDB strukturen ( PDB
kod 5H2U). Bilden ritades med hjélp av MarvinSketch (36).

Figur 13: 3D modell av ABLI1 strukturen (PDB kod 2GQGA) som visar interaktionerna mellan dasatinib och

proteinet. Bilden hamtades fran PLIP-webbservern. Férgkod for bindningar: vitebindningar, bla och
hydrofobiska bindningar, gra (31).
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Figur 14: 3D modell av ABL1 strukturen (PDB kod 2GQG) som visar ldkemedlets bindningsficka efter

optimering av H-atomerna. Bilden visad med VMD programmet (32).
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Figur 15: 2D- modell for interaktionerna mellan dasatinib och ABL1 baserade pd ABL1s PDB strukturen ( PDB

kod 2GQG). Bilden ritades med hjélp av MarvinSketch (36).



Koppling mellan antal interaktioner och bindningsenergin

Antal interaktioner mellan varje protein och dasatinib och de experimentella Gibbs energi
AG®virden visas i tabell 3, Enligt tabellen finns det nigon koppling mellan antalet
interaktionerna och AG®.

Tabell 3: en jimforelse mellan medelvirdet (M) for interaktioner och AG® fore modellering.

Protein PDB Kod Medelvirdet antal AG" (K-koal/mol)
(Kedja) interaktioner experimentell

ABLI1 2GQG 13 -14,4

PTK6 5H2U 14,8 -11,3

MYTI1 5vCvV 9 -9,3

STK10 SO0WR 5 -9,0

Med hjilp av antalet interaktioner kunde vi skilja mellan de proteiner som binder bést till
dasatinib, vilka var ABL1 och PTK6, medan de proteiner som binder sdmst till dasatinib var
MYTI och STK10. PTK6 hade dock ett storre medelvirde for antal interaktioner 4&n ABL1
dven om ABL1 binder battre till dasatinib. Vissa proteiner i samma kristall (har flera kedjor)
kan ha olika strukturer och skilja sig till en viss del och dirfor kan de binda lakemedlet med
olika AG"virde. Detta pd grund av att de har olika antal och typer av likemedel-protein
interaktioner i de olika strukturerna.

Berikning av Gibbs energi for protein-liikemedels bindning

Beriknade Gibbs energin AG® visas i tabell 4. Virdena visar att ju storre antal interaktioner
som finns i strukturerna desto ligre var AG". I tabellen hade Gibbs energi varierat mellan -26
kcal/mol och -45,8 kcal/mol. Med hjélp av antalet interaktioner och AG®kunde vi skilja
mellan de proteiner som binder bist till dasatinib, vilka var ABL1 och PTK6, medan de
proteiner som binder sdmst till dasatinib var MYT1 och STK10.
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Tabell 4: Gibbs bindningsenergi AG® for interaktioner mellan dasatinib och proteiner 2GQG, SH2U,
5VCV och SOWR efter modellering. AG® riknades med hjilp av MOPAC 2016.

PDB kod Proteiner Antal interaktioner AG" (kcal/mol)
teoretisk
ABL1 2GQGA 11 -35,4
ABL1 2GQGB 14 -53,4
Medelvirde (Stdev) 2GQG 12,5 (-44,5) 12,7
for ABL1
PTK6 SH2UA 14 -66,3
PTK6 SH2UB 15 -60
PTK6 SH2UC 11 -26,3
PTK6 SH2UD 10 -28,5
Medelvirde SH2U 12,5 (-45,3) 20,8
(Stdev) for PTK6
MYT1 S5VCVA 9 -33,2
STK10 SO0WRA 5 -29,3

Proteiner med flera strukturer i en och samma kristall (olika strukturer) kan skilja sig till en
viss del i antal och typer av interaktioner-bindningar och detta kan ge olika virde av Gibbs
energin AG®. Virdena frén berikningen var mycket mindre én de experimentella virden
vilket troligtvis beror pa att metoden PM7 var mycket enkel. Det gér troligtvis att fi bittre
relation mellan experimentella virdet och de berdknade virdet genom att anvdnda mer
avancerade metoder som kriver starkare datorer och mer tid (32).
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Diskussion

