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SAZETAK

Spektroskopija NMR (nuklearne magnetske rezonancije) je klju¢na tehnika za proucavanje
interakcija bioaktivnih molekula u suvremenom dizajnu lijekova jer omoguéuje neinvazivno
istrazivanje strukture i dinamike molekula te njihovih interakcija s bioloskim receptorima. Ovaj
rad daje pregled o osnovnim principima spektroskopije NMR, isticu¢i njezine prednosti i
nedostatke u usporedbi s drugim tehnikama. Razmatraju se interakcije ligand-protein, gdje se
NMR koristi za mapiranje epitopa i odredivanje afiniteta vezanja liganda na proteine. Takoder
se proucavaju interakcije liganda s DNA, RNA i membranskim receptorima, koristec¢i tehnike
poput PFG NMR i trNOESY. Opisuje se strukturna analiza liganda koja obuhvaca odredivanje
trodimenzijske strukture pomoc¢u spektroskopije *H NMR i drugih metoda. Nadalje, opisuje se
analiza peptida i proteina, isticu¢i uporabu podataka NOESY i drugih tehnika NMR za
proucavanje struktura proteina koji sluze kao receptori za ligande. Zaklju¢no, naglasava se
vaznost spektroskopije NMR kao moénog alata u istrazivanju bioaktivnih molekula, koji daje

bitan doprinos razumijevanju molekularnih mehanizama i razvoju u¢inkovitih lijekova.
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1. UVOD

Ovaj rad dati ¢e pregled o spektroskopskim tehnikama NMR vezanih za interakciju
bioaktivnih molekula temeljen na knjizi NMR spectroscopy for studying interactions of
bioactive molecules, autora Predraga Novaka i Tomislava Jednacka [1]. Jedan od glavnih
preduvjeta za uspjeSan dizajn bioaktivnih molekula i lijekova je razjasnjavanje trodimenzijske
strukture malih molekulskih liganda, receptora i njihovih kompleksa. Kljuéni koraci u ovom
procesu ukljucuju identifikaciju strukturnih elemenata 1 skupina odgovornih za bioaktivnost.
Sposobnost dizajniranja novih kandidata za lijekove jednostavno iz visokorezolucijskih
struktura biomolekula jo§ uvijek je ogranicena. Od presudne je vaznosti bolje razumijevanje
molekulskih mehanizama i dinamike uklju¢enih u interakciju liganda s makromolekulama.
Postoje brojne tehnike za istrazivanje interakcija ligand-receptor, kao §to su ravnotezna
dijaliza, fluorescencijska spektroskopija, kapilarna elektroforeza, ultrafiltracija, itd. Opcenito,
ove tehnike zahtijevaju dugotrajne korake odjeljivanja koji mogu utjecati na ravnoteze
vezanja ili korake derivatizacije analita koji mogu promijeniti aktivnost liganda.
spektroskopija NMR isti¢e se kao vrlo korisna metoda za karakterizaciju interakcija ligand-
receptor buduéi da moze pruziti mnostvo informacija bez kemijskih modifikacija uzorka.
Ovaj zavrsni rad nudi pregled glavnih tehnika NMR za proucavanje interakcija bioaktivnih

molekula s njithovim bioloskim receptorima uz njihove glavne prednosti i nedostatke.

1.1. Spektroskopija NMR

Spektroskopija NMR jedna je od najmo¢nijih i najvrijednijih metoda u suvremenom
otkrivanju i razvoju lijekova. Postoji mnostvo jedno- i viSedimenzijskih tehnika razvijenih u
posljednjih nekoliko godina, za proucavanje struktura bioloski vaznih molekula kao $to su
proteini i nukleinske kiseline te njihove interakcije s drugim makromolekulama ili malim
molekulama, potrebne za dizajniranje u¢inkovitih lijekova. Otkrivanje lijekova obi¢no
ukljucuje nekoliko klju€nih faza, tj. generiranje pogodaka, optimizaciju i1 predklinicki razvoj.
lako znanje o 3D strukturama kompleksa ligand-receptor moze donekle ubrzati potragu za
molekulama s ve¢om aktivno$cu, optimizacija fizikalno-kemijskih svojstava koja diktiraju
ucéinkovitost in vivo takoder igra vaznu ulogu. Ta svojstva ukljucuju topljivost, apsorpciju,
distribuciju, metabolizam, izlu¢ivanje i toksi¢nost, poznata kao ADMET ( eng. Adsorption-

distribution-metabolism-excretion-toxicity). Glavni doprinos spektroskopije NMR dizajnu
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lijekova ukljucivao je odredivanje trodimenzijske strukture bioloskih molekula i mnogo truda
je uloZeno od strane bioloskih grupa NMR u razvoj razli¢itih dvodimenzijskih i

visedimenzijskih tehnika za tu svrhu.

