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Popis kratica

RNA ribonucleic acid
rRNA  ribosomal ribonucleic acid
mRNA mess er ribonucleic acid
tRNA transfer ribonucleic acid
GTP gvanozin-trifosfat
PRCG Polak-Ribiere conjugate gradient
TNCG truncated-Newton conjugate-gradient
MCMM Monte Carlo multiple-minima
PTC peptidyl transferase center
PTAR peptidyl transferase-associated region

RMSD root mean square deviation

Napomena: Numeracija nukleotida 1 aminokiselina koriStena u ovom radu oznacCava
numeraciju koja se koristi za opis biopolimera bakterije Escherichia coli, osim ako u tekstu
nije naznaceno da se numeracija odnosi na neku drugu vrstu. Takoder, vodikove veze su na

slikama prikazane crvenom iscrtkanom linijom, a m—interakcije plavom iscrtkanom linjom.



1 Uvod

1.1 Funkcionalna grada ribosoma

Ribosomi su ribonukleoproteini ¢ija je bioloska funkcija translacija, odnosno sinteza
polipeptida. Translacija na ribosomima zajednicko je obiljezie svih zvih bica, ali 1 virusa Ciji
se proteini sintetiziraju na ribosomima domacémna. Ilako ribosome Kkarakterizira visoka
strukturna 1 funkcionalna evolucijska ocuvanost, razlike u gradi ribosoma postoje, kako medu
domenama zivog svijeta, tako i medu vrstama i sojevima. Ribosome je moguce odijeliti na
osnovu sedimentacijskog koeficijenta na 70S ribosome koje nalazimo kod prokariota te u
mitohondrijima 1 bijnim plastidima, 1 na 80S ribosome koji su locirani u citosolu te na
endoplazmatskom retikulumu eukariotskih stanica (Lehninger i sur. 2000).

Ribosom koji je aktivan u translaciji sastoji se od male podjedinice (30S kod
prokariota 1 40S kod eukariota) te velke podjedinice (50S kod prokariota i 60S kod
eukariota). Prokariotska mala ribosomska podjedinica sadrzi 16S rRNA, dok eukariotska mala
podjedinica sadrzi 18S rRNA. Velka podjedinica prokariotskog ribosoma sadrzi 5S i 23S
rRNA, dok welika podjedmica eukariotskog ribosoma sadrzi 5S, 28S 1 5,8S rRNA.
Prokariotski ribosom sadrzi oko 55 proteina, dok ribosomi u citoplazmi eukariotskih stanica
sadrze okvimo 82 protema. U tijeku translacije dolazi do promjene proteinskog sastava
rbosoma jer se fazno specificni proteini prikljucuju i iskljucyju iz ribosoma tijekom procesa
translacije (Berg i sur. 2002).

Translacija pocCinje inicijacjom koja kod prokariota ukljucuje vezanje Shine-
Dalgarnovog slijeda molekule mRNA na 3° kraj 16S rRNA male podjedinice prokariotskog
ribosoma. Nukleotidi antikkodona inicijatorske tRNA tvore vodikove veze s komplementarnim
sljedom nukleotida na start kodonu mRNA ¢ime nastaje 30S micijatorski kompleks. Sledeci
korak je vezanje velike podjedinice ribosoma i inicijatorskog 30S kompleksa. Na granici dvije
podjedinice pritom nastaju A (od engl. aminoacyl), P (od engl. peptidyl) 1 E (od engl. exit)
mjesto. Tijekom elongacije aminoacilno (A) mjesto veze aminoaciliranu tRNA, peptidino (P)
mjesto veze peptidi-tRNA, a E mjesto veze deaciliranu tRNA prije njezinog otpustanja (slka
1). Translokacja tRNA nakon stvaranja peptidne veze energetski je potpomognuta hidrolizom
molekule GTP-a. Vezanjem faktora otpustanja dolazi do terminacije translacije, hidrolize

esterske veze izmedu tRNA 1 peptida te disocjacije velike podjedinice, male podjedinice i1



mRNA. Kod eukariota funkciju analognu prokariotskoj 16S

(Ramakrishnan 2002).

E mjesto

fMet-tRNA

aminoacil-tRNA

dipeptidil-tRNA

translokacija

nadolazeéa
aminoacilirana

rRNA ma 18S

rRNA

Slika 1. Shema stvaranja peptidne veze i translokacije u E, P i A mjestu prokariotskog ribosoma.

Prije stvaranja peptidne veze tRNA kovalentno vezana s N-formilmetioninom nalazi se u P mjestu

ribosoma dok se nadolaze¢a peptidil-tRNA nalazi u A mjestu. Uslijed pravilnog pozicioniranja

oba supstrata dolazi do nukleofinog napada na karbonilni ugliikov atom te stvaranja peptidne

veze. Nakon translokacije peptidi-tRNA se nalazi u P mjestu dok na A mjesto dolazi nova

aminoacilirana tRNA 1 ciklus se ponavlja dok se na ribosom ne vezu proteini koji poticu

terminaciju translacije (slika preuzeta iz Lehninger i sur. 2000).
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1.2 Peptidil-transferazni centar i njegovo okruzenje

U peptidil-transferaznom centru (PTC) welike podjedinice ribosoma pravinim
pozicioniranjem supstrata dolazi do katalize stvaranja peptidne veze. U pravinom smjeStanju
peptidi-tRNA sudjeluju G2253 1 G2252 23S rRNA koji stvaraju Watson-Crickove parove s
C74 1 C75 tRNA (tablica 1). Donorski supstrat pozcioniraju nukleotidi A2450-C2501, a u
pozicioniranju akceptorskog supstrata sudjeluju nukleotidi U2506-G2583 (Samaha i sur.
1995).

Tablica 1. Polozaj kljuénih nukleotida koji grade PTAR i njihova pripadaju¢a funkcija.
Prikazani nukleotidi su oni koje naj¢eS¢e nalazimo na navedenim pozcijama 23S rRNA

(Polancek 1 sur. 2008).

Polozaj nukleotida u
- Funkcija nukleotida u PTC-u
A2058, A2059 sastavni dio ulaznog kanala PTAR-a
G2061, G2447 sudjeluje u mrezi vodikovih veza koja orjjentira A2451 rRNA
C2063 stvara bazni par s A2450 rRNA
G2251 stvara bazni par s C75 tRNA
(2252 stvara bazni par s C74 tRNA
sudjeluje u mrez vodikovih veza koja orijentira A2451, stvara bazni par sa
A0 C2063
N3 dusicne baze i 2°’0OH riboze ovog nukleotida stvaraju vodikove veze s a-
Azl amino grupom aminoacil-tRN A (uklanjanje 2’OH mhibira transpeptidaciju)
drugi po redu najfleksibilniji nukleotidni ostatak u PTAR-u, 2’OH riboze
U8 ovog nukleotida tvori vodikove veze s A76 tRNA
najfleksibilniji nukleotidni ostatak u PTC-u, mutacja ove baze interferira s
AZ002 hidrolizom esterske veze peptidi-tRN A
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Takoder, peptidil-transferazni centar katalizira hidrolizu esterske veze peptidil-tRNA.
Erlacher 1 suradnici pokazali su kako A2062 23S rRNA ima klju¢nu ulogu u pozcioniranju
molekule vode koja nukleofino napada karbonini ugliik esterske veze Sto dovodi do
hidrolize veze. Supstitucja A2062C drasticno smanjuje otpusStanje peptida iz aminoacinog
mjesta ribosoma (Erlacher i1 sur. 2005). Manji efekt na hidrolizu peptidil-tRNA imaju mutacije
nukleotida C2063, A2451, U2585 1 U2506 23S rRNA (Youngman i sur. 2004).

Ovaj kataliticki centar graden je gotovo isklju¢ivo od 23S rRNA. Kako je kontaktna
povrSina izmedu podjedinica takoder vecinski gradena od ribonukleinskih kiselina, ribosom
mozemo smatrati ribozimom. Rastué¢i polipeptidni lanac svojim amino-krajem prolazi od
peptidil-transferaznog centra kroz izlazni kanal koji se nastavlja na peptidil-transferazni
centar (Ban i sur 2000). Peptidil-tranferazni centar te regija koja okruzuje ulaz u izlazni kanal
zove se regija asocirana s peptidi-transferaznim centrom (PTAR od engl Peptidyl
transferase-associated region ) (Schlunzen 1 sur. 2003).

Primarni sljed 23S rRNA koja gradi PTAR evoluciski je visoko konzerviran. Ova
pojava omoguéuje primjenu jedne strukturne varijante antibiotika na Sirok spektar bakterijskih
vrsta 1 sojeva. Istovremeno mala varijabinost u gradi PTAR-a otezava pronalazak dovoljno
specificnih antibiotika s niskim afnitetom vezanja u PTAR humanih ribosoma. Primarni
mehanizam na kojem je temeljena selektivnost makrolidnih antibiotika je specificno stvaranje
vodikovih veza wmedu A2058 23S rRNA 1 hidroksine skupine dezoamidnog Secera
makrolidnog prstena. Ovakav tip vezanja nije mogu¢ ukoliko je na ekvivalentnoj poziciji neka
druga dusikova baza. Dok se kod bakterija na ovoj kljucnoj pozciji nalazi adenozinska baza,
kod arhea i eukariota ovdje nalazimo gvanozin. Odsustvo adenozina na pozciji 2058 23S
rRNA uvelke smanjuje afintet vezanja makrolida u PTAR (Birte 1 sur 2001). Drugi
mehanizam za koji se vjerye da utjeCe na selektivnost makrolida prema bakterijskih
ribosomima je suZenje izaznog kanala udalienog ~30 A od PTC-a. Kod bakterijskih
organizama suzenje grade proteini [4 1 L22. FEukariotski ekvivalent proteina L4 sadrz
aminokiselinsku inserciju koja suzava prolaz kroz izlazni kanal Sto onemogucuje ulazak

makrolida u PTAR te pospjeSuje selektivnost vezanja makrolida u prokariotske ribosome
(Melnikov i sur. 2012).
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Unato€¢ napretku metoda koriStenth za strukturnu analizu biomolekula, opisivanje
prostornog rasporeda atoma velikih makromolekulskih sustava jo$ je uvijek izazov strukturne
biologije. Ribosomi organizama Haloarcula marismortui, Deinococcus radiodurans, Thermus
themophilus 1 Escherichia coli su zbog visoke rezolucije dostupnih struktura Cesto su koriSteni
u in silico istrazivanjima (Sherer 2010). Escherichia coli je gram-negativna bakterija koja
nastanjuje probavni sustav toplokrvnih Zivotinja te u uvjetima homeostaze predstavlja vaznog
simbionta. Jedan je od najce$¢ih modehih organizama u molekularnoj biologji. Kako dieli
evolucijsku srodnost s patogenima kao Sto su Klebsiella, Salmonella 1 Shigella vazan je sustav

7a istrazivanje antimikrobioloskih u¢inaka antibiotika (Hufhagel isur. 2015).

1.3 Strukturna obiljeZja makrolidi i mehanizam

vezanja

Makrolidi su grupa antbiotika koji se selektivno vezu u izlazni kanal PTAR-a
prokariotskih ribosoma te mhibiraju translacju tako S$to spreCavaju izlazak amino-kraja
sintetiziranog peptida kroz izlazni kanal, Sto dovodi do prestanka elongacije, a ovisno o vrsti
makrolidnog mhibitora, 1 do disocijacije ribosomskog kompleksa. U Sirem kontekstu
makrolidi obuhvacaju antibiotike ¢ija je baza 14-c¢lani, 15-Clani ili 16-Clani laktonski prsten na
koji su vezani razlciti supstituenti (najéeS¢e dva monosaharida). Makrolide opcéenito moZemo
podijeliti na makrolide u uzem smisly, ketolide iazalide (Birte isur. 2001).

Eritromicin - mozemo ubrojiti u makrolid u uZzem smislu rije¢i 1 jedan je od prvih
makrolidnih antibiotika koji je uSao u klnicku upotrebu. Metabolit je bakterije Streptomyces
erythreus kojoj osigurava selektivnu prednost inhibiraju¢i ostale pripadnike mikrobioloske
zajednice (Oliynyk 1 sur. 2007). Sastoji se od 14-Clanog makrolaktonskog prstena, kladinoze
spojene eterskom vezom s atomom C3 makrolaktonskog prstena i1 dezoamina spojenog
eterskom vezom s atomom C5 makrolaktonskog prstena (slka 2a). Dunkle i suradnici
pokazali su da u PTC-u bakterije Escherichia coli dezoamin eritromicina putem hidroksidne
skupine tvori vodikove veze s N1 A2058 23S rRNA, dok se hidrofobni dio makrolaktonskog
prstena putem van der Waalsovih interakcija veze na G2057 1 C2611 (Dunkle 1 sur. 2010).
Bulkley 1 suradnici su pokazali kako vezanje dezoamina eritromicina uzrokuje rotaciju A2062

23S rRNA, nukleotida koji sudjeluje u terminaciji translacije (Bulkley 1 sur 2010).
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Slika 2. Strukturni prikaz: a) eritromicina 1b) azitromicina.

Ketolidi su strukturne izvedenice eritromicina gdje je kladinoza vezana na C3 atom
laktonskom prstena zamijenjena keto skupinom. Kako bi se nadoknadio entalpijski doprinos
vezanja kladinoze, ketolidi su cesto supstituirani skupmama koji doprinose smanjenju
slobodne energije sustava. Azalidi su semisinteticki derivati eritromicina kojima je u
makrolaktonski prsten dodan metilirani dusik ¢ime je sam makroliticki prsten postao 15-Clani.
Uvodenjem dusika u sastav prstena povecana je bazicnost, a skupa s njom i stabilnost te
biodostupnost molekule. Primjer azalida je azitromicin (Schlunzen i sur. 2003).

Schlinzen i suradnici su na primjeru ribosoma Deinococcus radiodurans
rentgenskom strukturnom analizom pokazali kako azitromicin (slika 2b) posjeduje dva vezna
mjesta u PTAR-u, te kako se u oba mjesta veze simultano i potencijalno sinergisticki. Prvi
naCin vezanja aztromicina nalikuje nacinu vezanja eritromicina. Medutim, za razlku od
vezanja eritromicina, prilkom vezanja aztromicina postoji dodatni hidrofobni doprinos
uzrokovan vezanjem azitromicina na A2062 1 U2690 te doprinos stvaranja vodikovih veza
izmedu kladinoze 1 U2586. Prvi nacin vezanja aztromicina u kontaktu je s domenama IV 1 V
23S rRNA. Drugi na¢in vezanja dodatno reagira s domenom II 23S rRNA te s protemnima koji
grade suzenje izlaznog kanala 1[4 1 L22 (Schlunzen i sur. 2003). Medutim, rezultati kinetickih
istrazivanja vezanja azitromicina u PTC Escherichie coli te saznanje da se azitromicin na L[4
protem Deinococcus radiodurans veze putem aminokiselinskog ostatka specificnog za tu
vrstu, upucuje kako je drugo vezno myjesto aztromicina vjerojatno specificno za Deinococcus

radiodurans (Bukley 1 sur 2010).
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1.4 Rezistencija na makrolide

Makrolidni antibiotici uspjesno se primjenjuyju se u lijeCenju bakterijskih infekcija od
njihovog otkrica 50-ih godina proslog stoljeca. Eritromicin se i danas koristi kao zamjena za
peniciin u svrhu ljeCenja infekcija uzrokovanih streptokokima osoba alergicnih na penicilin,
a aztromicin shlizi za tretiranje respiratornih, dermatoloSkih 1 urogenitalnth bakterijskih
mfekcija (Parnham 1 sur. 2014.). Nazalost, u¢inkovitost klinicki koriStenih makrolida pada
7zbog pojave rezistentnih bakterijskih sojeva (Morozumi i sur. 2010). Rezistentni bakterijski
sojevi javljaju se usljed prekomjerne upotrebe antibiotikka kada zbog selektivnog pritiska
evolucijsku prednost imaju bakterije koje su razvile rezstencijske mehanizme. Kemijska
razgradnja, adiranje kemijskih grupa koji sprjecavaju vezanje u aktivno mjesto te iznoSenje
aktivne tvari iz stanice putem membranskih kanala samo su neki od mnogobrojnih
bakterijskih rezstencijskih mehanizama (Birte i sur. 2001).

