Konformacijska pretraga strukturnih derivata
azitromicina i njihovo molekulsko uklapanje u pep
transferazni centar velike podjedinice ribosoma
bakterije Escherichia coli

"kevin, Sonja

Master's thesis / Diplomski rad

2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademsWnivesgity afi stupar
Zagreb, Faculty of Science / Sveu iliate u Zagrebu, Prirodoslovno-matemati ki fakultet

Permanent link / Trajna pbhmMpsfucmnsk.hr/urn:nbn:hr:217:085885

Rights / Prikveapyright

Download date / Datum pre2022209;25

t\\-»\ STE U Z4 [
&P %
& (&2

-

Repository / Repozitorij:

o

= &

g B . . . ,

Z;—; i.."‘: Repository of Faculty of Science - University of
(@) S

) > Zagreb
% ol

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:085885
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:8404
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:8404
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:8404

PrirodoslovhnePDWHPDWLPNL IDNXOWHW
6YHXpLOLAWH X =DJUHEX

%LRORaANL RGVMHN

6RQMD aNHYLQ
'RQIRUPDFLMVND SUHWUDJD VWUXN\
QMLKRYR PROHNXOVNR XDOQWDIHLPYGIL
YHOLNH SRGMHGLQLPAHFKHERVRPD [

Diplomski rad

Zagreb, 2020.



Ovaj rad je izDgn na Zavodu za fizikalnu kemiju PrirodoslovfFobD WHPDWLPpNRJ IDNXO
6YHXpLOLaAWD X =DJUHEX SRG YRGVWYRP L]Y SURI G

5DG MH SUHGDQ QD RFMHQX %LRPRWNRBP W GHNVRHINDD IS X OW
6YHXpLOLAWD X ==éanhuvhiaxXmagdifiré mokidird biologije.



Zahvale
Owvu priliku koristim da bih se zahvalila svom mentoru, izv. prof. dr. sc. Branimiru

%HUWRAEL QD VYRP VWUSOMHQMXYPRMHN RMMWHL P B RQIDX PHR H=L
mojoj obitelji koji miniNDG QLVX UHNOL GD QH&A&WR QLMH PRJXUH P
SRGU&GNX FLMHOR RYR YULMHPH %H] QMLK XVNODYyLYDQM
PRJXUH -HGQR YHOLNR KYDOD LGH NROHJLFL 1LQL YyYRUDN N
podijeOL LVNXVWYR VD VYRJ LVWUDALYDQMD WH VYLP RVWL
OMHSALP LVNXVWYRP



TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

6YHXpu zalg@bviH
PrirodoslovnePDWHPDWLpPNL IDNXOWHW
%LRORANL RGVMHN

Diplomski rad

Konformacijska pretraga strukt urnih derivata azitromicina i njihovo molekulsko
uklapanje u peptidil transferazni centar velike podjedinice ribosoma bakterije

Escherichie coli

621-% 4.(9,1
Roosveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

ODNUROLGQL DQWLELRWL RledéseXL URG RYIDVE YOSRHW U MWERL] |
Tijiekom QMLKRYH GXJRJRGLAQMH XSRWUHEH X PHGLFLQL L YH
&LOM RYRJ GLSORPVNRJ UD @d3etsiluRurMiderivaysl dAnramidiia o H] D Q M
regiju PTAR ribosoma bakterijgschericha coli metodom molekulskog uklapanja. Prvi korak
ELR MH SUHWUDALWL NRQIRUPDFLMWdhte £arkR X W R B U\L & B/NHROIM (
PHWLUL UD]OL p L \NdjzaBtRoeHiiDkonfBrineBNSDLCE W H © R pUAUIQIER
X UDpPpXQLPD PROHNXOMHNRPTARN@RSiBQAM ibossma5DpXQLPD
PROHNXOVNRJ XNOD&MmtE Bvih depet Ddari®) IaWezkhi¢ u vezno mjesto
PTAR bakterijskog ribosoma. S obzirom da se rezistencija na makrolide temdilnetilaciji
$ LOL $ *'VXSVWLWXFLML SURQDYHQ MH OLJDQG V QDN
EDNWHULMD UH]JLVWHQWQLK QD PDNUR Qdijskithajpdr@nifyRJ OLJD
QDPLQD YH]DQMD QH eRVAROBRSRXMB LID WHIUBRAWIDMVD UDpPpXQEL
XNODSDQMD |]D VYLK GHVHW OLJdD QQ &b KXINNDADK D MH VUMD K DG
X YHIQRP PMHVWX 3UHGORAHQD VX WUL QRYD OL-JPQGD NI
interakcija u veznm mjesu PTAR ribosoma bakterijeEscherichia coi WUHEDR ELWL N
LIUDAHQLML

(62 stranice, 2slika, 14 tablia, 23 literaturna navoda, jezik izvornikarvatski

5DG MH SRKUDQMHQ X 6UHGLAQ@MR ROIRAANARRE R M HNQ Nd DAXICHL
Zagreb

KIMXpQH ULMHpPL PDNUROLGL UDpPpXQDOVMre EXIRORJIJLMD NRQ
molekulsko uklapanje

Mentor: ,]JY SURI GU VF %UDQLPLU %YHUWRAD

Ocjenitelii ,]Y SURI GU VF ,YDQD ,YDQbpLi %DuH
,]Y SURI GU VF %UDQLPLU %HUWRAD
lzv. prof. GU VF ODUWLQD AHUXJD OXVLIi

5D G SULROO2.262Q



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology
Graduation thesis

Conformational search of azithromycin structural derivatives and their docking into

peptidyl-transferase center ofEscherichia colilarge ribosomal subunit

621-% 4.(9,1
Roosveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Macrolides are widely usedntibioticssince 1950s. Their extensive use in medicine
and veterinary medicine has led to the development of resistance. Goal of thiss thesisly
binding of ten structural derivatives of azitromycin to PTARgion of Escherichia coli
ribosomeusing computationainethods, primarilydocking. First step was to conduct Monte
Carlo conformational seareh of all ten ligands using four different solvent modelsThe
representativeonformers were used as input structures for docktndyof their bindinginto
bacterial PTARBInding affinities of all ten ligand into E. coliPTAR were obtainedLigand
thatdoes not interact with A2058 within its five best binding moaas identified. That ligand
is considereds the one witthe greatespotentialof effectiveness against macrolide resistant
bacteriasince Ilacterial resistance to macrolides is based on A2058 kiyagbn or A2058G
substitution Analysis ofthe results obtained bgocking pointed to WKH LPSRUMEDQFH R
interactionsfor ligand stabilisationwithin bacterial PTAR Three ligands withenhanced
S RW H Q W@idetactiéns wiin Escherichia colPTAR areproposedoroposal for further
research.

(62 pages, 2figures, 14 tables, 23 references, original in: Croatian)

Thesis deposited in the Central Biological Library, Faculty of ScieaBepartment od Biology,
ODUXOLUHY WUJ =DJUHE

Keywords: macrolides, computational biology, Monte Carlo conformational search, molecular
docking

Supervisor: Dr. sc. Branimir BertéddD $VVRFLDWH SURIHVVRU

Reviewers: 'U VF ,YDQD ,YDQpLU %DUH $VVRFLDWH 3URIHVVRI
‘U VF %UDQLPLU %HUWRAD $VVRFLDWH 3URIHVVRI
‘U VF ODUWLQD &aHUXJD O0XVLUO $VVRFLDWH 3URIHV

Thesis accepte@®0.04.2020.



6DGUADM

R0 Ao o PO P PP PPPPTPPPPPPPPPIS 9
11)XQNFLMD L JUDWD.ULERVRRPD......cccooiiiiii i, 9.
1.2 Makrolidni @ntiDIOtiCl...........eeeiiiiiiiie e 10

1.2.3Rezistencija na makrolidne antibiotike................ccoooiiiieeeiii e 13

5DpXQDOQH PHWRGH.X.ELRLLJLEL. oo, 13
1.3.1 Metode koje se temelje na polju Sila............ccevviiiiieemiiiiii e 14
(RS I @ o] 110 1= Lo - PP PP PP PP P PP 14
1.3.3 Monte Carlo konformacijska pretraga.............ccccuvvrvmimmmiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 15
1.3.4 Molekulsko UKIapaN]e.........ccoiiiiii e 15

&LOMHYL LVW.UDALY.DQMD.....cooooiiiiiieee et 16

2. Materjali | MELOAE......coie e e 17
2.1 Konformacijska pretragas..............ciiiei i e e ceeeiciiee et eeeera e e e e e e e e 17
2.2 Klasteriranje i probir liganada.................oiiiiiieeeeiice e 19
2.3 MOIeKUISKO UKIQPANE. .......uueeiiiiiee et eeer e e 19

B REZUIALI. ...ttt eenr e e a e e 20
3.1 Konformacijska pretraga liganada..........cccoooeeieiiiieeciiiiiiec e eeeeeeeeeee e 20
3.2 MoleKulsko UKIQPaN|E........ccoooiieiiiceeeeeeee e e 24

T ] (U | = PR TTRPPPPPP 31
4.1 Monte Carlo konformacijska pretraga................eeeeeeeieeeivviniiiiiieiieeeeeeeeeseeeeeeeeees 31
4.2 MOIEKUISKO UKIBPANJE. .....eeiiiiiiiiiiiiiie e 35

4.2.1 Intramolekulske interakcije u veznom mMjestU..............eeeereeiieemievvrnreeeeeeeeeee 35
4.2.2 Intermolekulske interakcije u veznom mjestU..............eveveeeiieemivvvrneneeeeeeeeee 36
SULMHGORJ ]D GDQOMQMD. LV.WUDALY.D.QMD.......... 37

=D N QME DD N ettt reeee e 39

I o o] S [ (=T = L (U = PP 40

T DOOALAK. ..o e et ——— e 42



IDMSRYROMQLML NRQIRUPHUL SURQDYHQL ORQWH &DL

MOdEla OtAPALA.........eeeeiiiie s eee e e e e e e —————— e aeaaraaa—— 42

(QHUJLMH YH]IDQMD LQWUDPROHNXOVNH L LQWHUPROH]I
GRELYHQL UDpPpXQLPD PRQHNXQV.NRJ.XNODSDQMD52



Popis kratica:

MRNA JODVQLpPpND ULERQXN @nedsanyeNribohclgi¢iagid Q D |

tRNA transportna ribonukleinska kiselina (etrgunsfer ribonucleic acip

rRNA ribosomska ribonukleinska kiselina (emdposome ribonucleic acid

PTC peptidittransferazni centar (engeptidittransferase centgr

PTAR regja povezana s peptieitansferazom (engneptidyl transferaseassociated
region)

PRCG algoritamkonjugiranh gradijerata po Polaku i Ribiéreu (endrolak-Ribiére

conjugate gradient
TNCG Newtonova metoda konjugiranog gradijenta (enguncatedNewton

conjugategradien)

MCMM Monte Carloalgoritam (engMonte Carlo multipleminimg)
RMSD korijen kvadrata srednje vrijednosti odstupanja (erapt mean square
deviation

IDSRPHQD QXPHUDFLMD QXNOHRWLGD L DPLQRNLVHOLQD
koristi za opis biopolimera bakterifescherichia coli osim ako je napomenuto da se radi o
drugoj vrsti. Vodikove veze su na slikama prikazgsiavom isprekidanomlinijom, a

hidrofobnei &diterakcijesivomisprekidanominijom.