Danas, odredivanje strukture proteina spektroskopijom NMR obi¢no ukljucuje
izotopno oznacavanje prekomjerno eksprimiranog proteina u genetski modificiranim
bakterijama [2]. Stoga, dostupnost proteina obogaéenih izotopima *C, *N i 2H, u kombinaciji
s brojnim visedimenzijskim eksperimentima NMR, omogucuje odredivanje strukture u
otopini proteina ili kompleksa protein-ligand do veli¢ine od 82 kDa. Nedavno razvijene
sekvence koje smanjuju transverzalnu relaksaciju, kao Sto je spektroskopija optimizirana za
transverzalnu relaksaciju (TROSY, eng. Transverse relaxation-optimised spectroscopy),
omogucile su snimanje visokorezolucijskih spektara NMR makromolekula s masama do 100
kDa i vise [3,4].

Medutim, ¢ak i za manje proteine s dobrom disperzijom signala i uskim linijama,
proces odredivanja strukture moze biti vrlo dugotrajan. Nove tehnike NMR-a u ¢vrstom
stanju pojavile su se kao snazan alat za proucavanje proteina koje nije moguée direktno
mijeriti u otopini. To je omogucilo proucavanje integralnih membranskih proteina, proteinskih
agregata i vlaknastih proteina, bez obzira na karakteristike ¢vrstog stanja prou¢avanog
sustava, §to je jedan od glavnih preduvjeta za analizu rendgenskom difrakcijom gdje su
potrebni kristalni uzorci. U suvremenom otkrivanju lijekova, NMR pruza mnogo vise od
odredivanja trodimenzijske strukture makromolekula, budu¢i da je nasao Siroku primjenu u

generiranju pogodaka, metabonomici i analizi slozenih smjesa[5-7].

Osim strukturnih informacija o makromolekulskom cilju u procesu dizajna lijekova,
kljuéno je razumjeti principe interakcije odredenih bioloskih receptora s molekulom nalik na
lijek. To je jedan od preduvjeta za otkrivanje liganda visokog afiniteta za bioloski vazne
ciljeve proteina. Upotreba spektroskopije NMR moze se koristiti i u razjasnjavanju ostalih
fenomena interakcije receptor-ligand, kao $to su razjasnjavanje slobodnih i vezanih
konformacija liganda, pokretljivost liganda, receptora i njihovog kompleksa, odredivanje
konstanti vezanja, odredivanje reaktivnih skupina odgovornih za vezanje te pruZanje

informacija o orijentaciji ili dubini uranjanja liganda u svoj cilj.
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Tehnike razvijene za dobivanje informacija o interakcijama izmedu bioloskih meta i
malih molekula koje sluze kao potencijalne ciljne molekule mogu se podijeliti u dvije glavne
skupine: tehnike temeljene na ligandu i tehnike temeljene na receptoru. Teoretski, svi NMR
parametri su osjetljivi na procese vezanja i mogu se koristiti za proucavanje interakcija
ligand-receptor. Najcesce su koristeni oni koji se lako dobivaju i imaju najvecu osjetljivost, a
ukljucuju kemijske pomake, koeficijente translacijske difuzije, vremena relaksacije i
nuklearni Overhauserov efekt (NOE). Neki od tih parametara jednostavno se koriste za
indikaciju vezanja, dok drugi pruzaju informacije o lokaciji mjesta vezanja liganda i
znacCajkama mapiranja povrsine te odreduju konstante vezanja i promjene u pokretljivosti

kompleksa ligand-receptor.