Rezstencija na eritromicin prvi put je primjecena kod bakterije Staphylococcus
aureus mnakon §to su bakterijske stanice bile izlozene visokoj koli¢ini eritromicina. Sojevi koji
su bili tretirani eritromicinom pokazivali su rezstenciju na linkozamide te streptogramin B, i
obrnuto, sojevi tretirani linkozamidima i streptograminom B pokazivali su rezstenciju prema
makrolidima. Takve sojeve odlikuyje takozvani MLSp fenotip koji nije karakteristican samo za
Staphylococcus aureus veé je pronaden kod mnogih sojeva gram-pozitivnih, a rjede 1 gram-
negativnih bakterija (Weisblum 1998).

Jedan od genotipa koji kao rezultat daje MLSp fenotip karakteriziran je prisutnoséu
gena erm koji kodiraju za 23S rRNA specificne metiltransferaze. Inducirana ekspresija ovog
enzima rezultira metilacijom NlduSicne baze A2058 23S rRNA Sto sprecava stvaranje
vodikove veze izmedu duSika baze i hidroksine skupine dezoamidnog Secera eritromicina te
onemogucuje vezanje laktonskog prstena na hidrofobnu povrSinu PTAR-a. Baza A2058 moze
biti monometilirana ili dimetilirana. Monometilirana forma u maloj mjeri doprinosi
rezistentnom efektu, dok dimetilirana forma gotovo u potpunosti sprjeCava vezanje
eritromicna u PTAR prokariota s MLSg fenotipom. Do danas je opisano viSe izoformi ovih
enzima Ciji su geni uglavnom prisutni u plazmidima (Birte 1 sur. 2001).

Pokazano je da supstituiranje na laktonski prsten vezane kladinoze s karbonilnim
kiskkom uvelike smanjuje induciranje ekspresije metiltransferaza Erm priikom vezanja
makrolida u PTAR. S cijem izbjegavanja induktivnog utjecaja makrolida, opisanom
supstitucijom dobivena je nova klasa makrolida pod nazivom ketolidi (Dunkle i sur. 2010).

15



Ketolid ABT-773 kojeg su opisali Schlinzen i suradnici stoga ima izrazen antimikrobni
ucinak 1kod sojeva koji posjeduju erm gene (Bonnefoy 1 sur. 1997).

Nazalost, novi rezstencijski mehanizmi koji ometaju vezanje ketolida u PTAR
primije¢eni su kod Escherichiae coli gdje je ushjed ekspresije specificnth pentapeptida
zabijezeno smanjenje afiniteta vezanja ketolida u PTAR (Birte i sur. 2001). Takoder,
metilacija duSika na A2058 nije jedina metoda kojom rezstentni sojevi spreavaju vezanje
makrolida u PTAR. Supstitucija A2058G najces¢a je mutacja koju nalazimo kod bakterija
rezistentnh na makrolide (Dunkle 1 sur. 2010). Ova zamjena onemogucuje stvaranje
vodikovih veza izmedu dusSikove baze i dezoamina te zbog sterickih smetnji otezava stvaranje
van der Waalsovih interakcija izmedu makrolaktonskog prstena i hidrofobne powvrSine koju
tvore G2057 i C2611 (Tu i sur. 2005). S obzirom na to da kod eukariotskih citoplazmatskih i
mitohondrijskih ribosoma na pozciji koja odgovara A2058 bakterije Escherichiae coli
nalazimo gvanozinski ostatak, razvoj makrolidnih antibiotika koji bi se selektivno vezali u
PTAR patogena sa A2058G supstitucijom znatno je otezan (Birte i sur. 2001).

Mutacije 23S rRNA na pozcijama 754, 2057, 2059, 2609, 2611 i 2610 (tablica 2) se
takoder smanjuju efektivnu mhibiciju translacije makrolidima, iako je utjecaj ovih supstitucija
na smanjenje afiniteta vezanja makrolida u PTAR mnogo manji nego S§to je zabiljeZeno u
slucaju A2058G supstitucja (Dunkle i sur. 2010). Mutacije protema L[4 i L22 velike
podjedinice ribosoma rezstentnih sojeva bakterje Streptococcus pneumoniae uzrokuju
strukturnu  promjenu PTAR-a koja ne utjeCe na efikasnost translacije, a onemogucuje
efektivno vezanje eritromicina (Gregory i1 sur. 1999). Iako omjer mase RNA naprema masi
proteina u ribosomima varira od 2:1 u slu¢aju prokariotskih, do 1:4 u slucaju mitohondrijskih
ribosoma (Lehninger i sur. 2000), priikkom dizajna novih makrolida osim strukturnih
karakteristika rRNA vazmo je kriticki razmotriti ulogu proteina PTAR-a prilikom dizajna
novih makrolidnih antibiotika.
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Tablica 2. Supstitucije koje uzrokuju rezistenciju na makrolide i ostale antibiotike koji se vezu

u PTAR.

Pozicija nukleotida Nukleotidi
a Organizam Fenotip
u 23S rRNA E.coli divlji tip mutant
754 Escherichia coli U A Ery
2057 Escherichia coli G A Ery
2057 Escherichia coli G+G A+A Ery Lin
2032 Helicobacter pylori A+G G+A Azm Ery
2058 Escherichia coli A G Ery Lin
A U MLS; Mac Lin
Helicobacter pylori A G Mac
A U MLSg
Mycoplasma pneumoniae A G Ery Lin
Streptococcus pneumoniae A G MLSg
2059 Helicobacter pylori A C Mac Lin
A G Mac Lin
Mycobacterium intracellulare A C Azm
Mycobacterium avium A C Azm
Mycoplasma pneumoniae A G Ery Lin
Streptococcus pneumoniae A G Mac
Propionibacteria A G Mac Lin
2611 Escherichia coli C U Ery
Streptococcus pneumoniae C AG Mac

*Numeracija nukleotida je bazirana nanumeraciji nukleotida bakterije E.coli. Bry oznacava fenotip rezistentan na
eritromicin, Lin na linkozamide, Azm na azitromicin, Mac na makrolide u Sirem smislu te MLSg na eritromicin
linkozamide i streptogramin B (Birte i sur. 2001).
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1.5 Racunalne metode strukturne biokemiji

1.5.1 Polje sila

Racunalne metode za izraCun potencijalne energije kemiskih sustava moZemo
podijeliti na kvantno-mehanicke 1 empirijske metode. Kvantno-mehanicke metode eksplicitno
uzimaju u obzr i elektrone, a ukupna energija sustava racuna se rjeSavanjem Schrodingerove
jednadzbe. Empirijske metode, za razlku od kvantno-mehanickih, ne uzimaju eksplicitno u
obzir elektrone, ve¢ implicitno uraCunavaju energetski doprinos koji nastaje uslijed
elektronske strukture atoma i1 molekula. Nacelno se kvantno-mehanickim metodama moZe
toCnije opisati kemijski sustav, medutim, one zahtijjevaju znatno viSe racunalih resursa te se,
usprkos obecavaju¢em napretku racunalnih sustava, ne mogu primijeniti za potpun opis
bioloskih makromolekula.

Empirijske metode su temeliene na polju sila koje karakterizira funkcional 1
pripadaju¢i skup parametara. Funkcional predstavlja skup funkcija koje se koriste prilikom
izrauna potencijalne energije sustava koja ovisi o konformaciji promatrane molekule.

Formula (1) predstavlja funkcional OPLS-AA polja sila (Jorgensen isur. 1996).

_ Kutevi dihedralni
V=307 ky i (Lij = Logj) + 2" kg ijie (Bijic = Boijic) + Dt ™ By Vingjnr [1

_1ym nepravilni _ nevezne 0112 _ 0156
(-1) cosmd?ijkl] + Zijkl ky ik (Xijkz Xo,ijkz) + Z:i<j fij {481'1' 7 +

T'ij
1 qi9;j
—— v
47'[80 T'i]' } (1)

Prvi pribrojnik u prikazanom funkcionalu (1) predstavlja energetski doprinos istezanja
veza ukupnoj energiji sustava. U ovom slucaju energija vezanja je aproksimirana modelom
harmoniCkog oscilatora gdje k;; predstavlja konstantu istezanja veze, [; oznaCava udaljenost
medu jezgara dvaju atoma u nekoj konformaciji, a /y; oznaCava tu istu udaljenost za koju je
parametrizitano da je energija veze optimalna. Drugi ¢lan u izrazu predstavla energiu
savijanja kuteva koja ovisi o konstanti savijanja kuta (kg;x), kutu koji ¢ine tri atoma u
promatranoj konformaciyi (6;x) te kutu izmedu tri atoma koji karakterizira najniza energya
(00,i%). Tre¢i pribrojnik opisuje energetski doprinos dihedralnih kuteva koji se moze izracunati

iz prostornog rasporeda Getiri atoma. Cetvrti ¢lan u izrazu poprima pozitivnu vrijednost ako u
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konformaciji postoji prostorni raspored atoma koji nije karakteristitan za realne kemijske
sustave. Postojanje tog c¢lana uvjetovano je upravo ¢injenicom da se elektroni ne uzimaju u
obzir eksplicitno prilikom opisivanja sustava.

Ukupnoj potencijalnoj energiji sustava potrebno je pribrojiti i nevezne clanove koji
ukljuCuju energiju van der Waalsovih interakcija i1 energju elektrostatskih mterakcija izmedu
eksplicitnih naboja. Energija Van der Waalsovih interakcija opisana je Lennard-Jonesovim
potencijalom, dok je energija interakcije izmedu eksplicitnih naboja opisana Coulonovom
jednadzbom. Biomakromolekule karakterizira velik broj potencijalnih konformacija. Smatanje
proteina u funkcionalnu trodimenzionalnu strukturu popra¢eno je promjenama u
nekovalentnin oblicima vezanja te je zato priikkom razvoja polja sila vazno dobro
okarakterizirati nevezne Clanove (Sesti Clan).

Osim funkcionala, vazan sastavni dio svakog polja sila su parametri koji su konstante
za to odredeno polja sila. U parametre ubrajamo veli¢ine kao §to su duljina veze izmedu dva
atoma u minimumu potencijalne energije ili kut izmedu tri atoma koji odgovara energetskom
minimumu  tog sustava. Energetske mmnimume veza i kuteva izmedu isth atoma u razlicitim
sustavima karakteriziraju iste duljine veza 1 iste vrijednosti kuteva S$to upuCuje na vaznost
prenosivosti parametara. S obzirom na prenosivost 1 kvalitetu parametara, polja sila dijelimo
na opca 1 specjalizirana. Opca polja sila moguce je primijeniti za analizu raznih sustava,
ukljuCyu¢i male organske molekule, mineralne kristalne sustave, proteine te nukleinske
kiseline itd. Nedostatak op¢ih polia sila je obi€no veca nepreciznost u odnosu na
specyjalizirana polja sila. Preciznost je osobito vazna kod velikih biofizikalnih/biokemyskih
sustava jer je razlka u energiji izmedu dva termodinamiCka stanja sustava veoma mala, a
uzrokovana je  velkim brojem interakcya. Iz tog se razloga u raCunalnim simulacijama
biokemijskih sustava uglavnom koriste specijalizirana polja sila.

Funkcional OPLS_2005 polja sila (Banks i sur. 2005) baziran je na funkcionalu iz OPLS-AA
polja sila (Jorgensen i sur. 1996). Parametri neveznih interakcija takoder su preuzeti iz OPLS-
AA polja sila, ali su uvedeni i novi parametri za opis energetskog doprinosa istezanja
kovalentnh veza te meduveznih 1 dihedralnth kuteva. Spomenuti parametri dobiveni su
eksperimentalno iz skupa od 112 organskih molekula ili kvantno-kemyskim izraCunima
(Shivakumar i sur. 2010). Ovo polie sila posebno dobro opisuje termodinamicka svojstva
malih organskih molekula okruzenih otapalom, ali i proteinskih sustava zbog Cega je dobar
odabir prilkom istrazivanja kompleksa malih organskih molekula 1 biomakromolekula
(Jorgensen 1 sur. 1996).
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1.5.2 Optimizacija geometrije

Ploha potencijalne energije je 3N-5 dimenzionalni prostor u kojem je svakom
moguéem stanju sustava pripisana potencijalna energija izraCunata s pomocu polja sila.
Pronalazenje ekstrema na plohi potencijalne energije najéeS¢e je primarna funkcija metoda
baziranth na polju sila. Metode koje pronalaze najblizi susjedni, lokalni ekstrem sustava u
odnosu na pocetno stanje sustava nazivaju se optimizacijske metode i uglavnom se koriste za
pronalazenje lokalnih minimuma.

Optimizacijski algoritmi dijele se na one koji koriste i one koji ne koriste gradijent
funkcije u procesu optimizacije geometrije. Metode koje koriste gradijent su preciznije u
pronalazenju lokalnog mmimuma, a klasificirane su s obzirom na najvisi red derivacije koji
koriste. Metoda konjugranih gradijenta po Polaku i Ribieru (engl. Polak-Ribiére conjugate
gradient ili PRCG) primjer je metode prvog reda, dok je modifikacija Newtonove metode
(engl. truncated-Newton conjugate-gradient ii TNCG) primjer metode drugog reda. Metode
prvog reda su robusnije i brzo pronalaze priblne argumente funkcije koji odgovaraju blizini
lokalnog mmimuma, dok su metode drugog reda preciznije, no vremenski zahtjevnije. Dobra
je praksa kombinirati obje metode tako da se u prvoj faz optimizacije koriste metode prvog, a

u drugoj fazi metode drugog reda.

1.5.3 Molekulsko uklapanje

Molekulsko uklapanje (engl. molecular docking) je metoda namienjena za brzu
pretragu naCina vezanja liganda i receptora. Proces je baziran na generiranju trodimenzionalne
mreze (engl grid) priikom cega se svakoj tocki mreze pripisuju kemijska svojstva s pomocu
kojih se rauna vezna energjja liganda u tako priredenoj mrez. Broj toCaka u mrez se definira
prije generiranja mreze i1 svaka tocka odgovara definiranoj poziciji u receptoru. Za svaki tip
atoma koji nalazimo u ligandu tocki se pripisuju energija mterakcije, elektrostatski potencijal 1
desolvatacijski potencijal. Te wvrijednosti se racunaju tako S$to se pojedinacni atom koji
odgovara nekom od tipova atoma prisutnth u ligandu dovede na pozciju u receptoru koji
odgovara koordinatama te odredene tocke te mu se izracunaju i pripiSu spomenute vrijednosti.
Kasnije se te iste vrijednosti koriste priikom raCunanja energije vezanja liganda. Nakon

generiranja mreze se s pomocu algoritama sadrzanth u programskom paketu Autodock
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(Morris 1 sur. 2009) generiraju razlicite konformacije ispitivanog liganda za koje se na osnovu

polja sila (2) procjenjuje slobodna energija vezanja:

— L-L L-L P-P P-P P-L P-L
AG = (Vvezani - Vnevezani) + (Vvezani - Vnevezani) + (Vvezani - Vnevezam' + ASkonf)

)

Slobodna energija vezanja zbroj je entalpijskih 1 entropijskih doprinosa. U metodama
molekulskog uklapanja entalpijski doprinos je zbroj energetskih doprinosa disperznih 1 van
der Waalsovih interakcija, vodikovih veza, Coulombove mnterakcija te entalpije desolvatacije.
Za izratun disperznih i van der Waalsovih interakcija koriste se parametri iz Amber polja sila
(Cornell 1 sur. 1995), a entalpija solvatacije izraCunava se iz volumena okolnih atoma, njihove
udaljenosti i1 parametara karakteristinih za tip atoma koji se nalazi u promatranoj tocki.