1. Uvod:

1.1))XQNFLMD L JUDYyD ULERVRPD
Ribosom je velikinukleoproteinski kom@HNYVY NRML X VYLP aLYLP ELUOL

translacije proteina prema kalupoRNA. Prokariotski ribosom sastogie od male (30S) i
velike (50S) podjedinice. Mala podjedinica sastoji se od 16S RNA i 21 proteinskog lanca, a
velika od 23S 5S rRNA i 34 proteinsa lanaca. ( XNDULRWVNL ULERVRP QH&AWR
razlikuje se u proteinskom sastavu i setai rRNA. Malapodjedinica eukariotskog ribosoma
sastoji se od 18S rRNAoko 30 proteina, a velika podjedinica sastoji se od 28S, 5.8S i 5S
rRNA te oko 45 protiéa. SBURWHLQL NRML VXGMHOXMX X% WRIGAUENHQLP |I
I odvajaju od ribosomaa vrijemetranslacijepa proteinski sastav ribosoma nije konstantan
(Cooper i Hausman, 20QRibonukleinski dio ribosom LPD XORJX X RGUAaADYDQMX °
X SR]LFLRQLUDQMX W51% QD P51%$ L NDWDOLWLpPNRM DNWL
uloga proteinskog dijela ribosoma fiermiranje istabilizacip jezge ribosoma istovremeno
G R]Y R O Mkbnfobmacfjskepromjeneu rRNA potrebne za efikasnodvijanje sinteze
proteina. Svaki ribosom u velikoj podjedinici ima jedno vezno mjesto za mRiNA/ézna
mjesta za tRNAmjestoA (eng.aminoacyitRNAsite), mjestoP (eng.peptidyHRNASite) i
mjestoE (eng.exit sitd. SIQWH]D SURWHLQD ]DSRpPpLQMH SRJLFLRQLUDQ
na AUG kodors S R P RahikeDalgarnwe signalnesekvence na mRNAS kodonomAUG
na mRNA sparuje seantikodon naRNA za koju je vezaformilmetionin (fMettRNA™®Y), te
se podjedinica30Sspaja s podjedinico0S W D N R Wi¥ifadidilkkampleks70S(Nelson
i Cox, 2008) Jednom ®GD MH VLQWH]D SURWHLQ ha]dd&aiefsBi® D QRY|
proteinski lanacX pHWLUL JO(D Ye@abjeNHNA D Mjpstd, (i) formiranje peptidne
veze, (iii) pomicanje velike jedinice ribosomia(iv) pomicanje male podjedinice ribosoma
(Alberts et al., 2008)

Peptidna veza formira se u peptitthnsferaznom centru (PTQd eng. peptidyt
transferase cent@50S podijedinice ribosom®&lika 1) 3RGUXpMH 6 SRGMHGLQLF
NRMH REXKYDUD NDWDOLWLPpNX MH]JJUX L XOD] peftifid@ D]QL W X
transferaseassociated region Integritet PTARD M H iNZ2a BitkdzD proteina, a time i za
SUHALYOMDYD.QWBHDRULI@Q GIRPURP PHWRP QHNROLNR YUVW
makrolidi, linkozamidi i kloramfeniko{Harms et al., 2003)

Funkcija PTCa je precizno pozicionirati univerzalne krajeve peptidil tRé&kvence

CCAiaminoacitRNAUPTG X WDNR @aWR RVWYDUXMH NOMXpQH LQWHU
23S rRNA nukleotida. Spivanje C74 i C7%a peptidil tRNA s G2253 | G2258a P-petlji
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23S rRNA, te interakcije A76& A2450i C2501 fiksiraju donorski supstrat. Sparivanje C75
aminoacittRNA s G2553 iz 23S rRNA te interakcije AB&J2506i * 6 U51% GUAaH
akceptor na mjestll kristalnoj struktur50S podijedinice ribosontdaloarculamarismortuis
vezanim supstratima, konzerviranikleotid A245Ina 6 U51$ Q DeM-adihcskupini
amincad-W51% 'X&aLN QdPu adehiné R'Midroksiha skupinanaribozi nalaze se

unutar 4A, odnosnainutarudaljenostiX NRMRM MH P Rid&kiove wex¢od D-ahind M H
skupineaminoactRNA aWR pLQL $ Q Dvdiaviikdin R ka2IkapEptidvid. \reze.
Njegovo pozicioniranje u PTXX SRVWLIJQXWRGIHNRYHRRPHN¥D X NRMH VX
visoko konzervirani nukleotidi 23S rRNA G2447, A2450 i G2061. Nekonvencionalni parovi
baza A2453C2499 i A2456C2063 locirani su u blizini A2451a bog njihovog gotovo
neutralnog Ka potencijalno imaju ulogu avisnosti peptiditransferazne reakcije o ptd U

prvom koraku peptidilWW U D Q V I H U D ] NtHz"Uhéd BiNrfeadiliRNA. je deprotonirana
najvjerojatnije molekulom vode, i nastajgukleofilna NH. skupima koja nukleofilno napada
karbonilnu skupinu peptidiiRNA. Prijelaznotetraedarsketanje raspada geelaskonprotona

NH2 skupinena kisikizlazne tRNAi dobiva se krajnji produkt: deacetilirana tRNA u P mjestu

i peptidi-tRNA dulja za jednu amino kiselinuA mjestu (Polacek Mankin, 2005)
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Slika 1. Peptidittransferazno mjesto prokariotskog ribosoma. Slika preuzd®alacek and Mankin,
2005

1.2 Makrolidni antibiotici
Makrolidi su prirodni poliketidni sekundarni metaboliti aktinomicetskih viostikterija
Sastoje se od 1415 ii16-pODQRJ ODSNWRGHWOOQDRMRML MH QDMpH&UH VXS
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LOL DPLQRArdibidtsktudreovanje makrolida temelji se na vezanju za 50S podjedinicu
EDNWHULMVNRJ ULERVRPD awWR VSUMHPDYD WUDQVODFLNM
bakterijske vrste te velkiBLQLWHW PDNUROLGD |]D EDNWHOLMVUNRNULEFR
spektar djelovay 2G RWNULUD SUYRJ PDKBUKR Q) GI52. Hodin URPLFL
sintetizirano je mnogo derivata koji imaju bolEiL R U D V S R@lflrioktY fRrinakokinetiku.

Makrolidi su prvenstvenodjelotvorni protiv Grarpozitivnih bakterijapoput stafilokoka,

streptokokai diplokoka IPDMX RJUDQLpPHQX GMH OéystivhiR DaRiijasli SURW LY
svejedno sekoriste u IMHPpHQMX LQIHNFLMD X]NdsSdrRay goQadirkoeB,D NW H U
Haemophilus influenzae, Bordetella pertussBUOR VX X [pto@/Nriazviih Wiista
mikoplazmi. Zbog niskog afiniteta vezanja Z80S ULERVRP QLVX ulipbh@NRY LWL
eukariotskih stanica 1LVNL DILQLWHW YH]DQMD ]D HXNDULRWVNL
eukariotska rRNA na poziciji 2058 ingvanin za razliku o@denozina kod prokariota, ali to

nije jedina razlika odgovorna za slabije vezanje makrolida na eukariotski rib@ioos,

2017)

Makrolaktonski prsten

I N—
= o 8) ; |
HO, [i: 2| oM HO | oH ;
VoM 2 N : W OH ' e
8 S) RO - o J HO —r— /.
|~ 0, J]r 'O L ik~ I "0 J X N
0PN, Desozamin P
i 0 v "
I o T | o 0
|
\(‘,.A. M\ _-OH 3 \o’\ N\ OH
N Kladinoza \

Slika 2. 2D struktura eritromicindlijevo) i azotromicira (desno)(preuzeto iz(\VazquezlLaslop and
Mankin, 2018).

1.2.1Eritromicin

Eritromicin je prvi otkriveni makrolid, 1952. godinedobiven je iz bakterije
Streptomyces erythreus 6D G 4HODQL PDNURODWNRQVNL SUVWHQ
desozaminom i kladinozoma poziciama5 i 3. Kao i ostali makrolidi, etritromicin inhibira
VLQWH]X SURWHLQD WDNR @aWR VH YH&H ]D 6 SRGMHGLQLF
tRNA s ribosoma za vrijeme elongacije proteinskog ldiceler, 1999)Hidroksilna skupina
desozamina tvori vodikovu vezu s N1 atomom A2058 23S rRNA 50S podijedinice
Makrolaktonski prstestvarahidrofobne interakcijs nukleotidimaC2611 iC2057uizlaznom
tunelu peptidgSlika 3.) (Dunkle et al., 2010)
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Slika 3. Vezanje @tromicinau PTARu ribosomaE.coli SURQDYHQR X NU [(pradzbt®i RM VW U
(Dunkle et al.,, 2010) 9RGLNRYH YH]H iR€kidgnbngptdvovXlinijom, ahidrofobne
interakcijeisprekidanonsivom linijom.

1.2.2 Azitromicin

Azitromicin je polusintetski derivat eritromicina iz skupine azalidnih antibiotidabiven je iz
HULWURPLFLQD $ NUDWNRP NHPLMV(@®iRd, 20070 Ve B RWPApRO® QAHV W
makrolaktonski prstekoji, za razliku od eritromicinaQ D SR]J]LFLML & vDGUaL GRGDW
$ILWURPLFLQ MHGLQL MH PDNUROLG NRMHP VX QDYHQD GYD PM
GRYRGL GR YHUMWNRHQ BRURFPIMFHQH X 6 U51% 3ULPDUQR YH]QR PMt
SURXpDYDQLK PDNUROLGD NDR a8WR VX HULWURPLFLQ URNVLWU]I
doprinose vezanju azitromicina kroz hidrofobne interakcijfeX AL NRY D W R BhaKrBlakidhekK W
prsten direktno ne pridonosi vezanju azitromicina nego mijenja konfornmaaludaktonskog prstena
dovoljno za interakifu s magnezijevim ionom i C256%zitromicin u drugom veznom mjeskroz
desozamin tvori vodikove veze s @lakroODNWRQVNRJ SUVWHQD SUYRJ D]JLWUR
VLQHUJLMVNRJ SREROMAaD Hags/dbalY, BOPRB)QMD D]JLWURPLFLQD

12
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Slika 4. Dva vezna mjesta azitromicinaegiji PTAR ribosomé&. coli 8 XWR MH R]QDpPpHQ QDpLC
DILWURPLFRQO®DLVXL PBAIPRIOIINKDPDNUROLGD 1DUDQPpDVWR MH R]QDY
veznom mjestu kdj VL Q H U J Lvd WekianjeSaRitkbipila u prvo vezno mjegieuzetdz (Harms

et al., 2003).