Izvrsna metoda temeljena na receptoru nazvana ,,0dnos strukture i aktivnosti (SAR, eng.
Structure activity relationship) pomo¢u NMR-a“ razvijena je od strane istrazivaca Hajduk,
Meadows, Fesik i Shuker [8,9]. Metoda se temelji na perturbacijama u spektru *H- N ili *H-
13C-HSQC (heteronuclear single quantum coherence) proteina nakon dodavanja smijese
spojeva. Zahtijeva izotopno obogacivanje proteina s **N ili 3C. U prvom koraku, biblioteka
malih molekula se provjerava kako bi se identificirale one koje se vezu na ciljni protein.
Vezanje se detektira usporedbom dvodimenzijskih spektra *H- *N ili *H- **C-HSQC proteina
prije i nakon dodavanja liganda ili smjese liganda kako bi se detektirale promjene u kemijskim
pomacima pri vezanju. Ligandi koji se vezu na jedan ili viSe dZepova u prostornoj blizini
identificiraju se, optimiziraju i povezuju zajedno kako bi se proizveli ligandi visokog afiniteta.
Od prve primjene ove metode na protein FKBP, ova metoda koristena je za otkrivanje mnogih

liganada visokog afiniteta za druge terapijski relevantne proteine.

Za eksperimente koji se oslanjaju na promatranje molekula liganda, izbor NMR
parametara je raznovrsniji. Visoka osjetljivost parametara liganda na vezanje omogucila je
razvoj brojnih vrijednih tehnika za bolje razumijevanje procesa vezanja na molekulskoj razini
i identifikaciju novih bioaktivnih spojeva. Pri vezanju male molekule liganda na ciljnu
makromolekulu, kemijski pomaci i rezonancije cilja su perturbirani. Stoga, za detekciju vezanja
liganda, u slucaju dobro razdvojenih signala, dovoljno je provesti jednostavne titracijske
eksperimente i1 promatrati promjene u kemijskim pomacima protona i Sirini linija. To je
prikazano na Slici 1. u slu¢aju vezanja antibiotika azitromicina na ribosom. Konstanta

disocijacije takoder se moze procijeniti nelinearnim prilagodavanjem krivulje kemijskih
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pomaka u odnosu na koncentraciju. Druge metode za identifikaciju i karakterizaciju interakcija
ligand-receptor opcenito se mogu podijeliti na metode temeljene na NOE, metode temeljene na

relaksaciji i metode temeljene na difuziji.

S \J/‘\é,kw}éw?v%fw g
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Slika 1. Protonski spektar azitromicina (linija 1) i protonski spektra azitromicina nakon
dodavanja ribosoma E. coli (linije 2, 3 i 4) snimljena na 700 MHz.

efekti NOE ili prenesena nuklearna Overhauserova pojacanja (trNOE) proizlaze iz
razli¢itih vremena korelacije, tc, slobodnih i vezanih molekula. Mali molekulski ligandi imaju
kratka vremena korelacije i obi¢no daju pozitivne efekte NOE ili ih nema. S druge strane, velike
makromolekule pokazuju jake negativne efekte NOE. Ako se mala molekula veze, ponasa se
kao makromolekula i pokazuje jake negativne efekte trNOE, pod rezimom brze izmjene
vezanih i slobodnih stanja. Nedavno je razvijen niz tehnika NMR temeljenih na efektu NOE.
Dobro je poznato da su efekti NOE neprocjenjivi alati za odredivanje struktura 3D malih
molekula i biomolekula. Pri vezanju molekule liganda za njezin bioloski receptor, efekti NOE

prolaze kroz znacajne promjene $to dovodi do opazanja prenesenih efekata NOE.
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Danas vrlo popularna i brza metoda koja se oslanja na efekt NOE je spektroskopija
NMR razlike prijenosa zasi¢enja (STD), koju je predlozio Mayer [10,11]. Metoda je postala
jedna od najcesce koristenih metoda NMR za karakterizaciju interakcija liganda i receptora.
Temelji se na prijenosu zasicenja s receptora na vezani ligand koji se zatim izmjenom prenosi
u otopinu i detektira. Kao $to je prikazano na Slici 2. STD uzima razliku izmedu dva
eksperimenta. U prvom eksperimentu (on-resonance) selektivno se ozracuju ili zasi¢uju samo
rezonancije receptora koriste¢i selektivne pulseve. Zasi¢enje se propagira na sve protone
receptora putem mreze ucinkovitog intramolekulskog procesa krizne relaksacije proton-proton,

poznatog kao difuzija spina.