Za razlku od mnogh drugih empirijskih metoda funkcional polia sila koji koristi
Autodock 4 (Morris i sur. 2009) ima zasebnu funkciju za izracun energetskog doprinosa
vodikovih veza ukupnoj energiji sustava. Taj entalpijski doprinos ovisi o duljini, ali i kutu koji
tvori vodikova veza. Vodikove veze posjeduyju svojstva koja dijele s kovalentnim 1
nekovalentnim mnterakcijama, a u bioloskim sustavima imaju bitnu ulogu u stvaranju
sekundarnih 1 tercyjarnih struktura bioloSkih makromolekula,  procesima prepoznavanja
veznih partnera u biolosSkim sustavima, u kataliziranju enzimskih reakcija i mnogim drugim.
Energija vodikovih veza, osim o udaljenosti, veoma ovisi 1 o kutu vezanja. Entalpiski
doprinos vodikovih veza ukupnoj energiji makromolekulskog sustava u pravilu je po iznosu
manji nego ukupni doprinos van der Waalsovih interakcija. Unato€ tome, zbog ovisnosti
energije veze o kutu, vodikove veze uvelike utjeCu na specificnost vezanja Sto ih ¢ini veoma
bitnim faktorom koji treba uzet u obzr prilkom termodinamiCkog opisa kompleksa
makromolekule i liganda (Rowe isur. 2017).
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1.5.4 Monte Carlo simulacije

Metode bazirane na rjeSavanju Newtonovih jednadzbi gibanja, poput molekulske
dinamike, adekvatno opisyju konformacijske promjene sustava u Zeljenom vremenskom
ntervalu, medutim, biomakromolekule zbog velkog broja internih koordmata imaju izuzetno
kompleksnu plohu potencijalne energje te metode molekulske dmamike ponekad nisu
dostatne za brzu i opseznu konformacijsku pretragu. Monte Carlo simulacije su rac¢unalne
metode koje nasumiCnim odabirom varfjabli rjeSavaju determmisticke probleme bazrane na
distribuciji vjerojatnosti.

Jedan takav algoritam je Monte Carlo Multiple Mmnima (MCMM) iz programskog
paketa Schrodinger (Schrodinger, LLC, New York, 2018) koji tjekom pretrage nasumic¢no
mijenja rotabilne veze, optimizra geometriju te odabire pocetnu konformaciju za sledeci
Monte Carlo korak. Tjekom pretrage, osim iznosa dihedralnog kuta moZze wvarirati 1 broj
kuteva ¢ija se vrijednost mienja tijekom jednog koraka. Pocetna konformacija moze biti
posliednja pronadena struktura, struktura s najmanjom potencijalnom energijom ili struktura
odabrana s obzirom na neki drugi kriterij. Ukoliko se kao pocetna struktura koristi struktura
najnize energije poveCava se vjerojatnost da nova struktura takoder ima malu potencijalnu
energiju. Nedostatak ovog pristupa je moguénost da po zavrSetku pretrage struktura s
najmanjom energijom ne predstavlja globalni ve¢ lokalni mmimum plohe potencijalne
energije. Pocetne strukture moguce je odabrati i kombinacijom dviju metoda.

Monte Carlo metode pretrazuju viSedimenzionalne plohe potencijalne energije uz mali
racunalni utrosak §to ith ¢ini idealnima za procjenu jaCine vezanja liganda u ciljane regie
makromolekula. Dok je preciznost veéine programa razvijenth za provodenje simulacija
molekulskog uklapanja upitna ukoliko je receptor nukleinska kiselina (de Vaca i sur. 2015),
broj Monte Carlo algoritma namijenjenih istrazivanju vezanja malih organskih molekula na
nukleinske kiseline raste (Rohs 1 sur. 2005). Medutim, stohasticka priroda Monte Carlo
metoda povlaci i1 odredena ograniCenja, te metoda nije optimalni odabir za istrazivanje

dinami¢kog ponaSanja makromolekulskih sustava.
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1.6 Ciljevi istrazivanja

Rezultati rentgenske strukturne analize PTAR-a welike podjedinice prokariotskih
rbosoma ukazuju da je vezanje makrolaktonskog prstena na hidrofobnu povrsinu koju Cine
G2057 1 C2611 23S rRNA prisutno u gotovo svim do sad istrazenin kompleksima
prokariotskih ribosoma i makrolida. Supstituenti makrolaktonskog prstena cesto su nositelji
polarnih skupina te ovisno o vrsti 1 mjestu vezanja mogu biti donori ili akceptori vodikove
veze (Sherer i sur. 2010). Hidroksidna skupina dezoamina tvori vodikovu vezu s N1 atomom
A2058 23S rRNA, no nazalost, metilacijom ili supstitucijom ovog nukleotida sprjecava se
vezanje makrolida u PTAR.

Racunalne simulacije istrazuju mikroskopsko stanje sustava te se izvrsno nadopunjuju
s eksperimentalnim biokemijskim metodama koje se koriste za makroskopsku karakterizaciju
tog istog sustava. Simulacijama vezanja liganada i biomakromolekula moguce je dobiti bolji
uvid u molekularne interakcije receptora i liganda. Racunalnim se metodama moZze procijeniti
afinitet vezanja liganda na receptor Sto olakSava postavljanje prioriteta prilikom razvoja
farmakoloski aktivnih tvari.

Cilj ovog diplomskog rada je opis vezanja novih strukturnih oblika makrolida u PTAR
velike podjedinice ribosoma bakterije Escherichiae coli. U tu svrhu osmiSlieno je 10 novih
molekula ¢ija je struktura bazirana na strukturnim karakteristikama aztromicina. Vecéina
predlozenih struktura razlkuje se od aztromicina po supstituentima vezanim na N10 atom
makrolaktonskog prstena, a jedan od derivata umjesto kladinoze na C3 atom laktonskog
prstena ima vezan karbonini kisik. Svi supstituenti sadrze jedan ili dva aromatska prstena cija
polarnost varira ovisno o kemijskim skupinama vezanim na aromatski prsten. Strukture nekih
supstituenata dodatno sadrze purinske ili pirimidinske baze koje imaju potencijal za stvaranje
Watson-Crickovih  parova te mogu tvoriti nterakcije naslagivanja (engl. stacking
interactions).

Upotrebom konformacijske pretrage temeljene na Monte Carlo algoritmu uz koriStenje
razlicita modela otapala, 10 novih strukturnth varjanti makrolida podvrgnuti su
konformacijskoj pretrazi, a dobivene konformacije su potom grupirane s obzirom na srednji
korijen kvadrata odstupanja (engl. root mean square deviation ili RMSD). Strukture koje
najbolje opisuju geometrju svake od grupa su zajedno s konformacijama najnize energije
koriStene kao pocetne strukture u simulacijama molekulskog uklapanja koje su provedene
pomoc¢u programskog paketa Autodock 4 (Morris 1 sur. 2009). Izlazne konformacije najnize

23



energije 1 konformacije ¢iji bi nacini vezanja potencijalno mogli biti ocuvani unato¢
djelovanju bakterijskih rezistencijskih mehanizama posluizile su kao wulazne strukture za
Monte Carlo konformacijsku pretragu liganda u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli.
Takoder, za ligande koji se u PTAR vezu na na¢in za koji je pretpostavljeno da bi bio ocuvan 1
u prisutnosti dimetiliranog A2058 provedena je dodatna Monte Carlo konformacijska pretraga
liganda vezanog u PTAR ribosoma s dimetiliranim A2058. Ukoliko je procijenjeno da bi
ligand ostao vezan u PTAR uslijed A2058G supstitucije Monte Carlo konformacijska pretraga
je provedena i1 unutar PTAR-a s A2058G mutacijom.

Ocekivano je da c¢e se makrolaktonski prsten azitromicinskih derivata u PTAR
ribosoma Escherichiae coli vezati na slian nacin kao Sto se aztromicin veze u PTAR
bakterije Deinococcus radiodurans (Schlunzen i sur. 2003). Takoder, pretpostavka je da ¢e
aromatski sustavi supstituenta vezanth na N10 laktonskog prstena pogodovati stvaranju
interakcija naslagivanja izmedu aromatskih prstena 1 duSicnih baza 23S rRNA. Polarne
skupine koje su vezane na benzenski prsten bi zbog potencijala za stvaranje vodikovih veza
mogle umanjiti moguénost nespecificnog vezanja supstituenta u PTAR-u. Za kraj, duSicne
baze koje su u sastavu nekih od liganada mogle bi stvarati Watson-Crickove parove baza kao 1

mterakcije naslagivanja s nukleotidima koji grade 23S rRNA.
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2 Materijali 1 metode

2.1 Konformacijska pretraga liganada

Liganadi ¢ije je vezanje istrazivano u sklopu ovog diplomskog rada oznaceni su kao
ligandi A-R (ligA — ligR) i prikazani su na slici 3. Strukture azitromicina i eritromicina
koriStene su za kontrolne simulacije te su podvrgnute svim postupcima kao i predlozeni
azitromicinski derivati, odnosno ligandi A-R.

Pocetna struktura svakog liganda konstruirana je s pomocu programa Avogadro
(v.1.0.1) (Hanwell i sur. 2012) nakon cega su geometrije optimizirane poliem sila GAFF koje
se Cesto upotrebljava za optimizaciju organskih molekula koriStenth u farmakoloske svrhe
(Wang i sur. 2006). Tako pripremljene strukture koriStene su u konformacijskoj pretrazi koja
je provedena s pomocu programa MacroModel (Schrodinger, LLC, New York, 2018). U svrhu
eflkkasnog pretrazivanja konformacijskog prostora, koristen je Monte Carlo Multiple Minima
algoritam (MCMM) pri ¢emu je odabrana opcija koja omogucuje rotaciju amidnih, esterskih i
azo veza. Pored toga, odabrano je da se enantiomeri dobiveni pretragom zadrzavaju kao
posebni konformeri.

Polje sila koje je koriSteno tijekom pretrage je OPLS 2005 (Banks i sur. 2005).
KoriSteni modeli otapala su implicitni model vode, implicitni model oktanola, kontinuirani
medij dielektricne konstante 4 (modelira dielektricnu konstantu veznog mjesta) i kontinuirani
medj dielektricne konstante 81 (modelira dielektricnu konstantu citoplazme). Konformacijski

prostor svakog liganda pretrazen je uz koriStenje svakog od navedenth modela otapala.
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Slika 3. Dvodimenzionalni prikaz struktura liganada koji su koriSteni tijekom racunalnog istrazivanja.
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Udaljenost unutar koje se raCuna entalpijski doprinos potencijalnoj energyi sustava
(engl. cut off) za van der Waalsove interakcije i elektrostatske interakcije iznosio je 8 A, a za
vodikove veze ta udaljenost iznosila je 4 A. Za sve strukture najveéi broj koraka pretrage
imosio je 50 000, dok je za svaku rotabilnu vezu koristeno 100 koraka. Svaka konformacia je
najprije optimizirana algoritmom konjugiranog gradijenta prema Polaku 1 Ribiereu (PRCG)
dok nije postignuto 10 000 iteracija ili dok vrijednost gradijenta nije postala manja od 0,05 kJ
mol' A'. Nakon toga optimizacije PRCG algoritmom, konformacije su optimizirane
algoritmom krnjeg Newtonovog konjugiranog gradijenta (TNCG) koja se provodila sve dok
nije postignut isti broj iteracya (10 000) ili ista vrijednost gradijenta (0,05 kJ mol' A) kao za
prethodni algoritam. Konformeri su definirani kao redundantni ako im RMSD vrijednost
iznosi manje od 50 pm. Maksimali broj struktura koji je bilo moguée pohraniti u tijeku jedne
pretrage iznosio je 10 000, a energetski prozor iznosio je 20 kJ mol”, odnosno satuvane su
samo one konformaciie koje us se nalazile unutar 20 kJ mol' od energetski najpovoljnie
konformacije nadene tijekom pretrage.

Izlazne strukture dobivene Monte Carlo konformaciskom pretragom potom su
grupirane (klasterirane) na osnovu RMSD-a s pomocéu programa Gromacs (v. 2016.4)
(Abraham i sur. 2015) koriStenjem Gromosovog algoritma za klasteriranje uz grani¢nu
vrijednost (engl. cutoff) od 2,5 A i0d,3,5 A. Kako bi ispitali konformacijsku slobodu svakog
od liganada u svakom od 4 otapala grupiranje je provedeno na skupovima konformera koji su
dobiveni u nekom od Ccetiri otapala za svaki od istrazivanih liganada. Klasteriranje je
provedeno i kako bi odabrali konformacije koje smo koristili kao ulazne strukture u narednim
koracima. Predstavnici pojedinih klastera dobiveni za svaki ligand u jednom od 4 otapala
koriSteni su u racunima molekulskog uklapanja. U oba slucaja grupiranje je provedeno
gromos metodom ali je u svrhu analize konformacijskog prostora koriStena granicna

vrijednost od 2,5 A, au svrhu probira liganada za daljinje analize 3,5 A.
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2.2 Priprema ribosoma

Struktura ribosoma s eritromicinom vezanim u PTAR-u preuzeta je iz PDB baze
podataka (PDB ID: 4V7U). Struktura je dobivena izolacjom ribosoma iz bakterije
Escherichia coli (soj MRE600), a eritromicin je u strukturu uveden tehnikom namakanja
(engl. soacking). Struktura ribosoma rijeSena je do rezolucije od 3,1 A (Dunkle i sur. 2010) i
pohranjena je u Cetiri PDB-datoteke, a za potrebe ovog istrazivanja koriStena je datoteka koja
sadrzi PTAR s vezanim eritromicinom te okolne nukleotide 1 ammokiseline.

U svrhu pripreme strukture ribosoma za simulacije u fizioloSkim uvjetima, struktura
povucena iz PDB baze podataka obradena je programom Protein Preparation Wizard 9
(Schrodinger, LLC, New York, 2018) koji dodaje atome vodika, parametrizira atome, stvara
disulfidne mostove izmedu sumpornih atoma cisteinskih ostataka ukoliko su atomi udaljeni
manje od 3,2 A i odreduje redove kemijskih veza. U sklopu programa Protein Preparation
Wizard su programi Epik, PROPKA (Sondergaard i sur. 2011) i protassign koji su koriSteni za
odredivanje  protonacijskih stanja 1 tautomernth oblka aminokiselina 1 eritromicina.
Optimizacija mreze vodikovih veza provedena je pri pH 7,5. Ova vrijednost je odabrana jer
pH vrijednost citoplazme bakterije Escherichia coli u ljudskom probavnom sustavu varira od
7,2 do 7,8 (Wiks i sur. 2007). Naposljetku je provedena optimizacija geometrije sustava pri
¢emu je gibanje vodikovih atoma ogranieno konstantom sile koja iznosi
0,10467 MJ mol' A .