1.2.3Rezistencija na makrolidne antibiotike

1DMpH&auL PHKDQL]PL UH]JLVWHQFLMH QD DQWLELRWLN
modifikacije ribosoma ili antibiotika i rezisteij@ zbog izlaska antibiotika iz stanica
SRYHUDQMHP SHUP HD E L 6 B Ri¥iiDeks B ésioEpumD (Wildo), 12014)
Rezistencija na eritromicin ko&. coli GRJDyD VH ]JERJ GMHEMOMREDQMD HQ
erythromycin resistace metlase koji mona- ili di- metiliraju N6 poziciju nukleotida A2058
23S rRNA te zbog mutaci@2058G(Dinos, 2017)

5D p X QD O QudbifidiaV R G H

Kontinuiran razvoj tehnologije R P R J X @alakzidanje, usporedbu i karakteriziranje
VYH YHULK LpodaiaRaaddliMeMhLiK eksperimenata proved@ai biomolekularnim
sustavimadWR MH GRYHOR GR MDpDQMD XORJH UDpXQDOQLK PI
(Gunsteren et al.,, 20066 DpXQDOQH VLPXODFLMH RSiid&kaaRe VH NRL
HNVSHULPHQW QHPRJX(U PRr&dmetDQYW VN XISYDMMBDDWIBANR GHWH
vremenski okvirili molekularna razina mmatranja sustaya 5SDpXQDOQH PHWRGH X V'
ELRNHPLML L ELRILJLFL SRPDax S lgrimettq Wlehvadju thWViD FLML L
HNVSHULPHQDWD SUHGYLYDQMX ' VWUXNWXUH PDNURPR
kemijskih promjena te razumijd@ QM X PHKDQL]P D EL RooREMNMINKra8IiRFHV D (

13



(Becker et al., 2001PrimarnaSR G M H O D UdbodXukBendjigelnK nfetode koje se temelje

QD NODVL pdiRadore KdeB&temelje na kvantnoj mehanici. Molekule su toliko male

GD EL LK VH VWURJR JOHGDQR WUHEDOR RSlIKVANOWL NRU
PHKDQLpPpNH P H\ Rsaona mBrijesustai® . RG S UR XY B i IDKQ Wbputv DY D
ELRNHPLMVNLK L EnedpbodrioNerhapraviX R'@ D M roRskinacije i koristiti

]IDNRQH NODVLpPpQH PWIRRQI R M HGWR VW D WAHMRKRRA X U3 BAUH] BYMDH |
SULPMHQX L QDOMMWIRGHMXNVRWMH NRULVWH ]JDNRQH NODVLpQH
VLOD L M R @nipkijskBrivekb&eR D W RMaW RH&idn@dba N R U h @ itatiQnodela

dobiveni iz eksperimentalnih podatak#irich and Allinger, 1982)

1.3.1Metode koje se temelje na polju sila

PROMD VLOD NRULVWH DWRPLVWLPpNH PR GEaQ@adliki NRMLP |
od kvantnePHKDQLpPpNLK PHWRGD NRM HlekibeSjexiyé&BoeketallJ RPDWU
2001) Polja sila sukombinacijafunkcionah energtskih doprinosa energiji sustavakupa
SDUDPHWDUD NRML VH NRULVWHSURBRpERE@D Q RX \ERWNHIVL. MIX
dobiveni iz eksperimentalnih podatakajantnc PHKDQLpPNLP LJUDPpXQLPD LOL N
navedenog 2SiUL ]DSLV IXQNFLRQDOD HQHUJHWVNLK GRSULQR
prikazan je u formul{(l) (Leach, 2001) 1IHND RG SROMD VLOD: XMBERJRNRM X!
GROMOS, OPLS  AAMM2*/MM3* .

E= Eistezanja+ Esavijanja+ Etorzije + Evan ravninet Eelektrostatske‘" Evdw+ TEP M po(lib RYL

Originalng OPLS (engoptimized potentials for liqd simulation$ polje sila koristi
modelkod kojegVH 1D UDpXQDQMH H GkspligithtxV NP B MoXR 5 Q WRRN\DIN F L M t
svih atoma osinatomavodika koji nisu vezani za heteroatome ili ugljike aromatskitepies
(Jorgensen, Maxwell and Tiradives, 1996)OPLS 2006MH SREROM&aDQD YHU]LMD
polja silakoje je razvila tvrtka Schrédingerkako bi imalo bolju upotrebu narganskim
molekulama ,]P Hy X R VSRIE® BMdc DjsRilparametrnaboji,tessuDAXULUDQL SDUDP

za proteinske molekul&chrodinger, 2017a)

1.3.2 Optimizacijageometrije molekule

Primanapodjela optimizacijskih metoda je na one koje ne kodstévacije funkcija
na one koje ih koristte OHWRGH NRMH NRULVWH GHULYDFLMH IXQNFL
prvog i metode drugog redavisno o tome koriste li prvu ili i prvu i drugu deawiju funkcije
1DMpH&AUH NRULAWHQH PHWRGH SUY RJsuUnhe®da najsPrRjegH N X O V|

spusta i metoda konjugiranog gradijeradgoritam metode najstrmijeg spusta generira nove
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NRRUGLQDWH W D MR géadijéhtfunRofel IZBRPANND PRAaH ELWL SURL]Y
VH SURYRGL OLQLMMNGR kBrjuditandd gradiemi@ Maii skup kaijanih

smjerova i ortogonalnih gradijenata. Za razliku od metoda najstrmijeg spustade
konjugiranih gradijenatae osciliraju u blizini usih minimuma.Primjer metode konjugiranog

gradijenta je metoda po Polaku i Rihi (eng.PolakRibiére conjugate gradienPRCG)).

Metode drugog reda uz prvu derivaciju, koriste i drugu derivaciju funkcije. Newtonova metoda
konjugiranog gradijenta (engtruncatedNewton conjugatgradientili TNCG) primjer je

metode drugog redalD SRGUXpMX IXQNFLMH GDOHNR RG PLQLPXPD
LPDWL SUREOHPD V QDODAHQMHP PLQLPXPD EXGXuUL GD PH\
je funkcija kvadratna, pa jeajbolje kombinirati metode prvog reda geetragu SULEOLaH
PLQLPXPX L PHWRGH GUXJRJ UHGD |D(L8dd¢t{ EAOLRLMH QDODAaH (

1.33 Konformacijska pretraga Monte Carlo

MetodeMonte CarloVX VNXSLQD UDpXQDOQLK DOJRUIOWDPD NRI
QDVXPLPQRP X]JRUNRYDQMX X VYUKX GRELYDQMD QXPHULpPN
NRMLK MH WH&NR LOL QHP R JUgiaknom RBé&) kovidte Lkad Loptnuizdcljel PHW R
QXPHULpNH LQWHJUDFLMH WH JHQHULUD @Mjeroj@tmdst X PLp QLI
(Kroese et al., 2014Konformecijski prostor, odnosno ploha potencijalne energije sustava s
YHOLNLP EURMHP URWDELOQLK YH]D YUOR MH VORAHQD L S
SD MH NRQIRUPDFLMVND SUHWUDJD VWDRIK R\ WLXMWA DR HDWYRUEH
metodeMonte Carlg pokazale su se korisne u takvim situacijgtreach, 2001)

Kod konformacijske pretrageMonte Carlo uzima se SR p H Méiddbmacija na

Q DV X P LilpigaBr&hombroju koordinataade seQDV XPLpQH [BEUWPRHPWIHH GHRELYD QF
konformacija koja se zatim optimizirai njezina se HQH U JL M Dje X VeBdrdi|drny
konformacija QDYHQLP X S UHW K.RTakpLdBbividria LkDrfdcrRadija je zatim
SRKUDQMHQD NDR QRYD NRQIRUPDFLMD LOL RGEDpHQD NDR
Carlo (MC) korakChang et al., 1989)

1.34 Molekulsko uklapanje

Molekulsko uklapanj€deng.docking MH UDpXQDOQL SRVWXSDN NRMHP
nekovalentno vezanje. ] P H gngkromolekula ili makromolekula i liganda, konformaciju
vezanih molekula te afinitet vezanjautoDock Vina(Trott and Olson, 2010)edan je od
GRVWXSQLK SURJUDPD NRML VH NRULVWH ]D ithRI®OKIN XOV NR
koristi AutoDock Vinglasi:
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F &) @

=D UDpXQDQMH HQHUJHWVNLK GRSUpdRYdAutdDpekUInaM L Y H]L
X]LPD X RE]JLU DWRPH NRML VH PRJX PHYXVREQR SRPLFDWL
NRML VX RGYRMHQL ]D W USvdk@n atgrhi HodjeReyi 2 @pHa@oWa H Y H]H
GHILQLUDQD MH IXQNFLMD XGDOMH QR MMétaktijpPddiROVDW RP D |
DWRPL QLVX XUDpXQDWL HNVSOLHFDNVWRDOANQWXX XORME K DHQRL
AutoDock Vingkoristi algoritamliterated Local Seargha kvaziNewtonovu metodu Broyden
FletcherGoldfarbShanno (BFGS) za lokalnu optimizaci Za razliku od starije verzije
AutoDocka AutoDock4 1D $XWR'RFN 9LQX QLMH SRW WHUEQKRjeU Xp QR J
UH VH REDY O MW, LSRNYWUDVNRPD SDUDPHWUH WH NODVWH L
YHUO WR SURJUDP (Orbttahd DIXow, R(A@ W V N L

1.4Cilievi LVWUDALYDQMD

Mak UROLGQL DQWLELRWLFL X aLURNRM VX X&RMIUHEL RC
VH XVSMHaAaQR NRULVWH NRG WUHWLUDQMD P @eRrékaku EDNWH
QMLKRYRP NRULAWHQMX SRSXW UD]YRMD UH]JLVWHQFLMH Q
ELRNHPLML L ELRIL]JLFL NRULVWH VH N DferpERéljRezulgatal SODQ|
HNVSHULPHQWD &L O#f FDYWXRQ DDWIBDAVWHIQ B HVEHVHW VWU X
azitromicina uregiju PTAR velike podjedinice ribosoma.coi WH XVSRUHGLWL QMLKF
vezanja s vezanjem eritromicina. Spojevi L]J U DjnHsiido i na njimaje provelena
konformacijska pretragMonte Carlo . RULAWHQMHP pNdbray $u ldniotnadev D
liganadaNRMH VX NRWIDEWIQBIHPROHNXOVNRJ XNODSDQMD
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2. Materijali i metode

2.1 Konformacijska pretraga

Strukture liganad@rikazanih naslici 5 L]J U D y HisHcojpK¥ogramomMaestroiz
Schédingerovog pogramskog paketéSchibdinger, 2017h)te je provedena konformacijska
pretraga u programMacroModeliz istog paketa progran{&chrodinger, 2017a)

Konformacijska pretraga liganadiéonte Carlonapravljena je&koristei pHWLUL PRGHO
RWDSDOD LPSOLFLWQL PRGHO YRGH LPSOLFLWQL PRGH
NRQVWDQWH RGJRYDUD GLHOHNWULPQRM NRQVWDQWL
konstante 4 gproksimira G L H O i M&Ndthhtp gktivnog mjesta ribosoma). RULAWHQ MH
algoritam Monte Carlo Multiple Minima (MCMM) X] RSFLMX NRMD RPRJXuUDY|
amidnih, esterskih i azo veza te se dobiveni enantiomeri sprd@o zasebni konformeri.
SDUDPHWUL]DFLMD VXVWDYD QDpas@Qbrgeasen étdl., SBOOMHP VLO
svakom koraku napravipe su2-4 Q D V X PdrgnieRHeodaranih varijabliu konformaciji.