zasioenjs zasicenje

(b, ‘ ") nevezuudéa molekula

(@

signal receptora

Slika 2. (a) osnovni pulsni slijed STD-a, (b) shematski prikaz eksperimenta STD:
eksperiment izvan rezonancije ili referentni eksperiment ukljucuje rf-ozracivanje
izvan rezonancije od liganda i protona receptora dajuci intenzitet Io, eksperiment u
rezonanciji primjenjuje rf-ozra¢ivanje za selektivno zasi¢enje rezonancija
receptora $to proizvodi zasi¢eni intenzitet Isat i Spektar STD koji daje samo
rezonancije vezanih spojeva (rezonancije receptora su obi¢no nevidljive zbog
niskih koncentracija ili filtriranja relaksacije).

Kao sto je prikazano na Slici 2. spojevi koji se vezu na receptor takoder postaju zasi¢eni
putem intermolekulske krizne relaksacije proton-proton. Zasi¢enje se zatim prenosi u otopinu
putem procesa izmjene i detektira se. Nakon toga se snima referentni spektar s frekvencijom
ozraCivanja postavljenom daleko od bilo kojeg signala, §to rezultira spektrom izvan
rezonancije. Oduzimanjem spektra u rezonanciji od spektra izvan rezonancije dobiva se razlika
u spektru, prikazuju¢i samo rezonancije koje su dozivjele zasi¢enje. Stupanj zasi¢enja liganda
ovisi o vremenu zadrzavanja liganda u veznom dZepu receptora. Kada se disocira S receptora,

zasicenje se prenosi u otopinu gdje slobodni ligand daje signale s uskim linijama.

Postoji nekoliko prednosti metode STD:

e STD nema ograni¢enja u pogledu veliCine receptora i idealan je za velike

proteine receptora, pa ¢ak i cijele ribosome.
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e Zahtijeva male koli¢ine receptora (obi¢no u mikromolarnom rasponu).
e Koristi prednost ¢injenice da samo vezani ligandi pokazuju signale u spektru i
stoga je vrlo pogodan za svrhe probira vezajuéih spojeva

Tipi¢ni jednodimenzijski slijed pulseva STD je prikazan na slici 2.
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2. INTERAKCIJE LIGAND-PROTEIN

Autori Novak i Jednacak [1] navode da su interakcije liganda i proteina klju¢ne za mnoge
bioloske procese i1 imaju veliku vaznost u podrucju biokemije i farmakologije. Ligandi su
molekule koje se vezu na specifi¢na mjesta na proteinima, izazivajuéi strukturne promjene koje
mogu modulirati funkciju proteina. Ove interakcije mogu biti vrlo specifi¢ne, ovisno o kemijskoj

komplementarnosti liganda i veznog mjesta na proteinu.

Interakcije izmedu proteina 1 liganda ukljuc¢uju enzimsku katalizu, signalizaciju i
regulaciju gena. Ove interakcije ¢esto ukljucuju specifi¢ne vezne dZepove na proteinima gdje se
ligandi vezu putem razli¢itih kemijskih veza, uklju¢uju¢i vodikove veze, ionske interakcije,
hidrofobne interakcije i Van der Waalsove sile. Detaljno razumijevanje ovih interakcija moze
znacajno doprinijeti razvoju novih lijekova i terapijskih sredstava. Proteini, kao makromolekule,
imaju slozene trodimenzijske strukture koje omogucuju specifi¢no prepoznavanje i vezanje
liganda. Struktura proteina moZze biti podijeljena u primarnu, sekundarnu, tercijarnu i
kvaternarnu razinu, od kojih svaka igra ulogu u oblikovanju veznog mjesta. Ligandi, s druge
strane, mogu biti male molekule, peptidi ili ¢ak drugi proteini. Njihova sposobnost da se vezu na

proteine ovisi o njihovoj komplementarnosti s veznim mjestom, $to ukljucuje prostornu

orijentaciju 1 distribuciju elektri¢nih naboja.