Prije daljnje upotrebe uklonjene su sve molekule vode i ioni magnezija udaljeni viSe
od 0,5 A od veznog miesta, kao i svi aminokiselinski i nukleotidni ostaci udaljeniji vise od
5000 A od molekule eritromicina. Naime, zbog ograni¢enja programa Autodock 4 (Morris i
sur. 2009) bilo je potrebno provesti smanjenje sustava. Naposlietku je uklonjena 1 molekula

eritromicina kako bi sustav bio pripremljen za raCune molekulskog uklapanja.
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2.3 Molekulsko uklapanje

S pomocu programa AutoGrid 4 (Morris 1 sur. 2009) izradena je mreza (engl grid)
koja se sastoji od 200 376 todaka medusobno razmaknutih za 3,75 A tako da se duz svake od
osi trodimenzionalnog prostora nalazilo 126 tocaka. Struktura ribosoma pripremljena
programom Protein Preparation Wizard (Schrédinger, LLC, New York, 2018) je koriStena kao
receptor, a konformeri koji predstavljaju energetske minimume liganada u svakom od 4
modela otapala i konformeri koji najbolje predstavljaju klastere dobivene konformacijskim
pretragama liganada koriSteni su kao ligandi tijekom pretrage.

Tipovi atoma koji su koriSteni kako bi se svakoj tofci mreze dodielila vrijednost
potrebna za izraCun energije uklapanja su aromatski ugliik koji ne veze vodik, alifatski ugljik
koji ne veze vodik, duSik koji ne veze vodikove atome, dusik koji veze duSikove atome, kisik
koji veze 1 vodik, kisikk koji ne veze vodike, sumpor koji ne veze vodike, te fluor. Parametri
koriSteni tijekom ovog izraCuna razvijeni su za AutoDock verziju 4.1 (Morris 1 sur. 2009).
Prilikom izracuna vrijednosti koje se dodjeljuyju toCkama mreze koriSten je model
kontinuiranog medija kod kojeg se potencijal mijenja s udaljenos¢u s obzirom na AD4 model
s parametrom 0,1465. Centar generirane mreZe nalazi se na polozaju —73,516 A, —58,485 A,
6,627 A u odnosu na koordinatni sustav ulazne PDB strukture.

Pretrazivanje je provedeno s pomocu programa AutoDock 4 (Morris i sur. 2009), a
algoritam koriSten tijekom konformacijske pretrage je Lamarckian Genetic algoritam (Morris
i sur. 1999). Maksimalni broj procjena konformacijske energije iznosi 2 500 000, a broj
pokuSaja za pronalazak povoljnog mmimuma iznosi 100. Dobivene konformacije su dalje
koristene za Monte Carlo konformacijsku pretragu ukoliko predstavljaju konformere najmanje
energijje za pojedini ligand ili ukoliko se radi o konformeru ¢iju geometriju vezanja smo htjeli

dodatno istraziti.
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2.4 Konformacijska pretraga ribosoma u PTAR-u

bakterije Escherichia coli

Pocetne strukture za konformacijsku pretragu Monte Carlo metodom pripremljene su s

pomoc¢u programskog paketa Schrodinger (Schrodinger, LLC, New York, 2018). Osim

konformera koji predstavljaju konformere najmanje energije za pojedini ligand, koriSteni su i

konformeri prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Konformacije koje su koriStene kao ulazne strukture za Monte Carlo simulaciju

liganada u PTAR-u ribosoma. Prikazane su i opisane one strukture koje nisu konformacije

najmanje energije dobivene metodom molekulskog uklapanja.

Ime liganda

Opis liganda

A*met

Konformer najmanje energije dobiven Monte Carlo konformacijskom

pretragom liganda A u PTAR-u ribosoma kojem su na ammno skupinu C6’
atoma A2058 23S rRNA dodane dvije metilne skupine

A*mut

Konformer najmanje energije dobiven Monte Carlo konformacijskom
pretragom liganda A u PTAR-u ribosoma sa A2058G mutacijom

C*

Konformer liganda C dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 0,69 kJ mol
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli

C*met

Konformer liganda C dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 0,69 kJ mol”’
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli kojem su na amino skupinu C6” atoma A2058 23S rRNA
dodane dvije metilne skupine

C*mut

Konformer liganda C dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 0,69 kJ mol
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli sa A2058G mutacijom

D*

Konformer liganda D dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 0,28 kJ mol'’
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli

D*met

Konformer liganda D dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 0,28 kJ mol
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli kojem su na amino skupinu C6’ atoma A2058 23S rRNA
dodane dvije metilne skupine

M*

Konformer liganda M dobiven molekulskim uklapanjem koji ima 4,6 kJ mol’
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u PTAR ribosoma
Escherichia coli

Znak * oznacava da sene radi o konformeru koji s obzirom na rezultate molekulskog uklapanja konformacijske
pretrage ima najmanju energiju. Znak met oznacava daje unutar PTAR-a u kojem je provedena Monte Carlo
konformacijska pretraga liganda A2058 23S rRNA dimetiliran, dok znak mut oznacava da je Monte Carlo
konformacijska pretraga liganada provedenau PTAR-u s A2058G supstitucijom.
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Programom Macro Model (Schrodinger, LLC, New York, 2018) definirano je podrucje
kompleksa na kojem je dozvoljena promjena geometrije strukture, a to podru¢je obuhvaca
ligande te sve nukleotide i aminokiseline koji se nalaze na udaljenosti od 2,5 A u odnosu na
ligand, dok su ostali atomi u strukturi fiksirani. Zadrzani su svi nukleotidi 1 ammokiseline koji
su udaljeni manje od 15 A od svakog od konformera koji je koriten kao podetna
konformacija tjjekom Monte Carlo konformacijske pretrage.

Pretraga je provedena uz koriStenje implicitnog modela vode i polja sila OPLS 2005.
Maksimalni broj koraka tijekom konformacijske pretrage iznosio je 10 000, a konformacije su
optimizirane u dva koraka. Prvi korak ukljucuje optimizaciju PRCG algoritmom, a drugi
korak ukljucuje optimizaciju TNCG algoritmom. U oba slufaja koristeno je po 500
optimizacijskih koraka u svrhu pronalazenja konformera koji odgovaraju lokalnom
minimumu sustava. Takoder, tijekom svakog Monte Carlo koraka dolazi do translacije 1
rotacije liganda. Maksimalna translacijska udaljenost pritom iznosi 5 A, a ligand se rotira za
maksimalno 180° u sva tri smjera, u odnosu na pocetnu pozciju. Ostale vrijednosti koje su
koriStene prilikom pretrazivanja kompleksa identicne su onima koje su koriStene tijekom
konformacijske pretrage liganada. Takoder, programom Macro Model izraunata je 1 energia
ribosomskog dijela kompleksa koriStenog priikom Monte Carlo konformacijske pretrage
liganada u ribosomu. Pritom je koriSteno polje sila OPLS 2005, simulacija je provedena u
mplicitnom modelu vode, a udaljenost unutar koje se racuna entalpijski doprmnos
potencijalnoj energiji sustava za van der Waalsove i elektrostatske interakcije iznosi 8 A, a za

vodikove veze 4 A.
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3 Rezultati

3.1 Monte Carlo konformacijska pretraga liganada u
razliCitim modelima otapala

3.1.1 Zastupljenost konformacija i intramolekulske vodikove
veze

Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage azitromicina u implicitnom modelu
vode rezultirali su s najmanjim brojem konformera pronadenih Monte Carlo simulacijama
liganda u nekom od modela otapala. Najve¢i broj konformera pronaden je Monte Carlo
pretragom liganda E u implictnom modelu oktanola. Monte Carlo konformacijskom
pretragom azitromicina u implicitnom modelu vode pronadeno je 6, dok je konformacijskom
pretragom liganda E u implicitnom modelu oktanola pronaden 351 konformer unutar 20 kJ
mol™.

Konformacija kod koje je semitiokarbazonski supstituent orijentiran na nacin da se
terminalni  aromatski  prsten  semitiokarbazonskog  supstituenta  nalazi  u  blizini
makrolaktonskog prstena  obiljezie je svih konformera pronadenh Monte Carlo
konformacijskom pretragom u 4 razli¢ita modela otapala za svaki istrazivani ligand (slika 4a).
Kod konformera viSih energija terminalni dio semitiokarbazonskog supstituenta je ponekad
znatno viSe udaljen od makrolaktonskog prstena nego Sto je karakteristiéno za energetski
najpovoljniji konformer (slika 4b). Konformacijskom pretragom liganada koji na terminalnom
aromatskom prstenu imaju puno polarnih skupina dobivene su strukture kod kojih je
terminalni  dio semitiokarbazonskog prstena udaljen od makrolaktonskog prstena i kod
konformera nize energje. Prikom udaljavanja terminalnog diela semitiokarbazonskog
supstituenta od laktonskog prstena dolazi do prekida van der Waalsovih interakcija koje
aromatski prstenovi supstituenta stvaraju s hidrofobnim skupinama makrolaktonskog prstena.
Ligandi s hidrofinim terminalnim dijelom semitiokarbazonskog supstituenta CeS¢e poprimaju
konformacije s terminalnim semitiokarbazonskim supstituentnom udaljenim od laktonskog
prstena nego ligandi koji imaju pretezito hidrofoban terminalni dio semitiokarbazonskog

supstituenta.
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Slika 4. Konformeri pronadeni Monte Carlo konformacijskom pretragom liganda D u mediju
dielektricne konstante 81: a) energetski najpovoljniji konformer i b) konformer koji je 12,65
kJ mol'* energije nepovoljniji od najpovoljnijeg konformera.

3.1.2 Intramolekulske m—interakcije

Svi ligandi, osim liganda B, posjeduju 2 aromatska prstena koja kod liganada A i E
tvore m—interakcije kod kojih su ravnine prstenova paralelne jedna s drugom, dok kod
liganada C, D, G i M nalazimo intramolekulske n—interakcije pod kutom i udaljeno$¢u
izmedu aromatskih prstenova. Kod liganada A,C i D ove nekovalentne interakcije se javljaju
samo kod geometrija viSih energija, dok ih kod liganada M i G nalazimo ve¢ odnosno unutar

20 kJ mol'* od energetski najpovoljnijeg konformera u toj pretrazi (slika 5).
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Slika 5. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage — konformer liganda: a) A koji je
15,26 kJ mol* energije nepovoljniji od najpovolinijeg konformera, b) G u implicitnom
modelu vode koji je 7,76 kJ mol* energije nepovoljniji od najpovolinijeg konformera, c) C
koji je 16,84 kJ mol! energije nepovoljniji od najpovoljnijeg konformera, d) D koji je 12,71
kJ mol! energiie nepovoliniji od najpovolinijeg konformera, e) E koji je 4,57 kJ mol!
energije nepovoljniji od najpovoljnijeg konformera, f) M koji je 5,67 kJ mol* energie
nepovoljniji od najpovoljnijeg konformera. Konformeri na slikama a), b), c¢) i e) nadeni su
pretragom u mediju dielektricne konstante 4, konformeri na slikama d) i f) u mediju

dielektriéne konstante 81.
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U mediju dielektricne konstante 4, c¢ak 11 od 18 konformera liganda E tvori
intramolekulske n—interakcije. Iste interakcije unutar liganda E nalazimo i kod konformera
dobivenih konformacijskom pretragom u mediju dielektricne konstante 81, kao i prilkom
pretrage konformacijskog prostora liganda E u oktanolu i vodi.

Nekovalentne n—interakcije se pretezito javljaju kod konformera dobivenih Monte Carlo
simulacjama u medyjima dielektricne konstante 4 ili 81, a u shlucaju liganda G nalazimo ih
kod konformera dobivenih konformacijskom pretragom u implicitnom modelu vode. Najvise
intramolekulskih 7—interakcija je pronadeno priikom konformacijske pretrage liganda M,
tako da medu konformerima dobivenim simulacjom u mediju dielektricne konstante 4, njih 7
od ukupno 100 tvori m—interakcije, dok u mediju dielektricne konstante 81, m—interakcije tvori

¢ak 12 od ukupno 74 pronadena konformera.

3.2 Rezultati simulacija vezanja liganada u peptidil-

transferazni centar i okolnu regiju ribosoma

3.2.1 Energija vezanja liganada u PTAR ribosoma bakterije

Escherichia coli

Simulacija vezanja liganda u okolinu peptidil-transferaznog centra (PTAR od engl.
peptidyl transferase-associated region) ribosoma s pomocu metode molekulskog uklapanja
rezultirala je energijama vezanja prikazanim u tablici 4. Iz priloZzenoga se vidi da najmanju
energiju vezanja posjeduje kompleks PTAR-a i liganda C. Takoder, unutar 1 kJ mol* od
energetski najpovoljnijeg konformera nalazi se 9 geometrija liganda C u PTAR-u ribosoma.
Energetski najpovoljniji na¢in vezanja liganda A razlikuje se od najpovoljnijeg nacina vezanja
liganda C za svega 0,4 kJ mol'. Unutar energijskog okvira od 5 kJ mol* pojavijuju se
najpovoljniji na¢ini vezanja liganada D,E,F,G,P i R, dok se unutar energetskog okvira od 10
kJ mol! pojavliuju najpovoljniji nadini vezanja liganada B i M. Najpovoljniji nadin vezanja
azitromicina ima 11,2 kJ mol* veéu energiju od najpovolinijeg natina vezanja liganda C.
Konformeri kojima je izraCunata najve¢a energija vezanja su dobiveni molekulskim
uklapanjem eritromicina. Energetska razlka izmedu najpovoljnje 1 najmanje povoljne

geometrije vezanja iznosi 23,5 kJ mol! &to je energija reda velicine energiie vodikove veze
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(Zielkiewicz, J. 2005). Zbog male energetske razlke medu konformerima raznih liganada
navedeni podaci imaju samo orifjentacijsku vrijednost koja moze posluzti za postavljanje

prioriteta tijekom planiranja eksperimenata ili kao temelj za preciznije racunalne simulacije.

Tablica 4. Rezultati molekulskog uklapanja liganada u PTAR ribosoma bakterije Escherichia
coli. Prikazani su konformeri s najmanjom energijom za svaki ligand. Svi dobiveni
konformeri svakog od 10 liganada, kao i eritromicina i azitromicina, su poredani s obzirom na

porast energije vezanja izraCunate metodom molekulskog uklapanja.

redni broj strukture® ligand AG / kJ mol™°
1 C -30,29
A -29,87
24 F -28,66
29 D -28,58
41 G -28,21
63 E -27,81
181 P -26,82
276 R -26,42
701 B -25,12
2336 M -22,37
3856 azitromicin -18,46
4338 eritromicin -8,95

®Redni broj strukture oznacava poloZaj pojedinog konformera u ukupnom poretku
YAG ommacava iznos energije izratunate metodom molekulskog uklapanja.