%URM SURPMHQD QD NRQIRUPDFLML QDVXPLPpQR MH YDUL
NRQFHQWUDFLMD SUHWUDJH QD LVWLP Ugupa&h U [kdfdk® D NR Q|
pretrageMonte Carlo iznosio je 50 000, a brojriaa za svaku rotabilnu vezu bio je 100.
*UDQLpPpQD Yang.kutb XM MHQRVWL XL]PRIMRMWRPDDpXQDR H
doprinos potencijalnoj energiji sustava za elektrostatske i Van der Waalsove interakcije iznosio

je 8 A, a za vodikove veze A Spremljenesu samo konformacije koje su se nalazile unutar

20 kJmot RG HQHUJHWVNL QDMSRYROMQLMH NRQIRUPDFLMH QI
D PDNVLPDODQ EURM VWUXNW XU znbdsike jeL10MED. BJkakd bPRJI X U H
vrijednost RMSDBa (eng.root mean square deviatipiila manja od,05 A konformacija b

bila definirana kao redundantn@ OD]QD VWUXNWXUD L VY H NRMBI@MEER
koracimaMonte Carlo pretragm optimizirane sumetodomPRCG (engPolak and Ribiereu

conjugated gradientdok vrijednostgradijenta nije postala manja od 0,05 kJfdot ili dok

nije postignuto 1MO0 iteracija. Zatim je svaka konformacija optimaiametodomTNCG
(eng.truncated Newton conjugated gradigdbk vrijednost gragienta nijepostala manja od

0,01 kImoftA-1ili dok nije postignuto 10 OOReracija.Energetski najpovoljnije konformacije
QDYHQH VX GHVHWDN LOL YLAH SXWD WLMHNRP SUHWUDJH
MC koraka tijekom pretrage.
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Slika 5. Dvodimenzionalni prikastrukturnih derivata azitromicin RULAWHQLK X UDpXQLPD NRQIRUPDFLMVNH SUHWUDJH L PROHN
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2.2 Klasteriranje i probir liganada

Klasteriranje (eng. clustering na osnovi RMSDvrijednosti struktura SURQDYHQLK
konformacijslom pretraggm provedeno jeprogramomGromacs(Abraham et al., 2015)
algoritmom Gromos *UDQLpPQD Y U lcMdihGripenosiRMSD L]QRVLOD MH L]PH
1,0Ai35A, RYLVQR R EURMX S.RBRp:Rehtatynakstrikui Vil abturiljeg
NODVWHUD NRULAWHQD MH X UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNO

2.3 Molekulsko uklapanje

Struktura ribosoma s vezanienitromicinom u peptididtransferaznom centribunkle
et al., 2010preuzetge s PDB baze(PDB oznaka 4V7U) te pripremlijena y R U [DI\B) za
VLPXODFLMH X |L]Lpra@R@adProtenPMpakatior Wizard 9Schidinger,
2018) Dobivanje koordinataV U H @TARM e spremanje strukturdbosomai liganada u
formate pogodne za molekulsko uklapanje obavljeno je pragraftutoDock ToolgSanner,
1999) Molekulsko uklapanjegprovedeno je progmom AutoDock Vina(Trott and Olson,
2010) Koordinate VUHGL®PWB aH N Rotetraipi BuX =+ -65,482,y = -57,235,z =
4,328, a dimenzije ' P U Hpoktavljene su na08, 105 i 118A. Maksimalan brojQDpL QD
vezanja kajsu pohranjeni je postavlenna D PDNVLPDOQD UD]JOLND X HQHUJ
QDMSRYROMQLMHJ QDpLQD YH]IDQMD L Q DRV BRI BRIMR 6 KU ML
iznosio je4 kcalmol. 2GQRVQR XNROLNR EL UD]JOLND L]PHYX HQHU.
YH]DQMD L QDMSRYROMQLMHJ Qdi'L (LD EYUR B QQVDIy HEQ DO @ Bi }ii IDC
QLMH GRVHJDRQDDpLQDJYHQD Q M pohrien.EscrprioktRpretrage (eng
exhaustivene3postavljenajenal2VFUSQRVW S UHW pbbBaVlihnRoptichizgcfeM H EU R M
SRMHGLQRJ QDpLQD Y H ]dptipridziji Ro® URHA XNMRHU D/NHD KHXULVWLpPN
iscrpnosti dovodi ddinearnog S R Yakjaivremena pretrage i eksponencijalnog smanjenja
vjierojatnostiGD VH QHUH SURQBRGL MHGQRXBMDYQLK VXVWDYD QLN
iscrpnost pretrage jer se vjerojatnostspjehproQDODVND PLQLPXPD QHUH ]QDpl
D YULMHPH SUHWUDJH tH VH QHSRWUHEQR SRYHUDWL
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3. Rezultati

3.1 Konformacijska pretraga liganada

.RQIRUPDFLMVND SUHWUDJD ORQWH &DUOR SURYHGHQL
UD]OLpLWD PRGHIOMHQW D VIDRORDGHRURWDSDOD GLHOHNWULpPQ
GLHOHNWULpPpQH NRQVWDQWH LPSOLFLWQL PRIBWIOAH RG
konformera S U R Q D&/ kb@ Konformacijske pretrage liganéfau] N R U L anplieit@dg H
modeh oktanola Tablica 1), gdje je proQ D y H Q Rkonformera Najmanje konformera
p U R Q Djg kb@ftmacijskonpretragpmligandaE u] N R U L &@ydéh@RMHD SDOD GLHOHN\
konstante AJGMH MH RdD@HErR

Tablica 1. Broj proQ D y H@nEokmerakonformacijskom pretragorlonte Carlopojedinih liganada
ul] NRULAWHQMH UD]O.LpLWLK PRGHOD RWDSDOD

Bro SURQDYHQLK NRQIRUPEL

otapala
Ligand 0 812 0 4 OktanolF  Voda®

A 238 31 247 156
B 246 146 206 144
C 263 173 197 134
D 369 103 234 209
E 114 27 286 74

F 243 178 544 269
G 196 175 227 195
H 189 66 136 132
I 235 65 95 256
J 263 207 49 210

aPHGLM GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH

PPHGLM GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH

¢ implicitni model oktanola

dimplicitni model vode

9 H U L @rergetski najpovoljnijih  konformea ima karakteristiku da im se

semitiokarbazonski supstituemalazi u blizini makrolaktonskg prstera (slika 69). Iznimka
su ligandA (slika 7a) i ligand F (slika ) pLML VX NRQIRUPHUL QDMQLaH H
konformacijskom pretragom Ju N R U L aMieit@dgl modeh RNWDQROD 8 WLP VOX|
semitiokarbazonski supstitugiet LVSUXaHQ L XGDOMHQ RG BEdanURODNWRC(
pLMHP MH WHUPLQDOQRP GLMHOX VHPLWLRNDUED]RQVNRJ
NRQIRUPHUD YW®DLINREQUHd)ali lsipRituent od makrolaktonskog prstena (slika
6b).
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a) b)

Slika 6. Konformeri ligandaG SURQDYHQL NRQIRUP D HLWR/WLRaRMEN@tipkl) DIRP X
GLHOHNWULpPpQH NRQVWDQWH D NRQIRUnRHP 20K M@ YA XH QH U J|
energiju od najpovoljnijeg konformera.

a)

Slka 72 .RQIRUPHUL QDMQLAaH HQHUJLMH GGLUIP@Igd@aciBlomL OLJID Q(
pretragm u] N R U L anplieitQogl modelaoktanola.Intramolekulske vodikove veze prikazane su
isprekidanom plavom linijom.

Intramolekulske vodikove veze praii H Q Hod/”2X od 40 najpovoljnijih konformera liganada
SURQDYHQLK NRQIRUPD]JFNRVYV NRW B it RB DXOD 8aj€virmB,lLP VO Xp
LQWUDPROHNXOVNLK YRGLNRYLK YH]D QHPD NRG NRQIRUPHUD QI
YL4LK HQHUJLMD 3ULPMHULFH EDMSBRHYR OIRQLRUP PR QVR/WRHPU SO
implicitnom modelu oktanola nema niti jednu intraliekulsku vodikovu vezudok konformer koji je

za 6,92 kJ mol nepovoljniji ima dvije (slika 8)
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Slika 8. KonformeriligandaESURQDYHQL NRQIRUP D F N\RUN Eplic8@dsnwide® JR P X
oktanola a) najpovoljniji konformer b) konformerkoji je 6,92 kJmol-1 nepovoljniji od energetski
najpovoljnijeg konformera Kod najpovoljnijeg konformea nema intramolekulskih vodikovih veza,

dok sukodkonformemaprikazanogSRG E Q D ykdj@dd pa@Razakptévomisprekidanom linijjom.