spektroskopija NMR jedna je od najmo¢nijih tehnika za proucavanje interakcija ligand-
protein. Ona omogucuje detaljno istrazivanje strukturnih promjena i dinamike koje nastaju
prilikom vezanja liganda. Metoda razlike prijenosa zasi¢enja (STD NMR) posebno je korisna za
karakterizaciju ovih interakcija jer omogucuje identifikaciju specificnih mjesta vezanja liganda
na protein, kao i odredivanje afiniteta vezanja. Razumijevanje na¢ina na koji se lijekovi vezu na
svoje ciljne proteine omogucuje znanstvenicima da optimiziraju njihove strukturne karakteristike
za bolju ucinkovitost i specifi¢nost. Na primjer, kompetitivni titracijski eksperimenti STD mogu
se koristiti za rangiranje liganda prema njihovim afinitetima vezanja, $to je vazno za

identifikaciju potencijalnih kandidata za lijekove.

Osim NMR-a, druge tehnike poput rendgenske kristalografije i krio-elektronske mikroskopije

takoder pruzaju vazne strukturne informacije o interakcijama ligand-protein. Medutim,
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spektroskopija NMR je jedinstvena po svojoj sposobnosti da prou¢ava dinamiku ovih interakcija
u otopini, pruzajuci tako uvid u ponasanje molekula u blizini njihovih fizioloskih uvjeta. Kao Sto
je ve¢ spomenuto, tehnike NMR temeljene na ligandu korisni su alati za istrazivanje takvih

interakcija.

2.1. Prakti¢na primjena spektroskopije NMR u
interakcijama protein-ligand

Bandorowicz-Pikula i sur. [12] navode kako je Spektroskopija STD NMR koristena za
istrazivanje svojstava vezanja kaveznog nukleotida guanozin 5'-O-(3-tio)trifosfata, P 3(S)-(1-
(4,5-dimetoksi-2-nitrofenil)etil) estera (DMNPE-GTP-y-S) i adenozin 5'-difosfata, P2-(1-(2-
nitrofenil)etil) estera (NPE-ADP) na kreatin kinazu misi¢a zeca (RMCK) i humani aneksin A6
(hAnxAB). Dobiveni rezultati ukazali su na snazno vezanje nukleotida na istrazivane proteine.
Sli¢no, Blume i sur. [13] koristili su istu tehniku za proucavanje interakcije epitopijskog mjesta
bifunkcijskog enzima UDP-N-acetilglukozamin-2-epimeraza/N-acetilmannozamin kinaza s
njegovim prirodnim supstratom, UDP-N-acetilglukozaminom (UDP-GIcNAC) i derivatima. STD
NMR omogucio je mapiranje epitopa liganda i odredivanje afiniteta vezanja liganda. Epitopi
uridinskih molekula UMP-a, UDP-a, UDP-GalNAc-a i UDP-GIcCNAc-a bili su sli¢ni, §to sugerira
da je nacin vezanja molekule UDP isti u svim slu¢ajevima. Medutim, male razlike u epitopima
heksopiranoznih jedinica UDP-GIcNAc-a i UDP-GalNAc-a odrazavale su nesposobnost enzima
da obradi UDP-GalNAc. Rezultati titracija STD pokazali su da UDP ima najveci afinitet vezanja

na epimerazno mjesto enzima.

Nadalje Bai, i sur. [14] govore o korisnosti kombinacije eksperimenata STD-NMR i 1H-
15N HSQC koja je koriStena za istrazivanje vezanja 5S-aminoimidazol-4-karboksamid-
ribonukleozida (AICAR) i guanozin monofosfata (GMP) na nukleotidno vezujuéi protein
histidinske triade (HINT1). Prisutnost vezanja liganda provjerena je koriStenjem spektroskopije
STD NMR. Mjesto vezanja liganda utvrdeno je iz perturbacija kemijskih pomaka *H i *°N.
Vezanje AICAR-a za HINT1 otkrilo je znacajnu sli¢nost perturbacije kemijskih pomaka s GMP-