Razlika u energiji konformera najmanje energijjle i konformera najveCe energie
dobivena Monte Carlo konformacijskom pretragom iznosi 97,7 kJ mol! (tablica 5).
Konformeri eritromicina imaju najveCu energiju Vezanja, a slijede ih konformeri azitromicina.
Najmanju energiju, a time i optimalno vezanje, je postignuto kod liganda M. Ovo je suprotno
ocekivanju s obzirom na to da je metodom molekulskog uklapanja ligand M okarakteriziran
losim vezanjem. Monte Carlo konformacijska pretraga liganda M* rezultirala je
konformerima od kojih onaj s optimalnim vezanjem ima energiju za 4,6 kJ mol' vecu od

energije konformera najnize energja liganda M.
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Tablica 5. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganada u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli. Prikazani su konformeri s najmanjom energijom vezanja za svaki
ligand. Svi dobiveni konformeri svakog od 10 liganada, kao i eritromicina i azitromicina, su

poredani s obzirom na porast energije vezanja izraunate metodom Monte Carlo.

redni broj konformera # ime liganda AAG / kJ mol ™

1 M -142,4
3 C* -137,9
4 M* -137,8
18 F -133,4
37 D -130,7
74 A -125,4
87 D* -123,4
105 C -121,7
127 G -119,4
155 B -115,5
207 R -106,5
212 P -103,9
237 E -91,0
253 azitromicin -80,0
266 eritromicin -68,1

®Redni broj strukture oznacava polozaj pojedinog konformera u ukupnom poretku
YAG oznagava iznos energije izraCunate Monte Carlo metodom. Nazivi liganada su obja§njeniu tablici 3.

Iako se ligand C* odlikuje jednom od manjih energija vezanja, vazno je primijetiti da
je energija vezanja liganda C veca za 16,2 kJ/mol §to ukazuje na veliku ovisnost rezultata o
odabiru pocetne konformacije. Ligand F, kao i prilikom simulacija molekulskog uklapanja,
ima relativno malu energiju vezanja. Nesto ve¢u energiju ima najpovoljniji konformer liganda
D, a najpovoljniji konformer njegovog strukturnog ekvivalenta, konformer D* ima 7,3 kJ/mol

vecu energiju.
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Najpovoljniji konformer liganda A ima 22,1 kJ mol' nepovoljniju energiju od
najpovoljnijeg konformera liganda C, s§to nije u skladu s rezultatima molekulskog uklapanja.
Unutar energetskog okvira od 30 kJ u odnosu na energiju najpovoljnijeg konformera liganda
M, nalaze se i najpovoljniji konformeri liganada G i R, unutar okvira od 40 kJ mol* su
pronadeni najpovoljniji konformeri liganada P i B, dok se najpovoljniji konformer liganda E
od najpovoljnijieg konformera liganda M razlikuje za 51,4 kJ molt. To zna¢i da je, s obzirom
na rezultate Monte Carlo konformacijske pretrage liganada u PTAR-u ribosoma, ligand E
ligand s najlosijim vezanjem. Navedeni zakljuak nije u skladu s rezultatima molekulskog
uklapanja gdje ligand E posjeduje manju energiju vezanja od liganada B, M, P i R.

U slucaju svih liganada broj MC koraka tijekom pretrage pokazao se dovoljnim s
obzirom da su energetski najpovoljniji konformeri nadeni viSe desetaka, a ponegdje i viSe
stotina puta tijekom pretrage. lzuzetak su ligandi C*, R, i G te azitromicin kod kojih su
najpovoljniji konformeri nadeni svega nekoliko puta te bi te pretrage bilo poZelijno ponoviti s

povecanim brojem MC koraka.

3.2.2 Intramolekulske m-interakcije liganada A, D i M u PTAR-u

ribosoma bakterije Escherichia coli

Molekulsko uklapanje liganda M te Monte Carlo konformacijska pretraga liganada A i
D u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli, upucuju na to da navedeni ligandi prilikom
vezanja u ribosom tvore intramolekulske m—interakcije. U slucaju liganda A ove nekovalentne
interakcije nalazimo kod konformera najmanje energije, kod liganda D su prisutne kod
konformera koji ima 0,28 kJ mol* veéu energiju od konformera najmanje energije, a kod
liganda M intramolekulske m—interakcije nalazimo kod konformera koji ima 4,9 kJ mol* veéu
energiju od konformera najnize energije.

Interakcije naslagivanja aromatskih skupina liganda i duSiénih baza u PTAR-u nisu
pronadene niti kod jednog konformera koji posjeduje intramolekulske m—interakcije. lzuzetak
je ligand D kod kojeg fluorobenzenski i centralni benzenski prsten semitiokarazonskog
supstituenta tvore intramolekulske  m—interakcije, ali oba aromatska prstena tvore i1 w—

interakcije s purinskim prstenom A2058 (slika 6).
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Slika 6. Energetski najpovoljniji na¢in vezanja liganda D* u PTAR bakterije Escherichia coli.
Ligand D* je prikazan tamnoplavom, a nukleotidi i aminokiseline ribosoma bakterije

Escherichia coli bijelom bojom.

Unato¢ tome S$to ne tvori naslagivanje s duSicnim bazama, ligand A stvara niz
vodikovih veza koji stabiliziraju vezanje liganda. Dusik na koji je vezan terminalni benzenski
prsten semitiokarbazonskog derivata tvori vodikowu vezu s fosfatom C2443 23S rRNA.
Hidroksilne skupine laktonskog prstena tvore vodikove veze s karbonilnim kisikom peptidne
okosnice Gly 64, amino-skupinama Arg 61 te N3’ atomom purinskog prstena i ribozom
nukleotida A2058 23S rRNA. Hidroksilna skupina kladinoze tvori vodikovu vezu s N7’
dusikom te amino skupinom na C6’ atomu A752 23S rRNA (slika 7).
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Slika 7. Energetski najpovoljniji na¢in vezanja liganda A u PTAR bakterije Escherichia coli
dobiven Monte Carlo konformacijskom pretragom. Nukleotidi i aminokiseline ribosoma

bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.

Rezultati simulacije molekulskog uklapanja liganda M u PTAR ribosoma bakterije
Escherichia coli pokazali su kako laktonski prsten konformera najnize energije tvori
hidrofobne interakciie s C2611, C2610 i U2506, benzenski prsten u sastavu
semitiokarbazonskog supstituenta tvori  m—interakcije s pirimidinskim prstenom U2506, a
gvanin semitiokarbazonskog supstituenta tvori interakcije naslagivanja s C2609 (slika 8a).
Konformer liganda M koji ima 0,56 kJ mol* ve¢u energiju od konformera najmanje energije
stvara  intramolekulske  m—interakcije izmedu benzenskog prstena i gvanina u sastavu
semitiokarbazonskog supstituenta no tvori m—interakcije s nukleotidima u PTAR-u.
Intramolekulske interakcije ovog tipa podjednako su zastupliene kod konformera niskih

energija kao i geometrija karakteristiénih za konformere vise energije (slika 8b).

40



a) b)

> R AW
b ( \\“/ N ——‘\i
[ o Lo = / |

7

Slika 8. Rezultati molekulskog uklapanja liganda M u PTAR ribosoma bakterije Escherichia
coli a) nekovalentne veze koje energetski najpovoljniji konformer tvori s nukleotidima U2506
i U2609 b) intramolekulske n—interakcije  koje tvori konformer koji ima 0,56 kJ mol*
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera. Na Slici b nukleotidi i aminokiseline

ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.

3.2.3 Vezanje liganada B, C, D, C, P 1 R u najuzi dio izlaznog
kanala PTAR-a bakterije Escherichia coli

Simulacijama molekulskog uklapanja azitromicina u PTAR ribosoma bakterije
Escherichia coli pronadena su dva naCina vezanja aztromicina. Nacéin koji je energetski
povoljniji  sli¢an je najpovoljnjem nadinu vezanja eritromicina. Hidroksina skupina
kladinoze tvori vodikowu vezu s fosfatom U2586 23S rRNA, metilne skupine laktonskog
prstena orijentirane su prema A2062, a do hidrofobnih interakcija dolazi i s aromatskim
prstenovima C2611 i G2505 23S rRNA. Drugi konformeri se vezu na hidrofobnu povrSinu
koju ¢ine GIn 62, Lyn 63, Gly 64, A676, A677, C2443 i U790 te tako zatvaraju najuzi prolaz
izlaznog kanala koji se nastavlja na peptidil-transferazni centar (slika 9). Oba nacina vezanja

su pronadena i prilkom konformacijske pretrage metodom Monte Carlo.
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slika 9. Konformer azitromicina u najuzem dijelu izlaznog kanala PTAR-a bakterije
Escherichia coli dobiven metodom molekulskog uklapanja. Nukleotidi i aminokiseline

ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.

Monte Carlo simulacija liganda B u PTAR-u ribosoma rezultirala je konformacijama s
velikim brojem vodikovih veza izmedu fosfata 23S rRNA i donora vodikove veze koji
nalazimo u sastavu liganda B. Metilne skupine na duSikovom atomu dezoamina se odmi¢u od
purinskog prstena A792 S§to omoguCuje priblizavanje hidroksidne skupine kladinoze fosfatu
C791 pri ¢emu dolazi do stvaranja vodikove veze. Hidroksilna skupina na C12 atomu
laktonskog prstena je donor vodikove veze koju akceptira fosfat C2442 23S rRNA, a dusikovi
atomi semitiokarbazonskog supstituenta takoder tvore vodikove veze s fosfatima C2443 i
A676. Vodikove veze semitiokarbazonskog supstituenta usmjeravaju navedeni supstituent u
izlazni kanal PTAR-a.

Makrolaktonski prsten konformacije liganda D koja s obzirom na rezultate
molekulskog uklapanja ima najmanju energiju vezanja, smjeSten je u istu Supliimu koju
preferirano zauzima ligand B, no raziito je orjentiran i tvori razliite nekovalentne
interakcije s okolnim nukleotidima i aminokiselinama (slika 11a). Hidroksilna skupina na 13C
atomu laktonskog prstena takoder tvori vodikovu vezu s fosfatom U2441, a duSikov atoma iz
amidne veze supstituenta stvara vodikovu vezu s purinskim prstenom nukleotida A2062 (slike
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10 a i 10b). Hidrofobna povrsina laktonskog prstena je vezana na U790, C791 i Arg 61 (slika
10c). Terminalni fluorobenzenski prsten je u PTAR-u smjeSten priblino slicno kao i
fluorobenzenski prsten liganda C s razlikom Sto je kod liganda D prsten viSe usmjeren prema

U2506 i G2505. Monte Carlo pretragom potvrden je ovaj oblik vezanja.

Slika 10. Vezanja liganda D u PTAR bakterije Escherichia coli: a) energetski najpovoljniji
nacin pronaden metodom molekulskog uklapanja, b) vodikova veza koju ligand tvori s A2062
kod energetski najpovoljnijeg naCina vezanja pronadenog metodom molekulskog uklapanja,
c) vezanje energetski najpovoljnijeg konformera dobivenog molekulskim uklapanjem liganda
u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli. Na slici a) nukleotidi i aminokiseline ribosoma

bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.
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Slika 11. Usporedba vezanja liganada B, C, D i azitromicina u vezno mjesto PTAR-a bakterije
Escherichia coli izraGunata metodom Monte Carlo (ligand B, azitromicin) i molekulskog
uklapanja (ligand C i ligand D). Azitromicin je prikazan tamnoplavom, ligand B crvenom,
ligand C zelenom i ligand D svijetloplavom bojom. Orijentacija veznog mjesta ista je na
lijevoj i desnoj slici.

Molekulsko uklapanje liganda C u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli
pokazalo je da su interakcije koje makrolaktonski prsten liganda tvori u veznom mjestu sli¢ne
nekovalentnim  reakcijama koje u veznom mjestu tvori ligand D (slika 11b). Hidroksilna
skupina na 13C atomu laktonskog prstena tvori vodikovu vezu s fosfatom U2441. Hidrofobna
povrSina laktonskog prstena kao i alkilne skupine monosaharida koje se nalaze na istom
prstenu vezu se na povrsinu koju ¢ine U790, U1779, A1780 i U1781. Nukleotid U2441 je
akceptor vodikove wveze koju stvaraju hidroksilna skupina laktonskog prstena i fosfat
nukleotida, a Monte Carlo pretragom pronadena je i vodikova veza gdje hidroksina skupina
riboze U2441 djeluje kao donor, a hidroksilna skupina kladinoze akceptor vodikove veze.

Monte Carlo konformacijskom pretragom je takoder utvrdeno da dezoamin tvori
vodikowu vezu s fosfatom U790. Kod rezultata molekulskog uklapanja terminalni aromatski
prsten na supstituentu N10 atoma laktonskog prstena pruza se prema C2610 i C2611, no s
njima ne tvori m—interakcije, a boljom pretragom konformacijskog prostora metodom Monte
Carlo pronadene su =n-interarakcije izmedu terminalnog benzenskog prstena liganda C i
U2609 23S rRNA.

Makrolaktonski prsten liganda P se tijekom simulacije molekulskog uklapanja veze na
purinski prsten A2062 i Ul1782 te na alkini dio aminokiselinskog ostatka Arg 61. Takoder,
hidroksilna skupina na C6 atomu laktonskog prstena tvori vodikovu vezu s fosfatom

nukleotida C2442. Timin u sastavu semitiokarbazonskog supstituenta laktonskog prstena se
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smjestio u Supljinu koju tvore U2585 1 U2582, no ne tvori m—interakcije. Metodom Monte
Carlo dodatno je istrazeno vezanje liganda P u PTAR bakterije Escherichia coli te je
pokazano da energetski najpovoljnija pronadena konformacija tvori vodikovu vezu izmedu
amino skupine na C6’ atomu purinskog prstena A2062 i dusikovog atoma amidne veze u
sastavu semitiokarbazonskog supstituenta. Nadalje, duSikov atom supstituenta laktonskog
prstena tvori vodikowu vezu s fosfatom nukleotida U2586, dok timin u sastavu liganda P s
navedenim nukleotidom tvori m—interakcije. Od hidrofobnih interakcija ocuvane su interakcije
sArg 61i Gly 64.

Laktonski prsten liganda R tijekom molekulskog uklapanja zauzima vezno mjesto koje
veoma nalikuje onoj koju zauzima azitromicin (slika 12). Dezoamin vezan na laktonski prsten
je orijentiran prema nukleotidima U790 i C791, kladinoza prema C2440, a ostatak prstena se
veze izmedu A2062 i U2441. Benzenski prsten semitiokarbazonskog supstituenta nalazi se
izmedu dusicnih baza A2062, U2586 i U2609 no ne tvori m—interakcije. Citozin u sastavu
semitiokarbazonskog supstituenta tvori m—interakcije i to s pirimidinskim prstenom nukleotida
A2610 23S rRNA.

Slika 12. Usporedba vezanja liganada P, R i azitromicina u vezno mjesto PTAR-a bakterije
Escherichia coli izratunata metodom Monte Carlo. Azitromicin je prikazan tamnoplavom,

ligand P tamnoljubiCastom, a ligand R svijetloljubicastom bojom.
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Monte Carlo simulacijama liganda R u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli
utvrdeno je da se laktonski prsten liganda R veze na povrSinu koju tvore isti nukleotidi na
koje se veze energetski najpovoljniji konformer dobiven metodom molekulskog uklapanja
liganda R u PTAR (slika 13a). Osim toga, cisteinski ostatak liganda tvori =-interakcije s
pirimidinskim prstenom U2584 (slika 13c). Cistein takoder tvori vodikovu vezu izmedu
amino-skupine i fosfata U2585. Benzenski prsten liganda R tvori m—interakcije s purinskim
prstenom nukleotida A2586 (slika 13b).