Intramolekulske EE LQWHUDPNBQBMHHQ@QHVALWL NRG MHGQRJ C
konformera.Kod 7 od ukupno 7614 konformer8 URQDYHQLK SUHWUDJRP XQXW
prozora 0d20 kI mol! SURQDYHQH VX LQWUDPRAIMIBNONREG [EHWLUL
konformera ligand&tG SURQDYHQLK NRQIRUPDFLMVNRP SUHWUDJRP
modela oktanola te kod jednog konformera ligaBd8 URQDYHQRJ NRQIRUPDFLMVNF
X] NRULAWHQWRRPPABGHOD YRGH VOENWHUDMNED RRIOHNXIC
kod jednog konformera ligande SURQDYHQRJ NRQIRUPDHLMRNRPW & QHM
modda RWDSDOD GLHOHN3Kk&E®pQH NRQVWDQWH
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c)

Slka9. .RQIRUPHUL OLJDQDGD ) L *-fERGQMWRIN/IDKN VDM B DPHQNR E RUF
SURQDYHQ NRQIRUPDF L NN\RNUR. End888GRWHIDIBDRPD XGLHOHNWULPQH NRC
16,96 kJmol-1 nepovoljniji od najpovolinjegNRQIRUPHUD E NRQIRUPHU OLJDQ
konformacijskom pretragom Ju N R U L ariplidipdd Hnodeb oktanola koji je 8,76 kJ mol-1

QHSRYROMQLML RG QDMSRYROMQLMHJ NRQIRUPHUD F NRQIRL
pretragom u implicitnom modelwode koji je 17,51 kJ mol-1 nepovoljniji od najpovoljnijeg

konformera., QW UDPR G &#NX@WNUDE FLMH SULND]DQH VX VLYRP LVSUHN
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3.2 Molekulsko uklapanje

1DMYWEHO LD MLEKD Yiddijd QMR rikosomabakterijeEscherichia coli
UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODS DQabizaR) Rafpridnjed @ ROM piL WR &
QDpLQD YH]DQMD QDNYHQR MH NRG OLJDQGD

Tablica 2. %URM SURQDVHQLK QDPLQD YH]DQMD SRMHGIaMeK OLJIDQG
VWUXNWXUH QDSUDYOMHQD MH X MHGQRP RG pHWLUL PRGHOD R

Lignand Otapalo
81 4 Oktanol Voda Ukupno
A 4 2 6 8 20
B 3 5 6 6 20
C 3 7 6 7 23
D 3 10 4 7 24
E 2 9 2 5 18
F 7 3 7 3 20
G 3 7 5 4 19
H 2 3 4 6 15
I 3 2 7 1 13
J 6 4 10 2 22

aGLHOHNWULBRH NRQVWDQWH

PGLHOHNWULPQH NRQVWDQWH

¢ implicitnog modeh oktanola

4implicitnog modeh vode

5DpXQLPD PROHNXOVNRJ XN O DFS(ElikaM)rGamajpoVdjrlR M H G D

energiju vezanja u PTAR ribosor&acoli, zatimredom ligandH (slika 10b)i G (slika 10c)
PpLML VX QDMSRYROMQLML Q 2,02 Kol hepbvgljNjDod) D RGQRVQ
QDMSRYROMQLMHJ QBPPLQD YH]DQMD OLJDQGD
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Tablica 3). 5D]OLPPWQLQAYFHYB QM PH Q L F| B iGlzauzidpuHprvin 13 mjesta

X XNXSQRP SRUHWNX QD p L QDaspshbaiQMImol ¥d_ hajpovolrijey D G D
QDpPpLQD Y H]DR i IgdnddQi@Dnalaze se QDpLQL YH]DQNddarDOLJID QDC
Q Dhjvezanja)B (jedanQDpPLQ YHIDQMDPLQD YAIDQDDPLQ YH]DQMD

c)

Slika 10. Ligandi s najpovoljnijim energijama vezanja u PTAR ribosoma bakterigsli i nukleotidi
veznog mijesta s kojim stupaju u interakcae ligand F, b) ligandH, c) ligandG. Vodikove veze
prikazane su plavom isprekidanom linjjom@&Interakcije sivomisprekidanom linijom.
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Tablica 3. Energije vezanja te prisutnost intermolekulskih i intramolekulskih asilik veza kod
QDMSRYROMQLMLK QDpLQD YHIDQMD VYLK OLIJDQDGD GRELYHQLEK

Intermolekulske Intramolekulske
interakcije® interakcije ®
Energija vezanja Vodikove E&E Vodikove E&E
Rangiranje? Ligand [kJ mol?] veze interakcije veze interakcije

1 F -49,74 + - + -

3 H -49,32 + + - -

8 G -47,65 + - + +
14 C -46,82 + - - -
19 B -46,40 + - + -
25 I -46,40 + - - -
26 A -45,98 + + - -
34 J -45,56 + + + -
82 D -43,89 + - - -
84 E -43,89 + + -

23R]JLFLMD X XNXSQRP SRUHWNX VYLK SURQDYHQLK QDpLQD
QDMPDQMH SUHPD QDMYHURM

b Prisutnost RGUHYHQH LQWHUPROHNXOVNH |GERAMEakEe) KbV H YR C
QDYHGHQRJ QDpLQD YH]DQMD

¢ Prisutnost R G U H jnHiagblekulske interakcije (vodikove veze i@E&Enterakcije) kod
QDYHGHQRJ QDpLQD YH]DQMD

Kod RG SURQDYyHQ L Kpriduinedu@nbanidtekDIskéWbDdikove veze
8 VO X lgarkddF, G, BiJ WH LVWH Y H]H Kedngjepojjiijip B DéXedanja.
.RG QDpLQ proRHD)iPHIMD V X L Q WaHDtErBkOijel NKHO)OMNE DM SRYROMQ
Q Dima@ezanja samo ligahG tvori intramolekulske@&dnterakcije(slika 10c).

9RGLNRYH YHQHJID®B®D L 37$5 YH]QRJ PMHadWVih ULERV R
QDMSRY RO M@zaia\KY QR IDLIDQDGD 9RGLNRYH YH]H L]JPHyX O
prisutne suiNRG YHULQH QDpPLQD YH]DQMDOXKIEDIKXG QHLQID MYTH | RC
ligandaG GYD QDpLQD YHIWEMIR OMHBQQRDQDpLA H,B]DQMD OLJ
Vodikove veze ligandi weznom mjestwglavnom tvore s RNA okosnicom veznog mjesta
9RGLNRYH YH]H V DPLQRNLVjedddg@® RepovsIRIpHQMDHD L6R%njAN R G
liganda G koji tvori vodikow veau s aminokiselinomGIn 150 -HGDQ QDpLQ YH]DQMN
energijeligandaF tvori vodikow vezu s aminokiselinoniys 90 LigandD u jednom od svoja
GYD QDMSRY R O M Qtlzavl iodBdnp a3 amiddkis&livdDAsn 149 (slika 12).
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Slika 11. -HGDQ RG GYD QDMSRYROMOQDL Mdi vQdikpleQ&re 3D ND OLJIDQ
proteinskog dijela ribosom&odikove veze prikazane su plavom isprekidanom linijom.

Intermolekulske EELQWHUDNFLMH SURQDYHQH VX NRG QDMS
liganadaH,A,JiE  WH NRG MR&  QDpL QD LigahCkQuWDR LISHHIBH QHU J L M
YHIDQMD XJODYQRP SRSULPDMX NRQIRUPDFLMH QDOLN QI
Monte Carlo konformacijskom pretragom te stupaju u interakcije s nukleotiGigtb7,

A2058, A2059, G2061, A206Z52505,U2506, G2583, U2583,)25861 C2611(slika 12)

Nukleotidi C2611 i A2058 sudjeluju u stabilizaciji eritromicina u veznom mjestu
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Slika 12 1DpLQ YH]DQMD L NRQIRUPDFLMD X YH]QRP PMHVWX NRM X
ERMRP SULND]DQ MH Q®Kojj® 3BHKDNPpMPHO RYR@GIRLML RG QDMSRYR
vezanjaligand® a4XWRP ERMRP SULND]DQ M kojiQels[6B KJ nfdHiéhQMjillji O LI D Q G L
RG QDMSRYROMQLMHJ B.00mmo@ bojontHjriik&zah e €itrahidoip Galtloplavom

bojom prikazani su nukleotidi koji sudjelujup@zicioniranju supstrata i katalizi peptidne veze.

8 PDQMHP EURMX VOXpDMHYD VHPLWLRNDUED]RQVNL
makrolaktonskog prstena njegov terminalni kraj se nalazi u jednodnto alternativha mjesta
vezanja. Kod mjesta vezanmikazanogna slici 13a terminalni dio semitiokarbazonskog
supstituentaQDOD]L VH X GA&HSX pLMX SRYUEALQX WYRUH QXNC
aminokiselinaAsn 149 Na slici 13b prikazano je mjestovEezZQMD pLMX SRYUALQX WYR
& & * & & L & 7TUHUL DOWHUQDWLYQL QD}
VOLFL FLQMHJRYX SRYUALQX WYRUH QXNOHRWLGL * $
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b)

c)

Slikal3 7UL DOWHUQDWLYQD Q&jURIARYH |PQWVHQBPJERMBP SULND]D
YH]DQMD OLJDQGD $ YL3H HQHUJLMH ]JHOHQRP ERMRB, &SULND]DC
OMXELpDVWRP ERMRP SULND]DQ MH QEMSRKERODIMULRR BDPYRE BH]
QDpLQ YH]nadidigendiH JHOHQRP ERMRP SULND]DQ MH QDpLQ YH]D
F D &XWRP ERMRP SULND]DQ MH QDD @ YH®IPWY WRFPHERWIRPISMI
QDpLQ YH]DeylklganddcH BI@XWRP ERMRP QD@gi@liyaHdB.QMD YLAH HQ
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Nije XRpHQD S UDD L\OH) RAHWD QMH ]D R GoUHHijil@rid kOdX N O H R W
SRYROMQLMLK ,QDPLQ DG Y HYBIQMIBRYROMQLMLP QDpPLQLPD
YRGLNRYLKE HDWHMIDNF IN\RIE R VW D O L Rin(ebde Ln@jbvarjiiji D Q M D
QDpPLQ YH]D GMIN®OSQBRQOMH RVPL QDPLQ YH]DQMD D WYRUL \

veznim mjestom.
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4. Rasprava

4.1 Konformacijska pretraga Monte Carlo

Kod YHULQH NRQIRUPHUD VWUXNWXUQLK daeidid YDWD
NRQIRUPDFLMVNRP SUHWUDJRP ORQWH &DUOR SURQDYHQR
nalazi u blizini makrolaktonskog prstefakva konformacijapLQL OLJD Q GitdteNdR P S D N W (
u teoriji moglabiti povoljna zaulazak ligandau stanicui u veznomjesto ribosomaa W R
SREROMAaADYD QMLKRY |D WDtk RrexRitatd Lod<Supaj Hrajpdvivjmj©
konformacije liganada i F S U R Q Bgnfo@nridcijslompretragm X] NRULAWHQMH LPSO
modela oktanola (slik@). Kod tih konformera semitiokarbaz8NL VXSVWLWXHQW LV S|
udaljeniji od makrolaktonskog prstenaL UH]XOWDWL YMHURMDIWaQdRAV X X]JUR'
i F imaju aromatskuskupinu na terminalnom kraju i u nepolarnom otapedmajutendenciju
smanjivanjakontakf s otapalom. RazR J ] Digalhid® poprima takvu konformacju, layandi
G i H, koji na terminalnom krauVHPLWLRNDUED]RQVNRJ VXSVLWLW X
nesupstituiranu aromatsku skupinu ne poprimaju takvu konformélika 14), ima dva
PRJXUD REMDaAQMHQMD 3UYR MH WER HomalaBnakaRdd ba\vddaD VN X SL
RGQRVQR WUL XJOMRRRYRIDWDR P/IH G XWIiRGavidneL fremmQ RV W
makrolaktonskom prsten.UXJR REMD&QMHQMHR ivaHaftiriei skWgiRu @aLJD QG
terminalnom krajusetioNDUED]RQVNRJ VXSVWLWXHQWD]|ERMPHME Y H i

suhidrofobneinterakcije s tapalom jge od onih koje ima s makrolaktonskim prstenom.
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b) c)