Analys av interaktionerna mellan dasatinib och proteinerna

Resultatet visar att det finns en koppling mellan antalet dasatinib-protein interaktioner och
K,. Resultaten visade dven att nir det fanns flera strukturer som tillhérde samma protein, sa
hade dessa strukturer en omfattande variation i antal interaktioner mellan proteinet och
lakemedlet. Alla proteiner binder med 2 till 8 hydrofobiska interaktioner och mellan 2 till 4
vitebindningar. Vattenbryggor forekommer i vissa proteiner/strukturer men inte alla. Katjon-
7 och halogen bindningar fanns bara hos PTK6. Saltbryggor finns bara hos en struktur av de
fyra proteinerna, vilken var PTK6 (PDB: SH2UC).

Med hjilp av antalet interaktioner kunde vi skilja mellan de proteiner som binder bést till
dasatinib, vilka var ABL1 och PTK6, medan de proteiner som binder sdmst till dasatinib var
MYT1 och STK10. Kopplingen mellan antal interaktioner och K, var inte perfekt, det vill
sdga att vi inte kunde se vilket protein som band bast (ABL1 eller PTK6) baserat pa antalet
interaktionerna. ABL1 har K, 0,027 nM medan PTK®6 har K, 5,0 nM, K varierar mycket i
storlek men skillnaden i antal interaktioner var inte sa stor.

3D och 2D modellering av liikemedlets bindningsfickan

Specifika interaktioner mellan dasatinib och proteinerna i 3D-strukturer fore modellering har
visats i figurerna 4, 7, 10 och 13. Dasatinib-protein interaktioner i 3D-strukturen efter
modifiering visas 1 figurerna 5, 8, 11 och 14. Dasatinib-protein interaktioner 1 2D-strukturen
efter modifiering visas i figurerna 6, 9, 15 och 15. Ingen avvikelse noterades, det vill sidga att
de ser bra ut och ingen aminosyra stack ut eller star langt fran likemedlet.

Berikning av experimentella Gibbs energi for protein-likemedels bindning
Experimentella Gibbs energin AG® har visat i tabell 3 att ju fler antal interaktionerna som
finns i strukturerna desto lidgre var AG. I tabellen hade Gibbs energin varierat mellan -14,4
kcal/mol och -9,0 kcal/mol. Med hjilp av antalet interaktioner och AG® kunde vi skilja mellan
de proteiner som binder bast till dasatinib, vilka var ABL1 och PTK6, medan de proteiner
som binder sdmst till dasatinib var MYT1 och STK10. Medelvirdet for vétebindningar for
ABLI ér 3,5 medan PTK6 dr 3,25. Medelvirdet for hydrofobiska bindningar f6r ABL1 ar 7,5
och for PTK6 dr 5,5. Pa sa sitt ser man att ABL1 och PTK6 &r néstan lika gillande antal
vétebindningar men ABL1 har fler antal hydrofobiska interaktioner och dérfér har ABL1
ldgre AG® dven om PTKG6 olika strukturer har fler vattenbryggor, en katjon-  bindning, en
halogen bindning och en av PTK6 kedjor har en saltbrygga. Detta visar att vitebindningar
och hydrofobiska interaktioner spelar en viktig roll men vattenbryggor, n-
katjoninteraktioner, halogenbindningar och saltbryggor har inte sa stor pdverkan pd AG,.
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Om man tittar pa skillnaden mellan MYT1 och STK10 ser man att AG® for STK10 &r ldgre
(béde teoretiska och beréknade vérdet). Antalet interaktioner for MYT1 &r 9 (5 hydrofoba och
4 vitebindningar) medan antal interaktioner for STK10 &r 5 ( 2 hydrofoba och 2
vitebindningar och en vattenbrygga). AG® ar ldgre i MYT1 dven om skillnaden inte &r s stor,
ca 1,3 kcal/mol. Likheter géllande vilka slags interaktioner var néstan samma, fast antalet
interaktioner var annorlunda.