Slika 13. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganda R u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli: a) geometrija vezanja energetski najpovoljnijeg konformera b)
nekovalentne veze koje s U2586 23S rRNA tvori citozinski prsten liganda R c¢) nekovalentne
veze koje ligand R stvara s nukleotidima U2584, U2585 i A2586. Na slici a nukleotidi i

aminokiseline ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.
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3.2.4 Uloga funkcionalnih skupina liganada E, F i G prilikom
vezanja u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli

Energetski najpovoljnji oblk vezanja liganda E pronaden metodom molekulskog
uklapanja je onaj u kojem dezoamin tvori hidrofobne interakcije s G2505, a ne stvara
vodikovu vezu s A2058. Centralni benzenski prsten supstituenta tvori n—interakcije s C2610
dok je benzenski prsten s metoksidnom skupinom vezan na alkilni dio aminokiselinskog
ostatka Lys 90. Ovu geometriju stabilizira vodikova veza izmedu sumpora 1 kisika u sastavu
riboze A752 (slika 14a). Osim ovog oblika vezanja pri neznatno viSim energijama dolazi do
tvorbe vodikove veze izmedu A752 1 metoksibenzenske skupine semitiokarbazonskog

supstituenta (slika 14b).
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Slika 14. Rezultati molekulskog uklapanja liganda E u PTAR ribosoma bakterije Escherichia
coli a) nekovalentne interakcije izmedu konformera najmanje energije te nukleotida C2610 i
A752 23S rRNA, b) nekovalentne interakcije izmedu.konformera koji ima 1,80 kJ mol™
nepovoljniju  energiju od najpovoljnijeg konformera i nukleotida A752. Nukleotidi i

aminokiseline ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.

Rezultati Monte Carlo simulacija potvrdili su vezanje makrolaktonskog prstena
liganda E koji je dobiven metodom molekulskog uklapanja (slika 15a). Metoksibenzenski
prsten semitiokarbazonskog supstituenta liganda E tvori m—interakcije s G748 dok tio-skupina
u sastavu semitiokarbazonskog supstituenta tvorbom  vodikovin veza s amino-skupinom
aminokiselinskog ostatka Lys90 usmjerava opisane n—interakcije (slika 15b i 15d). Kod

konformera c¢ija tio-skupina ne tvori vodikovu vezu dolazi do nastanka m—interakcija izmedu
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aromatskog prstena 1 U2609. Unato¢ tome, ova pojava ne uzrokuje smanjenje potencijalne

energije vezanja (slika 15c i 15d).

Slika 15. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganda E u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli: a) geometrija energetski najpovoljnijeg konformera, b)
nekovalentne interakcije energetski najpovoljnijeg konformera s nukleotidom G748 i
aminokiselinom Lys 90, c) nekovalentne interakcije izmedu.konformera koji ima 4,30 kJ
mol* nepovoljniju energiju od najpovolinijeg konformera i nukleotida G748 i U2609, d)
usporedba nekovalentnin veza koje ligand tvori s nukleotidima G748 i U2609 te
aminokiselinom Lys 90. Tamno plava i crvena boja oznacava konformaciju prikazanu na slici

15b, a svjetlo plava i bijela onu prikazanu na slici 15c.
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Monte Carlo konformacijskom pretragom PTAR-a ribosoma bakterije Escherichia coli
i liganda F (slika 16a) utvrdeno je da dezoamin laktonskog prstena ne tvori vodikovu vezu s
A2058 23S rRNA. Takoder, fleksibilni semitiokabrazonski supstituent poprima druge oblike
vezanja u istom veznom dzepu kao 1 konformer s najboljiim vezanjem izraCunat metodom
molekulskog uklapanja. Hidroksibenzenski prsten supstituenta na N10 atomu laktonskog
prstena tvori reakcije naslagivanja s pirimidinskim prstenom U2585. Uz to, hidrosilna skupina
hidroksibenzenskog prstena tvori vodikovu vezu s hidroksilnom skupinom riboze U2584.
Dusik hidrazonske veze je donor vodikove veze dok je akceptor Kisik riboze C2452 (slika
16b).

a) b)

Slika 16. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganda F u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli: a) geometrija energetski najpovoljnijeg konformera, b)
nekovalentne interakcije energetski najpovoljnijeg konformera s nukleotidima U2585 i
C2452. Na slici a) nukleotidi i aminokiseline ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani

bijelom bojom.

Konformer s najmanjom energijom vezanja dobiven molekulskim uklapanjem liganda
G u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli veze makrolaktonski prsten u isti vezni dzep u
koji se vem laktonski prstenovi eritromicina 1 aztromicina. Usprkos tome nekovalentne
interakcije koje ligand tvori s nukleotidima su bitno razli¢ite od onih koje u PTAR-u tvore
azitromicin 1 eritromicin. Dezoamin je smjeSten izmedu A2062 1 G2586, a hidrofobna
povr§ina prstena tvori kontakte s G2505, C2610 1 C2611. Oba aromatska prstena vezu Se na
povrsinu koju stvaraju A752, A753, G745 1 U2609 (slike 17a, 17bi17c).
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Slika 17. Rezultati molekulskog uklapanja liganda G u PTAR ribosoma bakterije Escherichia
coli a) geometrija vezanja liganda G u PTAR b) polozaj energetski najpovoljnijeg konformera
na veznoj povrSmi PTAR-a c¢) polozaj energetski najpovolinijeg konformera na veznoj
povrsini PTAR-a i vezanje u kanal koji tvore nukleotidi A752, A753, G745 i U2609. Na slici
a) nukleotidi i aminokiseline ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.

Opsemije istrazivanje vezanja liganda G provedeno je Monte Carlo konformacijskom
analizom. Konformeri dobiveni na ovaj na¢in imaju znatno razli¢itu geometriju od ulazne
strukture. Laktonski prsten se veze na povrSinu koju tvore A2062 1 U2441, centralni
aromatski prsten semitiokarbazonskog supstituenta se nalazi u blizini U2586, dok se polozaj
terminalnog benzenskog prstena mijenja ovisno o vodikovim vezama koje tvore dusikovi
atomi vezani na tio-skupinu semitiokarbazonskog supstituenta. Ukoliko navedeni atomi
stvaraju samo jednu vodikovwu vezu s fosfatom nukleotida U2586 tada se terminalni benzenski
prsten nalazi u blizini pirimidinskog prstena U1782 i U2609. lako ne dolazi do stvaranja m—
interakcija ovaj oblik vezanja je energetski povoljniji od oblika vezanja gdje dusikovi atomi
semitiokarbazonskog supstituenta tvore dvije vodikove veze s fosfatom U2586. U tom shucaju
dolazi do udaljavanja terminalnog benzenskog prstena od povrSine koju u PTAR-u tvore
nukleotidi U1782 i U2609 te se smanjuje broj van der Waalsovih kontakata s navedenom

skupinom.
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3.2.5 Monte Carlo konformacijska pretraga liganada C*, D* i

M* u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli

Konformeri viSe energije dobiveni molekulskim uklapanjem liganda C pokazuju
sklonost stvaranju n—interakcija. Konformer koji ima 0,69 kJ mol! vecu energiu od
najpovolinijeg konformera izra¢unatog metodom molekulskog uklapanja (ligand C*) tvori n—
interakcije izmedu terminalnog flourobenzenskog prstena i dusicnih baza A2058 i A2059, dok
se makrolaktonski prsten veze poput konformera najnize energije (Slika 18a). Konformacijski
prostor ovog liganda je dodatno istrazen Monte Carlo simulacijama. Rezultati pretrage su
pokazali kako terminalni fluorobenzenski prsten liganda C tvori n—interakcije s G2056 23S
rRNA (slika 18c), dok centralni aromatski prsten semitiokarbazonskog supstituenta stvara m—
interakcije s A2058 (slika 18b). Takoder dolazi do stvaranja vodikovih veza izmedu

dusikovog atoma kojim je fluorobenzenski prsten vezan na ostatak supstituenta i fosfata
nukleotida C2505.
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Slika 18. Konformeri liganda C: a) =n-interakcije pronadene molekulskim uklapanjem kod
konformera koji ima 0,69 kJ mol! nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera u
PTAR ribosoma Escherichia coli, b) n—interakcija izmedu centralnog benzenskog prstena
semitiokarbazonskog supstituenta liganda i1 purinskog prstena A2058 23S rRNA koja je
pronadena Monte Carlo simulacijom liganda u PTAR-u ribosoma Escherichia coli kod
konformera, c) geometrija vezanja liganda dobivena Monte Carlo konformacijskom
pretragom konformera koja ima 0,69 kJ mol' nepovoljniju energiju od najpovolinijeg
konformera izracunatog molekulskim uklapanjem. Na slici c¢) nukleotidi i aminokiseline
ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.
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Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage konformera liganda D koji ima 0,28 kJ
mol! veéu energiju od najpovoljnijeg konformera (ligand D*) dobivenog molekulskim
uklapanjem pokazali su kako se kladinoza slicno kao kod ulazne konformacije, hidrofobnim
kontaktima veze na A751, Lys 90, Lys 91 i Arg 92 i tvori vodikovu vezu s Arg 61, dok se
dezoamin hidrofobnim kontaktima veze na Thr 651 Gly 64 a s hidroksilnom skupinom Thr
65 tvori vodikovu vezu (slika 19a i 19b). Fluorobenzenski i centralni benzenski prsten
semitiokarazonskog supstituenta tvore intramolekulske n—interakcije uz koje i jedan i drugi
prsten stvaraju n—interakcije s purinskim prstenom A2058 (slika 19c¢). Pri viSim energijama
centralni benzenski prsten tvori m—interakcije s A2058 dok flourobenzenski prsten tvori

interakcije naslagivanja s A2053.
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Slika 19. Konformer liganda D, a) u PTAR-u bakterije Escherichia coli koji ima

0,28 kJ mol* nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera pronadenog molekulskim
uklapanjem. b) m—interakcija izmedu centralnog benzenskog prstena semitiokarbazonskog
supstituenta liganda i purinskog prstena A2058 koja je prisutna kod konformera koji ima 0,28
kJ mol! nepovoljniju energiju od najpovolinijeg konformera pronadenog molekulskim
uklapanjem, c) energetski najpovoljniji na¢in vezanja liganda u PTAR bakterije Escherichia
coli pronaden Monte Carlo konformacijskom pretragom konformera koji ima 0,28 kJ mol*
nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg konformera pronadenog molekulskim uklapanjem. Na
slikama b) i c) nukleotidi i aminokiseline ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani

bijelom bojom.
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Konformacija liganda M koja ima 4,3 kJ mol* nepovoljniju energiju od najpovoljnijeg
konformera dobivenog molekulskim uklapanjem (ligand M%*) ima benzenski prsten
semitiokarbazonskog supstituenta smjesten u blizini A2058 1 A2059. Konformacijska sloboda
ovog konformera dodatno ispitana Monte Carlo simulacijama. Rezultati Monte Carlo pretrage
su pokazali kako se laktonski prsten preferirano veze na G745, G748, A752, Lys90, Arg 92 i
U2609. Gvaninski prsten tvori  m—interakcije s A2062, karbonilni kisik amidne veze
semitiokarbazonskog supstituenta tvori vodikovu vezu s amino-skupinom na C6’ pozciji
A2058 (slika 20).

Slika 20. Najpovoljniji oblik vezanja izracunat Monte Carlo simulacijom konformera liganda

M kojem je energija 4,3 kJ mol-1 veca od najpovoljnijeg konformera izracunatog metodom
molekulskog uklapanja a) wvezanje u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli b)
nekovalentne veze s nukleotidlom A2062. Na slici a nukleotidi i aminokiseline ribosoma

bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.
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3.2.6 Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganada u
PTAR-u s dimetiliranim A2058 23S rRNA ili u PTAR-u s

A2058G mutacijom

Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganda A* u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli u kojem je dimetiliran A2058 rezultirala je konformerom koji za
razliku od ulazne konformacije (slika 2la) ne tvori vodikovu vezu izmedu N3’ atoma
purinskog prstena A2058 i hidroksilne skupine na C12 atomu laktonskog prstena liganda A*
(slika 21b). Navedena vodikova veza pritom se produzava s 3,6 A na 4,3 A, a kut se poveéava
sa 147° na 154,9°. Simulacije u PTAR-u ribosoma u kojem je uvedena A2058G supstitucija
dovode do produlienja vodikove veze izmedu purinskog i laktonskog prstena na 4.2 A dok kut
iznosi 151,9° (slika 21c). U sva tri slucaja oCuvana je vodikova veza izmedu hidroksilne
skupine na C13 atomu laktonskog prstena i hidroksilne skupine riboze. Treba primijetiti da se
energija najpovoljnijih konformacija liganda A* u ribosomu kakvog nalazimo kod bakterije
Escherichia coli i energija najpovoljnijeg konformera liganda A* u ribosomu s dimetilirani
nukleotidom A2058 razlikuje za 8,57 kJ mol! (tablica 6). Ova razlika vjerojatno je uvjetovana
uvodenjem hidrofobnih kontakata putem metinih skupina purinskog prstena dimetiliranog
A2058. Izmedu konformera najnize energje dobivenog prilikom simulacije liganda A* u
ribosomu u kojem se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi adenin i konformera kojem se na

navedeno poziciji nalazi gvanin izradunata je razlka od 6,7 kd mol™.

56



a) b) C)

Slika 21. Monte Carlo simulacija liganda A* u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli
a) gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi adenin a kao pocetna struktura je koriSten
konformer najnize energije dobiven metodom molekulskog uklapanja b) gdje se na poziciji
2058 23S rRNA nalazi dimetilirani adenin, a kao pocetna struktura je koriSten konformer
najnize energije dobiven Monte Carlo pretragom liganda A* u PTAR-u c) gdje se na poziciji
2058 23S rRNA nalazi gvanin a kao pocetna struktura je koriSten konformer najnize energije
dobiven Monte Carlo pretragom liganda A* u PTAR-u.
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Tablica 6. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganada A* u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli gdje se na pozciji 2058 nalazi nemetilirani adenin, dimetilirani
adenin ili gvanin. Svi dobiveni konformeri liganada A, A*, A*met i A*mut su poredani s
obzirom na porast energje vezanja izraCunate metodom molekulskog uklapanja. Redni broj
strukture oznaCava polozaj pojedinog konformera u ukupnom poretku. Prikazano je prvih 15
konformera s najnizom energijjom. Energetsku razlka izmedu ribosoma s vezanim ligandom u
odgovarajucoj konformaciji i ribosoma u kojem nije vezan ligand, pri ¢emu su oba energetska

iznosa izracunata Monte Carlo metodom, oznacena je s AAG.

k;i:g:r:;?;a ime liganda” AAG / kd mol™*°

1 A*met -133,97
2 A*met -133,12
3 A*mut -132,1
4 Amet 131,38
S A*mut -130,6
6 A*met -130,34
7 A*met -130

8 A*met -128,3
9 A*met -127,9
10 A*mut 127

11 A*mut -126,2
12 A -125,4
13 A*mut -122,7
14 A -122,5
5 Afmut 121,9

* Svi dobiveni konformeri liganada A, A*met i A*mut su poredani s obzirom na porast energije vezanja
izratunate metodom molekulskog uklapanja. Redni broj strukture oznacava polozaj pojedinog konformera u
ukupnom poretku. Prikazano je prvih 15 konformera s najnizom energijom.

® Znak * oznacava da se ne radi o konformeru koji s obzirom na rezultate molekulskog uklapanja konformacijske
pretrage ima najmanju energiju. Znak met oznacava da je unutar PTAR-a u kojem je provedena Monte Carlo
konformacijska pretraga liganda A2058 23S rRNA dimetiliran, dok znak mut oznafava da je Monte Carlo
konformacijska pretraga liganada provedena u PTAR-u s A2058G supstitucijom. Nazivi liganada su objasnjeni u
tablici 3.