Slika 14. Najpovoljniji konformeri liganad#& (a),G (b)iH F SURQDYHQL NRQIRUPDFLMVN
X] NRULAWHQMH LPSOLFLWQRJ PRGHOD RNWDQROD

Ligandi A i B razlikuju se po prisutnosti karbonilne skupine na samom kraju
semitiokarbazonskog supstituerkaja tvori intramolekulskuvodikow vezu sa susjednim
atomom G XaLWOLND 7H LQWHUDNFLMH PRJOH EL ELWL ]DV(
najpovoljnijeg konformera liganda od konformacije najpovoljnijih konformera ligan8aG
i H NRML WDNRyHU LPDMX EHQ]JHQVNL SUVWHQ QD WHUP
supstituenta.Vodikova veza L]PHy X NdaNManNn@ skupine na terminalnom kraju
semitiokarbazonskog supstituenta i susjedfl@XaLND pLQH VXSVWLWXHQW UL,

savijanje prema makrolaktonskom prstenu.
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a) b)

Slika 15. Najpovoljniji konformeriliganadaA (a) iligandaBB E QDYHQL NRQIRUPDFLMVNRP
u] NRUL aylititapyiriiodeR oktanola.

%XGXUL GD MH NRQIRlppMadalAMIVIN Q DSUBWOBHIM D X] NRL
implicitnog mode& oktanola, S R O RupBtiMentau kojem je udaljerod makrolaktonskog
SUVWHQD QH WUHEDPR RpH NY MavatdtvenoYidsiGlidigndhirdvadiby X aH Q M X
VWDQLpQH PGP KUKDLG@GHU R | R ED\R P @BipidadH Q M X

IDMYHUL EURM NRQIRUPHUD SURQDYHQ MHFNRQIRUPL
implicitnom modelu oktanola, a najmanji broj kod ligand (tablica 1). LigandF na
WHUPLQDOQRP NUDMX VHPLWLRNDUED]RQVNRJ VXSVWLWXH
RPRIXDIDXHUX IOHNVLELOQRV Wopltektdr®iR © drlhe freneR Iiyanis D O X
na terminalnom kraju semitiokarbazonskog supstituenta ima polarnu skupinu koja u
QHSRODUQRP RWDSDOX SRSXW RNWDQRG®DRFQPD QR L L] DXR] &N
otapalu (slika B).
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a)

Slika 16. Usporedba najpovoljnijin  konformera ligandg (a) i liganda J (b) dobivenih
konformacijskom pretragomJu NRUL&AWHQMH L P 8kiahdta. WituRalekRIBkE wodikdbve
veze prikazansu plavom isprekidanotimijom.

lako svi ligandina terminalnom kraju semitiokarbazonskog supstituenta imaju skupinu
koja PRaH Vv Wiibterdktesa V U H G Lbarzéviskin prstenomRQH QLV XKk@DYHQH C
MHGQRJ NRQIRUPHUD3IORPMOUHAHHYHWNR®HNXSQR VDPR r
energija liganad& i G.

34



4.2 Molekulsko uklapanje

5DpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD GRELYHQR MH GD
redom ligandiF, H i G. Njihove energije vezanjprikazane sw tablici 4i XVSRUHYHQH VX
HQHUJLMDPD YH]DQMD &L UR bzRronNdhdl li EeWrbndinddobivgMhL EL R W L |
UDpPpXQLPD PROHNXRWNRDIFRP DD DD OyRRIM N VEVEIG& LY D Q M X
VYLK QDpLQD YH]DQMD GRELYHQLK X RYRP LVWUDALYDQ!
azitromicina i eritromicinalo X N D ] X M Hafizt ¥ W WLU Dl@gand®zr&zénje n@®TAR
uodnoVX QD VSRPHQXWH DQWLELRWLN Jedind IHitelj \2aleRkaddddt Q L W H W
antibiotkaL LOX]RUQR MHWYHPHNLWDWAHRD BLIJDQGL ELOL EROML
I eritromicina. Ostali faktori, poput mehanizma ulaska u stakicL WRNVLpPpQRVWL ]D
organizam igrauY DA@R®RIX X WRPH KRiUH OL QHNL DQWLELRWLN
upotrebu.

Tablica 4. Usporedba energija vezan@DM SRYROMQ L M ligan&l® p,LHQIi B & éheyifpml D
vezana azitromicina i eritromicina.

Energija vezanja

Ligand [kJ mol]
F -49,74
H -49,32
G -47,65
Azitrmicin -18,46
Eritromicin -8,95

5D]JOLNH énegPgiisly XKRMHGLQLK QDpPpLQD YH]IDQMBWRQRVMHR N
]QDpDMQD UD]OLMNIRMLWHE R INDH) G HDIS U D FTRARQIDSORIIEND VQ LM
coli. 1z tog razloga bilo bi korisno provesti konformacijsku pretrdpnte Carloveznog
PMHVWD V YH]DQLP OLJDQGRP 7DNR EL VH WHPHOMLWLMH
i interakcije koje tvore s ligandanKonformacijska pretraga veznog mjesta s vezanim
ligandom otkrila bi nam da li konformacijske promjene uzrokovane vezanjem liganda za
QXNOHRWLGH L DPLQRNLVHOLQH X YH]IQRP PMHVWX GRYRC

imaju ulogu u pozicioniranju supstrata i katalizi peptidne veze.

4.2.1 Intramolekulske interakcije u veznom mjestu

Intramolekulske EH QWHUDNFLMH L YRGLNRYH YH]H SURQDYHQ'
vezanjalntramolekulske@dihterakcije prisutnesuu R G QDpLQD YH]IDQMD awRr
Y Lidelgo7 od 814 NROLNR MHXSNRQIRMHHULPD QDYHQLK NRQIRUPDI
,DNR VX NRG QDMSRYROMQLMLK QDpL&R DL AMVAIDE@ R D ENDXJOHNH
interakcie SULVXWQH VXPRGE @IhEQR YOHOL L G ReQadjfig8RIMMR OM QLK
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FiH.Ovirezultati XSXUXMX QD WR GD E&intefaktije R P R\OW BIRABRM N H

nego u otapald WR MH QHR p HihtdaM®@eRulskel yodRaveD/¥¥¢e prisutne su kod 4 od

10 najpof ROMQLMLK QDpLQD YH]DQMD WH X XNXSQR SURQDY
LOQWUDPROHNXOVNLK YRGLNRYLK YH]D WH QMLKRYD SULYV
vezanja XSXUXMH QD WR GD RQHvé&ahjXligahbdepuPTARIJIDWLYQR QD

4.2.2 Intermolekulske interakcije u veznom mjestu

%XGXUL GD VX LQWHUPROHNXOVNH YRGLNRYH YH]H SU
YHIDQMD PR&H VH ]DNOMXpLWL GD VX RQH NOMXpQH X V
Intermolekulske EELQWHUDNFLMH W DiNiRkpHhidu prisutidJuOngjpvidljvijéhid
QDpPLQX YH]DQMD SULVXWQH VX X QD pm@depdddpipddD NRML
QDMSRYROMQLMHVHQXX PLQRI YFH [ ®WHID P SRYROMIQ ko iQDpLQLF
intermolekulske vodikove vezg LQL YUOR ELWQLP ]D VWDELOL]JLUDQMH (

9HULQD OLJDQDGD X YH]QRP PMHVWX SRSULPD NRQIRL
NRQIRUPDFLMD QDYHQLK ORQWH &DUOR NRXQIGUHFD ANRIWIN KX
veznom mijestu tvore nukleotidi G2057, A2058, A2059, G2061, A2062, G2505, U2506,
G2583, U2585 U2586. S tim nukleotidimamakrolaktonski prsten i semintiokarbazonski
supstituentvore vodikove veze EEH QWHUDNFLMH 7L UH]JXOWDMXWGEXXILWVNOD
da je u blizini vezno mjesto eritromicina koji se stabilizimteerakcijama sA2058 i C2611.
BURQDYHQD VX WUL DOWHUQDWLYQD PMHVWD YH]DQMD
semitiokarbazonskog supstituenta. ZaveakQ D g eQanjaligand poprima knformaciju u
kojoj e VHPLWLRNDUED]RQVNL VXSVWLWXHQW LVSUXAHQ L X
$OWHUQDWLYQL QDpLQL YH]DQMD SULND]DQL QD VOLNDPD
EXGXuUL GD SRYUALQX PMHVWD YH]Q@ pb2icighivaRjisupsaaN O HR W L
katalizi reakcije stvaranja peptidne vezeMLKRYD GHDNWLYDFLMD PRJOD EL
NDWDOLWLpPpNX DNWLYQRVW EDNWHULMVNRJ ULERVRPD

LigandG, za razliku od ligand&iHnitt X MHGQRP RG QDMSRYROMQLMI
ne stupa u interakcije s nukleotidom A2058 WR XNBLXPFRJIGBG®R ELWL XpLQNRY
EDNWHULMD UH]JLVWHQWQLK QD HULWURPLFLQ EXGXUL GI
dimetilaciji ili supstitucijiA20568NRML MH NOMXpDQ |D VWDELOL]JLUDQMH H
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4.3Prijedlog ]D GDOMQMD LVWUDALYDQMD