Teoretisk berikning av Gibbs energi for protein-likemedels bindning

Teoretisk berdkning av AG® foljer samma trend, det vill séiga ju fler interaktioner som finns i
strukturerna desto ldgre var AG®. Den hir stora skillnaden mellan de beriknade AG® virdena
for de olika strukturerna av samma protein gor det svart att vélja rétt struktur f6r en analys.
Gibbs energi var annorlunda mellan de olika kedjorna, se tabell 4 dér proteinet ABL1 har tva
kedjor A och B, dér Gibbs energin for kedja A var -35,5 kcal/mol och Gibbs energi for kedja
B var -53,6 kcal/mol. Proteinet PTK6 hade 4 kedjor A, B, C och D, vilka Gibbs energi var i
ordning A) -66,3, B) -60, C) -26,3 och D) -28,5 kcal/mol.

Proteinet PTK6 har fyra olika kristallstrukturer (olika kedjor) A, B, C och D. Det finns en
tydlig skillnad mellan de olika kedjorna, exempelvis har kedja A 6 hydrofobiska
interaktioner, 3 vitebindningar och 3 vattenbryggor till skillnad frdn kedja D vilken har bara

4 hydrofobiska interaktioner och 4 vitebindningar men inga vattenbryggor. Detta ger dven en
stor skillnad i AG®, kedja A (-66,3 kcal/mol) och kedja B (-28,5 kcal/mol).

Jamforelsen mellan de tva strukturerna SH2UC och SH2UD f6r PTK6 var annorlunda, déar
ingen av kedjorna har en vattenbrygga och béda har en n- katjon interaktion och en
halogenbindning. SH2UC har en extra hydrofobisk interaktion och en saltbrygga medan
5H2UD har en extra vitebindning. Det ér inte s stor skillnad i AG® (cirka 2,2 kcal/mol) dér
vardet for SH2UC éar -26,3 kcal/mol och for SH2UD ar det -28,5 kcal/mol. Totalt hade
SH2UC 11 interaktioner medan SH2UD hade 10.

En annan forklaring till skillnaden mellan ABL1 och PTK6 kan vara att proteinstrukturer
fordndras nér de binder till lakemedlet, och en sédan fordndring kriver en investering av
Gibbs energi. Detta kan variera mellan olika kinaser. Skillnaden i AG® mellan beriknade och
experimentella vérdet kan delvis bero pa att strukturen pa proteinet fordndras nir den binder
till lakemedlet och en séddan forandring kraver en investering av Gibbs energi.

Genom att berdkna AG" forsokte vi forstd de experimentella virdena for proteinerna, men
frdgan som vi forsokte svara pd ar varfor dasatinib binder bittre till till exempel ABL1
jamfort med de andra? Nér vi tittade pd antal vdtebindningar och hydrofobiska bindningar sa
ar det till storsta del inte samma hos alla proteiner. En annan frdga uppstod: kunde vi med
hjélp av en enkel berdkning se skillnad mellan olika proteiner? Svaret som vi fick var ja och
det kan vara ett verktyg som kan anvindas 1 framtiden for att snabbt kunna skilja mellan olika
proteiner som binder samma ldkemedel. Det krdvs dock att vi arbetar med mer &n ett
lakemedel och dubbelkontrollerar att vi har fatt samma trend. Om det inte blir samma, da
maste vi hitta en annan metod 4n PM7 {0r att berdkna energi.
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Slutsats

En relativ snabb och enkel berdkning med hjélp av en byggd modell (dasatinib med proteins
bindningsficka) kunde anvindas for att skilja mellan de bésta och sdmsta bindare. Nér det
géller skillnaden mellan ABL1 och PT 6 sé var det svart att bestimma vilken som var bést.
En stor skillnad mellan de berdknade AG, vérdena for olika strukturer av samma protein gor
det svart att vélja rétt struktur for en analys. Detta eftersom vi gjorde en analys genom att
separera likemedlet fran proteinet och da rikna AG® genom att anvinda formeln:

AG’ = AG ompiex) = [AG ikemeden) T A protein) -

Diér saknar strukturerna pa det fria proteinet och ldkemedlet.

Det finns @ven en liten skillnad frén en struktur till en annan av samma protein. Vill man gor

en berdkning eller tinka rationellt, sa ska man tdnka pd vilka av strukturerna som &r mest
lampliga eller om det &r béttre att jobba med alla kedjor som finns.
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