¢ Energetsku razlika izmedu ribosoma s vezanim ligandom u odgovarajuéoj konformaciji i ribosoma u kojem nije
vezan ligand, pri ¢emu su oba energetska iznosa izraCunata Monte Carlo metodom, oznadena je s AAG.
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Cinjenica da se ligand A* najlosije vee u ribosom kakav je dobiven pripremom
kristalne strukture ribosoma iznenaduje i s obzrom na Cinjenicu da takav ribosom ima jednu
vodikovu vezu visSe u odnosu na ostale strukture. Medutim, iako je geometrija ostalih dijelova
kompleksa veoma slicna, male razlke u polozaju atoma mogu rezultirati velkom ukupnom
razikom u energiji ukoliko su navedeni atomi veoma blizu i ukoliko sustav sadrzi mnogo
atoma. Takoder treba uzeti u obzir da je konformer najmanje energije dobiven Monte Carlo
konformacijskom pretragom liganda A* u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli
koriSten kao pocetna konformacija za Monte Carlo pretragu liganda A* u ostalim varijantama
ribosoma. U svrhu usporedbe energije i oblika vezanja bilo bi bolje da je provedena jo$ i
Monte Carlo simulacija liganda A* u ribosomu gdje se na 2058. mijestu nalazi nemetilirani
adenin a gdje je kao pocetna konformacija koriSten isti konformer kao u slicaju simulacije u
ribosomima s metiliranim A2058 ili s A2058G supstitucijom.

Monte Carlo konformacijska pretraga konformera liganda C* rezultirala je
geometrijom vezanja gdje centralni aromatski prsten semitiokarbazonskog supstituenta tvori
n—interakcije s purinskom prstenom A2058, dok terminalni fluiorobenzenski prsten tvori m—
interakcije s G2056 (slika 22a i 23a). Osim toga, duSikovi atomi vezani na tio-Skupinu

semitiokarbazonskog supstituenta donori su vodikove veze s fosfatom A2505.
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G2056

Slika 22. Konformeri najmanje energije dobiveni Monte Carlo simulacijama konformera
liganda C* u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli a) gdje se na poziciji 2058 23S
rRNA nalazi nemetilirani adenin b) gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi dimetilirani
adenin c) gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi gvanin. Nukleotidi i aminokiseline

ribosoma bakterije Escherichia coli su prikazani bijelom bojom.
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Slika 23. Geometrija liganda C* i nukleotida na poziciji 2058 23S rRNA ribosoma bakterije
Escherichia coli dobivena Monte Carlo simulacijama a) gdje se na poziciji 2058 23S rRNA
nalazi nemetilirani adenin b) gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi dimetilirani adenin c)

gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi gvanin.
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Ukoliko je prilikom Monte Carlo pretrage koriSten ligand s istom konformacijom i
ribosom s dimetiliranim A2058 dolazi do velikih pomaka semitiokarbazonskog supstituenta
(slika 24a). Dobiveni strukturni oblici liganda C* ne stvaraju m—interakcije s duSicnim bazama
nukleotida, no dolazi do tvorbe vodikove veze izmedu duSikovog atoma preko kojeg je
terminalni  fluorobenzenski prsten wvezan na semitiokarbazonski supstituent i fosfata
nukleotida A2058 (slika 22b i 23b).
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Slika 24. Geometrija konformera najmanje energije dobivenih Monte Carlo simulacijama
konformera liganda C* u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli a) gdje se na poziciji
2058. 23S rRNA nalazi nemetilirani adenin (plavo i svjetlo plavo) i gdje se na poziciji 2058
23S rRNA nalazi dimetilirani adenin (ruziCasto i crveno) b) gdje se na pozciji 2058 23S
rRNA nalazi nemetilirani adenin i gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi gvanin (zeleno i
zuto) ¢) gdje se na pozciji 2058 23S rRNA nalazi dimetilirani adenin i gdje se na poziciji
2058 23S rRNA nalazi gvanin.
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Monte Carlo konformacijska pretraga u PTAR-u ribosoma s A2058G supstitucijom
rezultirala je konformacijom kod koje je smjeStaj semitiokarbazonskog supstituenta razhcit i u
odnosu na geometriju liganda u ribosomu s nemetiliranim adeninom na poziciji 2058 i u
odnosu na geometriju liganda u ribosomu s dimetiliranim adeninom na poziciji 2058 23S
rRNA (slika 24b i 24c). Konformacija liganda C* u ovoj varjanti ribosoma tvori m—
interakcije  izmedu centralnog benzenskog prstena  semitiokarbazonskog supstituenta i
nukleotida U1782 te U2609 (slika 22c i 23c). Javlja se i vodikova veza izmedu hidroksilne
skupine kladinoze i nukleotida U2506.

Konformacije liganda C* u ribosomu gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi
nemetilirani adenin, dimetilirani adenin ili gvanin, a za koje je Monte Carlo metodom
izradunata najmanja energija nalaze se unutar energetskog okvira od 0.1 kJ mol (tablica 7).
Ovo je veoma mala razlka u energji koja iznenaduje s obzirom na relativno velike
konformacijske promjene. Treba medutim primijetiti kako su tijekom Monte Carlo pretrage
opisane konformacije pronadene samo 6 puta u sluiaju gdje se na pozciji 2058 23S rRNA
nalazi nemetilirani adenin, 3 puta u sluCaju gdje se na poziciji 2058 nalazi metilirani adenin i
2 puta prilikom simulacije liganda u PTAR-u gdje se na poziciji 2058 nalazi gvanin. S
obzirom na relativno malen broj pronalaska konformera s najmanjom energijom simulacije bi

trebalo ponoviti s ve¢im brojem Monte Carlo koraka.
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Tablica 7. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganada C* u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli gdje se na pozciji 2058 nalazi nemetilirani adenin, dimetilirani

adenin ili gvanin.

kgi(:gr'n:);?;a ime liganda® AAG / kJ mol™* @
- c* 137.9
2 C*met -137,8
3 C*mut -137,8
4 C* 1135,8
> c* -135,6
6 C*mut -135,4
! cr -134
8 C*met -133
£ c* -132,9
10 C*met -132,8
L c -131,1
12 Crmut -130,9
= c* -130,8
14 C*met -128,6
= c -128,6

* Svi dobiveni konformeri liganada C, C*, C*met i C*mut su poredani s obzirom na porast energije vezanja
izraCunate metodom molekulskog uklapanja. Redni broj strukture oznacava polozaj pojedinog konformera u
ukupnom poretku. Prikazano je prvih 15 konformera s najnizom energijom.

® Znak * oznadava da se ne radi o konformeru koji s obzirom na rezultate molekulskog uklapanja konformacijske
pretrage ima najmanju energiju. Znak met oznacava da je unutar PTAR-a u kojem je provedena Monte Carlo
konformacijska pretraga liganda A2058 23S rRNA dimetiliran, dok znak mut oznacava da je Monte Carlo
konformacijska pretraga liganada provedena u PTAR-u s A2058G supstitucijom. Nazivi liganada su objas$njeni u

tablici 3.
¢ Energetsku razlika izmedu ribosoma s vezanim ligandom u odgovarajuéoj konformaciji i ribosoma u kojem nije
vezan ligand, pri ¢emu su oba energetska iznosa izracunata Monte Carlo metodom, oznacena je s AAG.

Monte Carlo konformacijskom analizom liganda D* u PTAR ribosoma bakterije
Escherichia coli dobivena je rezultantna struktura prikazana na slici 25a, 25c i 25d. Prikazani
konformer Kkarakterizira stvaranje intramolekulskih 7—interakcija te m—interakcija izmedu
purinskog prstena A2058 i oba aromatska prstena koja nalazimo u sastavu
semitiokarbazonskog supstituenta liganda D*. Provodenjem Monte Carlo analize s istom
pocetnom strukturom u PTAR-u kojem je nukleotid A2058 dimetiliran rezultantni
konformeri upu¢uyju na postojanje  m—interakcija izmedu fluorobenzenskog prstena
semitiokarbazonskog supstituenta i purinskog prstena G2505 (slika 25d i1 25e). Pri viSim se
energijama osim opisane 7—interakcije javljaju i m—interakcije izmedu centralnog benzenskog

prstena semitiokarbazonskog supstituenta i nukleotida A2058 ili A2059 (slika 25b).
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Slika 25. Konformeri dobiveni Monte Carlo simulacijama konformera liganda D* u PTAR-u
ribosoma bakterije Escherichia coli a) konformer najmanje energije gdje se na poziciji 2058
nalazi nemetilirani adenin b) konformer koji ima 0,3 kJ mol! veéu energiju od energije
najpovoljnijeg konformera dobivenog Monte Carlo metodom, a gdje se na poziciji 2058
nalazi metilirani adenin  ¢) nekovalentne interakcije s nukleotidom A2058 kod konformera
najmanje energije gdje se na poziciji 2058 nalazi nemetilirani adenin d) usporedba geometrija
vezanja konformera najmanje energije gdje se na pozciji 2058 nalazi nemetilirani adenin
(plavo i bijelo) i konformera najmanje energije gdje se na poziciji 2058 nalazi metilirani
adenin (crveno i zeleno) e) nekovalentne interakcije s G2505 kod konformera najmanje

energije gdje se na poziciji 2058 23S rRNA nalazi metilirani adenin.
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Energja vezanja izracunata Monte Carlo simulacjama kod kojih je ulazna struktura
konformacija liganda D* upuCuje da se ligand D* jade veze na ribosom ukolikko dolazi do
dimetilacije A2058 23S rRNA (tablica 8). Konformacija liganda D* u PTAR-u ribosoma s
dimetiliranim A2058 koja ima najnizu energiju je za 5,1 kJ mol’ stabilnija nego konformacija

liganda D s najmanjom energijom izracunatu metodom Monte Carlo.

Tablica 8. Rezultati Monte Carlo konformacijske pretrage liganada D* u PTAR-u ribosoma
bakterije Escherichia coli gdje se na pozciji 2058 nalazi nemetilirani adenin, dimetilirani

adenin ili gvanin.

k;i?;'r'r:;?;a ime liganda’ AAG / kJ mol-1°

! D*met 1285
2 D*met -127,7
3 D*met -127,6
4 D*met -126,6
> D*met -125,4
6 D*met -124,3
7 D*met -123,6
8 D*met -123,4
o b -123,4
10 D*met -123,3
11 D*met -123,2
12 D*met -122

13 D*met -121,4
14 D*met -121,3
15 D*met -121,2

* Svi dobiveni konformeri liganada D* i D*met su poredani s obzirom na porast energije vezanja izradunate
metodom molekulskog uklapanja. Redni broj strukture oznacava polozaj pojedinog konformera u ukupnom
Eoretku. Prikazano je prvih 15 konformera s najnizom energijom.

Znak * oznacava da se ne radi o konformeru koji s obzirom na rezultate molekulskog uklapanja konformacijske
pretrage ima najmanju energiju. Znak met oznacava da je unutar PTAR-a u kojem je provedena Monte Carlo
konformacijska pretraga liganda A2058 23S rRNA dimetiliran. Nazivi liganada su obja$njeniu tablici 3.
¢ Energetsku razlika izmedu ribosoma s vezanim ligandom u odgovaraju¢oj konformaciji i ribosoma u kojem nije
vezan ligand, pri ¢emu su oba energetska iznosa izratunata Monte Carlo metodom, oznacena je s AAG.
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4 Rasprava

4.1 Intramolekulske m-interakcije liganda

Monte Carlo simulacije liganada u razli¢itim modelima otapala rezultirali su razli¢itim
iZlaznim strukturama. Osim Sto su dobivene strukture upotrijebljene kako bi se povecala
raznolikost pocetnih konformacija tijekom simulacija molekulskog uklapanja i Monte Carlo
(MC) simulacija vezanja liganda na receptor, konformacije dobivene Monte Carlo
simulacijama u otapalu mogu dati uvid u intramolekulske nekovalentne interakcije koje
postoje kod liganada u otapalu i mogu znacajno utjecati na termodinamiku vezanja na
receptor. U sklopu ovog istrazivanja posebno je bilo bitno razmotriti dolazi i do stvaranja m—
interakcija  izmedu centralnog benzenskog prstena 1 terminalnog aromatskog prstena
semitiokarbazonskog supstituenta. Naime, ukoliko ligandi tvore intramolekulske n—interakcije
izmedu navedenih dijelova liganada, tada je otezano stvaranje interakcija naslagivanja s
aromatskim skupinama koje nalazimo u PTAR-u ribosoma bakterije Escherichia coli.
Izuzetak od ovog pravila je ligand D koji unato¢ tome §to tvori intramolekulske interakcije
tvori i m—interakcije s purinskim prstenom A2058 23S rRNA.

Tijekom Monte Carlo konformacijske pretrage liganada u otapalu intramolekulske n—
interakcije su pronadene kod liganada A, C, D, M, P i R, dok su tijekom simulacija liganada u
kompleksu s ribosomom intramolekulske m—interakcije primijecene kod liganada A, D i M.
Ligandi A i D prilkom konformacijske pretrage u otapalu, intramolekulske n—interakcije
stvaraju kod konformacija s viSom energjom, dok kod liganda M intramolekulske n—
interakcije nalazimo kod konformera nizih energija. Navedene interakcije kod liganada A i D
nisu pronadene molekulskim uklapanjem, dok kod liganda M jesu, vjerojatno zbog toga §to su
se pokazale izuzetno stabine. Medutim, treba primjetiti da ligandi C, P 1 R ne tvore
intramolekulske m—interakcije usprkos tome S§to ih nalazimo kod konformera pronadenih

Monte Carlo pretragom liganada u otopini.
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4.2 Utjecaj funkcionalnih skupina ribosoma na

vezanje liganada

Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili su da se molekule s veoma malom razlikom u
strukturi mogu znacajno razlikovati s obzirom na nacin 1 mjesto vezanja. Najbolji primjer za
ovo su ligandi C 1 D koji se medusobno razlikuju samo u polozaju fluora na terminalnom
fluorobenzenskom prstenu semitiokarbazonskog supstituenta, no posjeduju razli¢itu energiju
vezanja, tvore razli¢ite interakcije 1 samim time posjedyu razliciti nhibitorni ucinak.

Najfleksibilniji  strukturni  dio liganada je semitiokarbazonski supstituent koji se
izmedu razli¢itih liganada primarno razlikuje s obzirom na terminalni aromatski prsten.
Ligandi koji na tom prstenu nemaju ili imaju malo hidrofilnin grupa su ligandi A i E. Oba
liganda s nukleotidima ribosoma tvore m—interakcije naslagivanja i popunjavaju hidrofobne
Supliine koje su daleko od mjesta gdje je smjeSten laktonski prsten. Ligandi C i D na
terminalnom benzenskom prstenu imaju fluor u orto, odnosno para polozaju, no niti u jednoj
konformaciji nije pronadena halogenska veza. Unato¢ ocekivanju, ligandi koji kao terminalne
skupine semitiokarbazonskog supstituenta imaju dusicne baze ne tvore Watson Crickove
parove baza, ali tvore m—interakcije koje su nerijetko usmjerene vodikovim vezama.
Uklanjanje  kladinoze iz laktonskog prstena je kod liganda G rezultiralo relativno
nespecificnim  vezanjem. lako zamjena kladinoze s karboninim kisikkom poboljSava
inhibitorni u€inak ketolida, uklanjanje kladinoze onemogucuje nastanak mnogih hidrofobnih
interakcija i vodikovih veza koje Kkladinoza ostalih liganada tvori nukleotidima i

aminokiselinama u PTAR-u.
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4.3 Vezanje liganada u najuzem dijelu izlaznog kanala
PTAR-a

Nukleotidi U790, U2441 1 C2443 te aminokiseline Lys63 i1 Gly 64 tvore najuzi dio
izlaznog kanala PTAR-a. Vezanje azitromicina u ovom dijelu ribosoma opisano je za
kristalnu strukturu ribosoma bakterije Deinococcus radiodurans (Schlunzen i sur. 2003).
Medutim, eksperimentalni dokazi pokazali su kako je ovaj oblik vezanja vjerojatno prisutan
samo u kristala te da ukoliko dolazi do ovakvog oblika vezanja u fizioloSkim uvjetima da se
radi o Deinococcus radiodurans specifiécnom fenomenu. Medutim, iako kristalizacijski uvjeti
nisu vjerodostojni model za opis veznih mjesta antibiotika, ova alternativna vezna mjesta koja
se javljaju pri niZim energjama sustava mogu upucivati na potencijalne oblike vezanja koja
mozemo ocekivati za razne strukturne oblike novih antibiotika.