1D WHPHOMX UH]XOWDWD GRELYHQLK UDpXQLPD PROH
kako su intermolekulsk&EGnterakcije prisutne kodelikog broja errgetskiSRYROMQLK QDpL
YHIDQMD 8 YHOLNRP EURMX VOXpDMHYD WHUPLQDOQL VX
stvara E@Enterakcije s nukleotidima veznog mjesta. Ligandi koji imaju nesupstituiranu
aromatsku skupinu, pogotoVigandiF, G i H, imajupovoljnije energije vezanja od liganada
koji imaju polarni supstituenha terminalnom benzenskom prstenu i od onih koji imaju
nearomatski supstituen8]HYaL X VREE]JpUQMHQLFH ]D GDOMQMD LVWU
ligandiK, L i M (slikal7). LigandK na terminalnom kraju semitiokarbazonskog supstituenta
LPD DQWUDFHQVNX VNXSLQX NRMD GRQRWENGBRBRGERWQH PR
SRWHQFLMDOQL SUREOHP NRG WRJ OLJDQGD MH YHOLpPLQD
R J U D @ekpihivvst L NRQIRUPDFLMVNH SURPMHQH WH RWHAaDWL
Ulogaatoma XJOMLND L]JPHYyX GYD WHUPLQDOIQjp daddtgk] évizgVND S U
jednostruke veze oko kojih se benzenski prsteni mogu rotédida R EL LP GDOR GR(
konformacijsN X VORERGX L SRYHUDOR FRiREh¥iakcRVRAOLIEDT R&V Y D UD Q
ligandalL, kao i kod ligandk EL PRJDR ELWL WDM a@WR LPD YHUX PROHN
SUHWUDAHQLK OLJDQDGD a4WR SRWHQFLMDOQR RWHADYD X
obzir kod dizajna ligandd kojem su ostavljena ukupno tri beznenska prstena povezana
jednostrukm HIDPD RNR NRMLK MH PRJXUD BGMAOCRKEM#IN DOL VX
sumpoa. Kod ligandaM problem bi mogao biti u nedostatku polarnih skupina na supstituentu
awR EL PRJOR VPDQMLWL WRSOMLYRVW VSRMD L K®RJUDQLPp

veznim mjestom u ribosomu.
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Slika17. 'YRGLPHQ]J]LRQDOQL SULND] OLJDQDGD SUHGOR&HQLK ]D GD
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=DNOMXpDN
&LOM RYRJ LVWUD&LYDQMD ELR MH LVWUDALWL YH]DQM

regiju PTAR ribosoma bakterijgscherichia colimetodom molekulskog uklapanja. Prvo je
SURYHGHQD NRQIRUPDFLMVND SUHWUDJD ORE€abtEp&EAD UOR X]
9HULQD QDMSRYROMQLMLK NRQIRUPHUD QDYHQLK ORQWH &I
NRQIRUPDFLMX X NRMRM MH VHPLWLRNDUED]RQVNL VXSVW
lzuzetci su ligandAiF pLMD MH NRQIRUPDFLMMRD XU NWUD3IW HXIDVWH D
PRGHOD RNWDQROD 5D]JORJ WDNYH NRQIRUPDFLMH OHAL .
odnosno velika nepolarna skupina na terminalnom kraju semitiokarbazonskog supstituenta
zbog koje su interakcije s otapalom povoljrofonih s makrolaktonskim prstenom.

Molekulskim uklapanjem dobiveno je da ligaRdma najpovoljniju energiju vezanja,
a u okviruod 2,1 kJm3lQDOD]H VH QDMSRYROMQ LHilG.GD fidaqdL. YH]D Q|
LVWUDAHQL X RYRP LVWMRAIMXDO HVDH WIRADINKX YSIRDY@KMD GRE
molekulskog uklapanja od energija vezanja azitromicina i eritromicina dobivenih istom
PHWRGRP aWR EL LK VYH WUHEDOR pLQLWL SRWHQFLMDOC(
YH]DQMD GRELYHQD U DKapanjaRife j@RiGriteX)jxefikdshdsténtibiotika.
LigandG jedini je od tri liganda s najpovoljnijirmnergijamasezanja koji ne stupa u interakcije
vV $ aAWR JD pLQL SRWHQFLMDOQR HILNDVQLP SURWLY EC
da se reistencija na makrolide temelji na dimetilaciji A2058 ili na A2058G supstituciji.
, OQWHUPROHBENXQWNHDEFLMH YD&QH VX ]D-uV @isuthe ulkpp FLM X O
YHOLNRJ GLMHOD QDMSRYROMQLMLK QDpLQMmiK,H]iDMQMD 1D
NDR SULMHGORJ ]|D GDOMQMD LVWUDALYDPRIDX GNRNER Y L VX
interakcije zbog dodatkaaromatskog SUVWHQD RGQRVQR ]JERJ SRYHUDC

supstituenta.
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7. Dodatak

IDMSRYROMQLML NRQIRUPHUL SUREQEXgmHI QL OR((
SUHWUDJRP X pHWLUL PRGHOD RWDSDOD

c) d)

Slika 18. Najpovoljniji konformeri liganda A dobivenih konformacijskom pretragom u modelu otapala:
D GLHOHNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNWULPQH NRQVWI
implicitnom modelu vode.
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c) d)

Slika 19. Najpovoljniji konformeri liganda B dobivenih konformacijskom pretragom u modelu otapala:
D GLHOHNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNWULPQH NRQVWI
implicitnom modelu vode.
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c) d)

Slika 20. Najpovoljniji konformeri liganda C dobivenih konformacijskom pretragoin 8 RULaAWHQMH
modela RWDSDOD D GLHOHNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNW
oktanola, d) implicithom modelu vode.
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c) d)

Slika 21. Najpowljniji konformeri liganda D dobivenih konformacijskom pretragoh WRUL&AWHQMH
modela RWDSDOD D GLHOHNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNW
oktanola, d) implicithom modelu vode.
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c) d)

Slika 22. Najpovoljniji konformeri ligandaE dobivenih konformacijskom pretragomluNRUL&AWHQMH
modela otapala D GLHOHNWULpPQH NRQVWDQWH E GLHOHNWULpPQF
oktanola, d) implicithom modelu vode.
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c) d)

Slika 23. Najpovdjniji konformeri ligandaF dobivenih konformacijskom pretragomluNRULaAWHQMH
modela RWDSDOD D GLHOHNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNW
oktanola, d) implicithom modelu vode.

47



a) b)

c) d)

Slika 24. Najpovoljniji konformeri ligandaG dobivenih konformacijskom pretragomluNRULAWHQMH

modelaotapala D GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH
oktanola, d) implicithom modelu vode.

E

GLHOHNWULpPQ'!
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c) d)

Slika 25. Najpovoljniji konformeri ligandaH dobivenih konformacijskom pretragoml]uNRULAWHQMH
modeh RWDSDOD D GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH E GLHOHNW
oktanola, d) implicithom modelu vode.
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c) d)

Slika 26. Najpovoljniji konformeri ligandd dobivenih konformacijskom pretragom u modelu otapala:
a) dieleNWULPpQH NRQVWDQWH E GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH
implicitnom modelu vode.
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c) d)

Slika 27. Najpovoljniji konformeri ligandal dobivenih konformacijskom pretragomluNRUL&AWHQMH
modelaotapala: ) GLHOHNWULPQH NRQVWDQWH E GLHOHNWULpPQH |
oktanola, d) implicithom modelu vode.

51



7.2 Energije vezanja, intramolekulske i intermolekulske interakcije
SRMHGLQLK QDBRELRYWHID WYWMPXQLPD PROHNXOVNRJ

Tablica 5. Nukleotidi i aminokiseline s kojim ligand A stvara vodikove vez&Ghterakcije. Prisutnost
intramolekulskih vodikovih veza iIEELQWHUDNFLMD (QHUJLMH SRMHGLQLK Q
UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske & Intramolekulske Intramolekulske
Ligand [kJmol?] vodikove veze dinterakcije vodikove veze Edinterakcije
A -45,98 G2505, A2062 C2611 U2504 0 0
A -4556  G2057, A2059, G205 A2058 1 0
A -4514  G2057, G2053A2062 G2505 0 0
A -44,73 A2059, U2609 C2611 0 0
G2061, U2585, A206:
A -44,73 u1782 u2504 0 0
U2585, U2586,
A -4473  A2062, U2584, U260¢ u2504 0 0
A -44,31 A800 0 0 0
A -44,31 C2610, A742 0 0 0
A -4431  A2062, A2503, G250  U2506, G2061 0 0
A -43,89 A2058, G2505 0 0 0
A -43,89 G2505 A2058, G2505 0 0
A -43,89 G2505, C2451 0 0 0
A -4347 G2504 0 0 0
A -4305 U2441, U2585, U258  A2587, A2061 0 0
G2057, G2056GIn
A -42,64 150 0 0 0
A -42,64  U2441, U2586, U258t A2062 1 0
A -42,22 0 0 1 0
A -42,22 A2059 0 0 0
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Tablica 6. Nukleotidi s kojimaligagnd B VWYDUD YRGLNEYHQYWHHHDNFEMH
intramolekulskih vodikovih veza iEELQWHUDNFLMD

UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske Intramolekulske ,QWUDPROH
Ligand  [kJmol-1] vodikove veze EE LQWHL vodikove veze E LOQWHUL
B -46,40  U2585, G2505, A206: u2584 1 0
B -4514 G2505, 0 0 0
A2503, U2584,
B -4514 U2609, C2452 U2585 0 0
C2442, A2062,
B -42,22 G2505, U2584 A2062 0 0
B -41,80 U2585, A2059, A2062 0 0 1
B -41,80 G2505, U2585, U178: U2605 1 0
U2584, U2506
B -41,38 G2505, U1782, A250: 0 0 0
B -41,38 U2585, U2506 A2451 0 0
B -39,71 A2059, G2505, U258¢ u2504 0 0
B -39,71 U2585, A2059 0 0 0
B -39,71 G2505, A2062 G2505 1 0
B -38,87 U2586, G2608 A2503, A2062 0 1
B -37,20 A2062, G2505 0 0 0
B -37,20 G2056 G2505 0 0
B -36,78 A2059, G2053 A2059 1 0
B -36,37 U2584, U1782, A206z U2585, 0 0
B -35,95 U2585, G2505 0 0 1
B -35,53 U2506, G2505 0 0 0
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Tablica 7. Nukleotidi s kojima ligandC VWYDUD YRGLNEYHQYWHHDNFEMH
intramolekulskih vodikovih veza iEELQWHUDNFLMD

UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske Intramolekulske Intramolekulske
Ligand [kJ mol™] vodikove veze EE LQWHL vodikove veze EE LQWHU
C -46,82 U2585, G2505, A2058 0 0 0
C -45,56 G2061 0 0 0
G2505, U2506, U1782
C -45,14 A2062 U2506 0 0
C -44,73 A2058, U2609, G2505 A2059, A2503 1 0
G2583, A2451, U2585
C -44,73 A2062 A2451 0 0
C -44,73 A2059, U2584, 0 0 0
C -44,73 G2061, U2584 0 0 0
C -44,73 U2584, U2586, C2610 0 0 0
C -44,31 G2505, U2506 0 1 0
U2506, G2505, A2503
C -44,31 u2584, 0 0 0
C2063, C2442, C2066
C -44,31 C2056,C2442, A2439 0 0 0
C -44,31 A2059, G2505 0 0 0
C -44,31 G2581, U2586, A2062 U2506 0 0
C -44,31 G2061, U2584 0 0 0
C -44,31 G2505, G2505 0 0
C -43,89 G2061 0 0 0
C -43,89 U2585, 0 0 0
C -43,89 A2062, 0 1 0
C -43,89 G2061, U2584, G250t U2506 0 0
C2066, C2063, C2442
C -43,47 A2439 0 0 0
C -43,05 C2442, A2059, A2062 C2442 0 0
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Tablica 8. Nukleotidi i aminokiselines kojima ligandD VW YDUD YRGLNRYHHQWH]H NFEM
BULVXWQRVW LQWUDPROHNXEDQMHKUDNRBLMRY (QHUYH]LMH SRMHGL
GRELYHQH UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand  [kJ mol] vodikove veze EE LQWHL vodikove veze EE LQWHLI