U sklopu ovog istrazivanja na opisani dio izlaznog kanala se vezu ligandi B, C, D, P i
R. Vezanje liganda B je bitno razli¢ito od vezanja azitromicina i ostalih liganada s obzirom na
to da samo semitiokarbazonski supstituent liganda B ulazi u kanal. Energija karakteristina za
ovaj oblik wvezanja je relativno visoka i ligand B stoga nije optimalni strukturni oblik
antibiotika. Konformeri liganda C odlikuju se niskom energijjom vezanja $to ih ¢ini dobrim
potencijalnim inhibitorom translacije. Vezanje liganda C na ovaj tio PTAR-a usmjereno je
vodikovim vezama, dok u vezanju liganda D primarno sudjeluju hidrofobne interakcije
laktonskog prstena. Ligandi P i R ne tvore bliske interakcije s nukleotidima i aminokiselinama
u kanalu Sto se moze vidjeti i iz energije vezanja.

Svi navedeni ligandi imaju identicnu strukturu makrolaktonskog prstena 1 razlkuju se
samo u gradi terminalnog diela semitiokarbazonskog supstituenta. Unato¢ razlikama
terminalne aromatske skupine liganada C, D, P i R su relativno male ukoliko ih usporedimo s
purinskim prstenom liganda M. Ligandi P i R imaju mnogo polarnih skupina dok ligandi C i
D na aromatski prsten imaju vezan atom elementa s najve¢om elektronegativnoséu u
periodnom sustavu. Ovo su obiljezja zbog kojih se navedeni aromatski prstenovi rijetko
nalaze u uskim hidrofobnim Supljinama koje nalazimo u ribosomu, ve¢ preferirano tvore m—
interakcije u onim dijelovima ribosoma gdje ne nalazimo mnogo sterickih smetnji. Takva
mjesta nalaze se pretezito oko dijela PTAR-a gdje se dokazano vezu eritromicin i azitromicin.
Zbog toga se ligandi koji na terminalnom aromatskom prstenu imaju polarne grupe

preferirano vezu laktonskim prstenom u nauzi dio izlaznog kanala PTAR-a.
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4.4 Utjecaj metilacije nukleotida A2058 23S rRNA i
A2058G supstitucije na vezanje liganada A i1 C

Varijabilnost nukleotida na poziciji 2058 23S rRNA primarni je uzrok selektivnosti
djelovanja makrolidnih antibiotika kao S$to su azitromicin i eritromicin, no metilacija adenina
koji se na ovoj poziciji nalazi kod patogenih bakterijskih sojeva divijeg tipa dovodi do razvoja
rezistencije na klinicki uobiCajene makrolidne antibiotike. Idealni antibiotik bi se stoga trebao
velikim afinitetom vezati i u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli koja na poziciji 2058
ima nemetilirani i u PTAR bakterije koja na navedenoj poziciji ima metilirani adenin. Vezanje
liganda u PTAR ribosoma kod kojeg se na pozciji 2058 pozeljno je ukoliko se antibiotikom
tretiraju  sojevi bakterija koji kao rezistencijski mehanizam uvode A2058G mutaciju, no
istovremeno je ovo problem zbog toga Sto se na ekvivalentnoj poziciji humanih ribosoma
takoder nalazi gvann. Iako su PTAR-ovi humanih i bakterijskih ribosoma shcni u gradi,
kumulativni  zbroj malih energetskih razlika moze wuzrokovati veliku razlku u afinitetu
vezanja i stoga bi bilo pozelino za ligande simulirane u bakterijskom PTAR-u napraviti i
simulacije vezanja u PTAR-u humanih ribosoma.

Simulacije liganada A, C i D u ribosomu bakterije Escherichia coli s dimetiliranim
adeninom na poziciji 2058 ili s uvedenom A2058G supstitucijom pokazali su kako navedena
promjena moze uzrokovati strukturne promjene Sto mozemo vidjeti na primjeru liganada A i
C. Vezanje liganda A na nukleotid A2058 postize se vodikovim vezama, a vezanje na ribozu
navedenog nukleotida ocuvano je u sva tri modela ribosoma. lako priikom metilacije i
supstitucije  A2058 dolazi do prekida vodikove veze izmedu duSicne baze nukleotida i
laktoznog prstena, energija kompleksa liganda A u ribosomu s metiliranim ili supstituiranim
A2058 (stavite ovdje iznos energije) je manja nego energija kompleksa liganda A i ribosoma s
nemetiliranim adeninom na poziciji 2058 (stavite ovdje iznos energije). Medutim, velik
afinitet vezanja liganda A u PTAR ribosoma s A2058G mutacijom ozna¢ava da bi ovaj ligand

potencijalno mogao inhibirati translaciju u eukariotskim ribosomima.
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Ligand C s nukleotidlom A2058 tvori m—interakcije koje se gube prilikom metilacije
navedenog nukleotida te dolazi do tvorbe vodikovih veza izmedu dusika semitiokarbazonskog
supstituenta i A2058. Prilkom supstitucijie A2058G ligand C tvor m—interakcije s dusi¢nim
bazama U1782 1 U2609. Ovi nukleotidni ostaci su evolucijsko ocuvani te ih nalazimo 1 u
ribosomima bakterije Escherichia coli i u PTAR-u humanih ribosoma. Ovaj tip
nekovalentnog vezanja nije specifican samo za patogene bakterije, Sto skupa s ¢mjenicom da
se energetski najpovoljniji konformeri liganda C u sve tri varijante ribosoma nalaze unutar
energetskog okvira od 0,1 kJ mol™, &ini ligand C lo§im potencijalnim antibiotikom.

Ligand D se u PTAR ribosoma bakterije Escherichia coli veze putem
makrolaktonskog prstena, ali i semitiokarbazonskog supstituenta. Makrolaktonski prsten se
pritom veze u najuzi dio izlaznog kanala PTAR-a gdje stvara hidrofobne interakcije s okolnim
nukleotidima i aminokiselinama. Centralni benzenski i terminalni fluorobenzenski prstenovi
semitiokarbazonskog supstituenta tvore intramolekulske m—interakcije s purinskim prstenom
A2058. Ukolko se ovaj nukleotid metilira terminalni fluorobenzenski prsten tvori m—
interakcije s nukleotidom G2505, a pri viSim energijama i S nukleotidima A2058 ili A2059.
Pored toga, razlka u potencijalnoj energiji izmedu najstabilnije konformacije liganda D u
ribosomu s nemetiliranim A2058 i u ribosomu s metiliranin A2058 iznosi 5,1 kJ/mol. S
obzirom na potencijalnu energiju i ocuvanost vezanja na A2058 i nakon Sto je spomenuti
nukleotid metiliran ligand D najbolji je potencijaini kandidat za razvoj novih antibiotika
neosjetljivih  djelovanje metiltranferaza Erm. Medutim, treba imati na umu da u ovom
istrazivanju nije istrazena geometrija liganda D u ribosomu u kojem se na poziciji 2058.
nalazi gvanin umjesto adenina. Takoder bi bilo pozelino ispitati vezanje liganda D u
eukariotski ribosom kako bi se utvrdila specificnost djelovanja liganda D u mhibiranju

translacije kod prokariotskih organizama.
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4.5 Prijedlozi za daljnja istrazivanja

Simulacije vezanja strukturnih derivata azitromicina u PTAR bakterije Escherichia
coli daju uvid u konformacijsku raznolikost i oblike nekovalentnog vezanja liganada u
ribosom bakterija divljeg tipa i ribosom bakterija kod kojin su nukleotidi promijenjeni na taj
na¢in da omoguéuju rezstenciju patogenih sojeva prokariota na makrolide. Ligandi koriSteni
u ovom istrazivanju su kompleksne grade i1 posjeduju velik broj torzijskih kuteva. Primije¢ena
je velika raznolikost izlaznih konformacija dobivenih molekulskim uklapanjem §to, skupa sa
zapazanjem da rezultantni konformeri Monte Carlo analize veoma ovise o pocetnoj strukturi,
sugerira da bi u budu¢im istrazivanjima bilo pozeljno izlazne konformere dobivene metodom
molekulskog uklapanja grupirati s obzirom na RMSD i potom predstavnike grupa Koristiti kao
pocetne strukture za Monte Carlo analizu. Kao §to je ve¢ napomenuto sve ligande koji su
koriSteni u tijeku ovog istrazivanja bilo bi pozeljno simulirati u PTAR-u humanog
citoplazmatskog i mitohondrijskog ribosoma.

Fleksibinost ~ semitiokarbazonskog  supstituenta =~ omogucuje  stvaranje  mnogi
nekovalentnih interakcija koje ligand ne bi mogao tvoriti da supstituent ima manju
konformacijsku slobodu. Medutim, velika fleksibinost kao posliedicu ima 1 relativno
neselektivno vezanje. Manji supstituenti na atomu N210 koji imaju donorsko-akceptorski
potencijal mogli bi se selektivnije vezati u PTAR ribosoma (slika 26a). Terminalni aromatski
prstenovi istrazivanih liganada imali su pretezito hidrofine ili pretezito hidrofobne grupe.
Mnoge regije PTAR-a imaju potencijal i za stvaranje hidrofobnih interakcija i vodikovih veza
te bi terminalni aromatski prstenovi budu¢ih liganada mogli vezati i hidrofobne i hidrofilne
skupine (slika 26b). Zamjena terminalnog aromatskog prstena semitiokarbazonskog
supstituenta s fleksibilnijim glukoznim prstenom moglo bi rezultirati ja¢im vezanjem izmedu
PTAR-a i liganda (slika 26c). | za kraj, iako su ligandi s terminalnim fluorobenzenskim
prstenom  rezultirali  najpoZelinjim  oblkom vezanja liganda u PTAR, uvodenje
polarizabilnijih halogenih atoma kao $to su klor (slika 26 d) ili jod (slika 26 e) moglo bi

dovesti do efikasnijih oblika vezanja.
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Slika 26. Prijedlog novih strukturnin varijanti azitromicinskih derivata za buduca istraZivanja

vezanja liganada u PTAR bakterije Escherichia coli.
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5 Zakljucak

Istrazivanje vezanja strukturnth derivata aztromicma u PTAR ribosoma bakterije
Escherichia coli pokazalo je kako mnogi ligandi koji sadrze bar dva aromatska prstena mogu
tvoriti m—interakcije, kako u raznim modelima otapala, tako i unutar PTAR-a. Ukoliko ligand
tvori intramolekulske m—interakcije u PTAR-u ribosoma, u pravilu je otezano stvaranje m—
interakcija izmedu duSicnih baza rRNA i aromatskih skupina liganada. Iznimka od ovog
pravila je ligand D koji unato¢ tome S§to tvori intramolekulske n—interakcije izmedu
centralnog benzenskog i terminalnog fluorobenzenskog prstena  semitiokarbazonskog
supstituenta, n—interakcije tvori i s purinskim prstenom nukleotida A2058 23S rRNA. Uslijed
dimetilacije nukleotida A2058 fluorobenzenski prsten stvara n—interakcije s G2505, a rjede i s
dimetiliranim A2058 ili A2059.

Laktonski prsten liganda D smjesten je u neposrednoj blizini najuzeg dijela izlaznog
kanala PTAR-a te tvori hidrofobne interakcije s aminokiselinama Lys 90, Lys 91 i Arg 92, te
nukleotidom A751. Slcan naCin vezanja pronaden je i rentgenskog strukturnom analizom
kristala ribosoma bakterije Deinococcus radiodurans kojem je u PTAR-u vezan azitromicin.
S obzirom na to da kompleks liganda D u PTAR-u s dimetiliranin A2058 ima nizu energiju
vezanja nego ligand D vezan u PTAR s A2058 koji nije metiliran, te s obzirom na to da se
laktonski prsten liganda D zatvara najuzi dio izlaznog kanala PTAR-a, racunalni rezultati
ukazuju na ligand D kao ligand s najve¢im potencijalom za antimikrobna svojstva od svih

liganada cCije je vezanje istraZzeno u sklopu ovog diplomskog rada.
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7 Dodatak

Slika 27. Konformeri najnize energje liganda A dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) medju dielektricne konstante 81 c)
implicitnom modelu oktanola d) implicitnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane
iscrtkanom crvenom linijom.

80



Slika 28. Konformeri najnize energije liganda B dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) mediju dielektricne konstante 81 c)

implicitnom modelu oktanola d) implictnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane
iscrtkanom crvenom linijom.
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a)

c)

e)

g)

Slika 29. Konformeri najnize energije dobiveni Monte Carlo konformacijskom pretragom u a)
liganda C u mediju dielektricne konstante 4 b) liganda D u mediju dielektricne konstante 4 c)
liganda C umediju dielektricne konstante 81 d) liganda D u mediju dielektricne konstante 81
e) liganda C u implicitnom modelu oktanola f) liganda D u implicitnom modelu oktanola g)
liganda C u implicitnom modelu vode h) liganda D u implicitnom modelu vode. Vodikove
veze su prikazane iscrtkanom crvenom linijom.
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Slika 30. Konformeri najnize energje liganda E dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) medju dielektriéne konstante 81 c)
implicitnom modelu oktanola d) implicitnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane
iscrtkanom crvenom linijom.
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Slika 31. Konformeri najnize energje liganda F dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) mediju dielektricne konstante 81 c)

implicitnom modelu oktanola d) implictnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane
iscrtkanom crvenom linijom.
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Slika 32. Konformeri najnize energje liganda G dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) mediju dielektricne konstante 81 c¢)
implicitnom modelu oktanola d) implicitnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane

iscrtkanom crvenom linijom.
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Slika 33. Konformeri najnize energije liganda M dobiveni Monte Carlo konformacijskom
pretragom u a) mediju dielektricne konstante 4 b) mediju dielektricne konstante 81 c)
implicitnom modelu oktanola d) implictnom modelu vode. Vodikove veze su prikazane

iscrtkanom crvenom linijom.
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0)

Slika 34. Konformeri najnize energije dobiveni Monte Carlo konformacijskom pretragom u a)
liganda P u medijju dielektricne konstante 4 b) liganda R u mediju dielektricne konstante 4 c)
liganda P u mediju dielektricne konstante 81 d) liganda R u mediju dielektricne konstante 81
e) liganda P u implicitnom modelu oktanola f) liganda R u implicithom modelu oktanola g)
liganda P u implicitnom modelu vode h) liganda R u implicitnom modelu vode. Vodikove

veze su prikazane iscrtkanom crvenom linijom.
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