A2452, G2061, A2503,

D -43,89 U2585, U2586 0 0 0

Asn 149, A2054, G2056,

D -43,.89 G2505, 0 1 0

D -4347 U2858 u2584 1 0

D -43,05 U2506, A2059 U2585 0 1

D -43,05 G2505, A2439, 0 0 0
U2585, G2505, A2503,

D -42,64 G2061, A2058, 0 0 0
C2452, G2061, U2585,

D -42,22 U2586, 0 0 0

D -42,22 G2505, U2585, A2503, 0 0 1

D -42,22 U2506, U2585, A2059 U2585 0 1

D -42,22 A2059, U2585, A2503, G2505 0 0
U2441, U2586, A2062,

D -42,22 G2505 0 0 0

D -42,22 G2505, U2441, A2062 0 0 0

D -41,80 U2585 U2504, U2506 0 0
C2442, A2062, U2585,

D -41,80 A2503, 0 1 0

D -41,80 U2441, G2505, A2062 0 0 0

D -41,38 U2504, U2585, C2063, G2505 0 0

D -41,38 U2441, G2505 A2062 0 0

D -40,96 U2586 A2578, A2062 0 0

D -40,55 C2452, G2505, 0 0 0

D -40,55 A2059, G2505, A2503 1 0

D -39,29 G2505, G2056, G2057 G2056, G2505 0 0

D -38,04 0 0 0 0
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Tablica 9. Nukleotidi s kojima ligandE VWYDUD YRGLNEYHQYWHHHDNFEMH

3UL

LQWUDPROHNXOVNLK-ERQGWMNMRDING LYMOD (QHEEJLMH SRMHGLQLK Q

UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske Intramolekulske , QW UDPROH®
Ligand [kJ mol?] vodikove veze EE LQWH vodikove veze interakcije

E -43,89 U2584 U2585 u2506 0 0

E -43,.89 U2585, A2062 u2585 0 0

E -42,22 U2609, U2586 u2609 0 0

E -41,80 0 0 0 0

E -41,80 U2586, u2504 3 0
U2506, U2585, G2061,

E -41,38 U2504, U1782 0 0 0

E -41,38 G2505, U2585, C2610 G2505 0 0

E -40,96 C2610, U1782 U2586 0 0

E -40,96 U1782, U2586, A2058 A2062 0 0

E -40,96 A2503 A2059, A2503 2 0
G2056, G2505, A2059,

E -40,96 U2586 A2058 0 0

E -40,55 A2451, G2505, U2586 u2585 0 0

E -39,71 U2506, U2585 0 0 0

E -39,29 U2609, G2505 0 1 1

E -39,29 A2451, A2062, G2505 A2451 1 0
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Tablica 10. Nukleotidi i aminokiselines kojima ligandF VW YDUD YRGLNRY.H) WHUD NLFEM
BULVXWQRVW LQWUDPROHNXEDQMHKUDNRBLMRY (QHUYH]LMH SRMHGL
GRELYHQH UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand [kJ mol] vodikove veze EE LQWH! vodikove veze EE LQWH!
G2057, G2505, A2059
F -49.74 U2586 0 2 0
F -49.32 U2506, G2505, A2062 U2506, U2585 2 0
F -48.49 U2585, A2058, A2062, u2506 0 0
U2506, G2505A2058,
F -47.65 A2062, U2506 1 0
F -47.65 G2056, A2062 G2505 0 0
F -47.23 U2585, A2062, G2505 A2058, G2505 1 0
F -47.23 U2609, C2610, A2062 C2610 0 0
U2585, G2505, G2505
F -46.82 G2581, A2062, A2451, 1 1
F -46.40 G2505, U2586 U2586, A2503 2 0
ASN149, A2054,
G2056, G2057, A2062
F -46.40 U2586, A2058 0 0
F -46.40 A2062, C2063, A2058 U2506 2 0
F -44.31 U2585, C2452 0 1 0
F -43.89 A2503, A2584 C2442 0 0
F -43.05 U2609, A2062, u2584 0 0
U2506, U2585, A2059.
F -42.64 U2586, 0 0 0
F -42.64 U2586, U2506, U2585 0 2
F -40.96 Lys90 Arg 92 0 0
F -40.96 U2586, G2061, A2062 U2585, A2062 0 0
F -40.96 U2609, A2062, U2584 U2506 0 0
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Tablica 11. Nukleotidi s kojima ligandG VWYDUD YRGLN&EYHQWHUDNFEMH
LOQWUDPROHNXOVNLK YRGLNRYLK YH]ID L E LQWHUDNFLMD

molekulskog uklapanja.

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand [kJ mol] vodikove veze EE Ergkdije vodikove veze EE LQWH!
G -47,65 U2586, G2505, A2062 U2586 0 0
G -46,40 U2586, G2505, A2062 0 1 1
G -45,98 U2609, A2503 0 0 0
G -44,31 U2609, U1782 C2610 0 1
G -43,05 0 C2610 1 1
G -43,05 G2061,A2451 C2610, U2609 0 0
G -42,64 0 C2610 1 1
G -42,64 A2451, G2061 C2610, U2609 0 0
G -42,22 G2505, A2058 u2506 0 1
G -42,22 U2609, U1782, U2585 0 1 1
G -42,22 G2061, A2451, U2585 U2609, 0 0
G -41,38 U2585, G2061, G250¢ 0 0 1
G2581,A2062, U1782,
G -41,38 G2061 G2608 0 0
G -40,96 G2505, G2061, C261C 0 0 0
G -40,96 0 u2504 1 0
G -40,13 U2585, G2505, G250t 0 2 1
A2054, G2505, G2061
G -38,04 A2062 0 0 0
G -37,62 G2505, U2584 G2061, A2053 1 1
G -37,20 A2054, A2059 A2059 0 0
G -35,95 U2506, G2057, G250¢ G2505 0 0
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Tablica 12. Nukleotidi i aminokiseline s kojima ligandd VW YDUD YRGLNR Y)W HUHD NFEM
BULVXWQRVW LQWUDPROHNXEDQMHKUDNRBLMRY (QHUYH]LMH SRMHGL
GRELYHQH UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand [kJ mol?] vodikove veze EE LQWH! vodikove veze EE LQWHI

U2586, U2609, U1782

H -49,32 U2585 u2584 0 0

H -48,07 U1782, C2610, G2061 C2610 0 1
A2577, A2058, C2610,

H -47,65 U1782, U2609 G2056, C2611 0 0

H -47,65 U2584, C2610, A2062 U2584, G2608, 0 1

H -46,82 G2505, U2504 G2056 1 0

H -46,82 0 0 0 1

H -46,82 U2585, G2505, A2062 0 0 0

U2441, U1782
H -46,40 C786, U2585 A2587 1 1
Asn 149, A2054,

G2057, G2505, G2505

H -44.31 U2586 0 0 0

U2506, G2061,

H -43,05 U2585,A2062 A2503 1 0

H -42,64 0 U2586 0 0

H -42,22 A2058 U2506 0 0
G2053, G2505, A2062

H -42,22 A2059 A2059 0 0
U2585, A2058, U2609.

H -42,22 U2586 C2611 0 1

H -42,22 U2609, U2586, A2058 0 1 0
U2586, U2609, U2584

H -41,80 A2059, G2061 U2586 1 0

H -41,38 U2441, U2586, A2058 0 0

H -41,38 C2610, A2058 G2505, U2609 1 0
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Tablica 13. Nukleotidi s kojima ligandl

VWYDUD YRGLNEYHQYWHHDNFEMH

3UL

LQWUDPROHNXOVNLK-ERQGWMNMRDING LYMOD (QHEEJLMH SRMHGLQLK Q
UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand [kJ mol™] vodikove veze EEntéerakceije vodikove veze EE LQWHI

U2506, A2054, G2505

I -46,40 U2586 0 0 0

I -45,98 U2504, G2505, G250¢ G2505 0 0

I -45,98 G2505 0 1 0

I -45,56 U2585, A2058 C2611 0 1

I -45,56 G2057, U2506 C2611, C2611 1 1

I -45,14 A2058, U2506 C2611, C2611 1 1

I -44,73 A2451, U2585, A2503 U2585 0 0
U2506, G2053, A2054
G2057, G2505, A2451

I -44,73 G2061 0 0 0
G2576, A2577, C2055

I -44,73 G2505, U2585 A2572, A2572 0 0
U2585, U2506, U2585

I -44,73 A2058 A2451 0 0

I -44,31 A2059, U2586, U2586 0 0 0

I -44,31 A2062, U2585 A2062 0 0

I -43,05 A2062, C2610, U2609 C2610, U2506 2 0
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Tablica 14 1XNOHRWLGL V NRMLPD OLJDQG-E V\WQWHUD NVYFRGILHN R 3 BIL
LQWUDPROHNXOVNLK-ERQGWMNMRDING LYMOD (QHEEJLMH SRMHGLQLK Q
UDpXQLPD PROHNXOVNRJ XNODSDQMD

Energija Intermolekulske Intermolekulske  Intramolekulske  Intramolekulske
Ligand [kJ mol?] vodikove veze EE LQWH! vodikove veze EE LQWHI
J -45,56 U2586, U1782, C2611 C2610 1 0
C2610, U2609, U2584
J -45,56 A2062 C2610 0 0
J -45,56 G2505, A2062 U2586, 1 0
J -45,14 0 G745 0 1
J -45,14 U2441, C2610 0 0 0
J -44,73 G2057, U2506 G2505, G2505 0 0
J -44,73 A2503 0 0 0
J -44,73 U2585, A2503 0 1 0
J -44,73 U744, G745, G2061 G745, 0 0
J -43,89 U2586 u2584 2 0
J -43,05 C2452, A2503 U2585, 0 0
J -42,64 U2586, A2503 C2610 1 1
G2576, G2057, G2505
J -42,64 A2059, U1782 G2505 0 0
J -42,22 G2505, U2585 A2059, A2058 1 0
J -42,22 G2505, U2585 G2061, A2503 0 0
J -41,38 G2505 G2505 1 0
J -40,96  G2505, G2505, U178z G2061, A2503 0 0
J -40,55  G2505,U2585, G2061 G2505 0 0
J -40,13 U2585, U2584 U2506 0 0
J -40,13 U2585 G2061, A2503 0 0
J -40,13 0 C2611 0 1
J -39,71 G2505 0 0 1
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