om, $to ukazuje na to da se dva liganda vjerojatno veZu na isto osnovno mjesto.
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Ji'i sur. [15] primijenili su spektroskopiju STD NMR za mapiranje epitopa skupina i
mjerenje konstante disocijacije specifi¢nih interakcija izmedu L-triptofana (Trp) i humanog
serumskog albumina (HSA). spektri STD snimljeni u otopinama liganda i proteina sa i bez
inhibitora naproksena ukazivali su na interakciju izmedu Trp i HSA. spektar STD u odsutnosti
inhibitora odrazavao je specifi¢no kao i nespecificno vezanje Trp. Medutim, u prisutnosti
naproksena, specificna mjesta bila su zauzeta inhibitorom. Stoga je rezultiraju¢i spektar STD
odrazavao samo nespecifi¢ne doprinose interakciji Trp 1 HSA. Blume i sur. [16] su
spektroskopiju STD NMR koristili za uvid u interakcije enzima i liganda u izoformi PII kvasne
hekokinaze pod fizioloSkim uvjetima. Kompetitivni titracijski eksperimenti STD omogucdili su

rangiranje liganda prema njihovim afinitetima vezanja .

Goncalves i sur. [17] istrazivali su vezanje sintetskog antagonista receptora sli¢nog Tollu
(TLR4) na antigen za diferencijaciju klastera CD14 pomo¢u STD NMR-a. Rezultati su ukazali
na to da je vezanje uglavnom posredovano lipidnim lancima sintetskog spoja. Ovi nalazi snazno
sugeriraju da se aktivacija TLR4 inhibira kompetitivnim zauzimanjem CD14. Nadalje, metoda
kompetitivhog STD-a uspjesno je primijenjena za detekciju prisutnosti visokog afiniteta liganda,
diazepama, u smjesi spojeva smanjenjem signala STD liganda niskog afiniteta, enzima B-mjesta

za cijepanje prekursorskog proteina amiloida 1.

Prema Houlistonu i sur., [18]. eksperimenti STD omogucuju istrazivanje interakcija
antitijela i liganda u ciljanim ganglio-oligosaharidima koji su dodani izravno u serume
pacijenata, bez frakcioniranja antitijela. Vrlo snazan prijenos zasi¢enja uocen je u jednoj trecini
rezonancija glikana nakon dodavanja ganglio-oligosaharida u serume pacijenata; ovo je odredilo

podrucje kontakta sa serumskim antitijelima.

Assadi-Porter i sur. [19] demonstrirali su koristenje eksperimenata STD i STDD NMR za
pracenje specificnog vezanja liganda na ljudske receptore za okus tipa 1, 213 (T1R2 + T1R3).
Oduzimanjem spektara STD snimljenih u prisutnosti i odsutnosti receptora za slatko, dobiveni su
dvodimenzijski spektri *H-*N HSQC STDD koji sadrze signale samo od specifi¢nog vezanja.
Rezultati su pokazali da mutirani receptor (T1R2 + T1R3(D535Q)) veZze ligand brazzein mnogo
slabije nego divlji tip receptora (T1R2 + T1R3) .
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3. LIGAND-DNA, LIGAND-RNA i LIGAND-
MEMBRANSKE INTERAKCIJE

Napredak u spektroskopiji NMR za prou¢avanje interakcija bioaktivnih molekula
prikazan je u sljede¢im podatcima. Fielding [20] je nedavno opisao metode NMR za odredivanje
konstanti disocijacije protein-ligand (Kp). Protein i ligand u termodinamickoj ravnotezi
karakterizirani su konstantom disocijacije, Kp. U najjednostavnijem slucaju proteina s jednim

veznim mjestom, Kp je definiran kao:

gdje su [P], [L] 1 [PL] ravnotezne koncentracije proteina, liganda i kompleksiranog stanja. Objekt

mjerenja NMR moze biti ligand ili protein.

Stoga, kada se promatra ligand, eksperiment NMR mora biti sposoban razlikovati ligand
u slobodnim i vezanim stanjima, tako da se [L] i [PL] mogu kvantificirati. Za sustav u brzoj
izmjeni, promatrani odgovor NMR (Mobs) liganda je molarno frakcijski ponderirani prosjek

parametara NMR slobodnih i vezanih stanja:
Mobs = X free)MLfree) + XL (bound)ML(bound)

gdje su Xuree) | XLwound) Molarne frakcije slobodnog i vezanog liganda, a My free) | My (bound) NMR

parametri liganda u slobodnim i vezanim stanjima.

Alternativno, kada se promatra protein, eksperiment NMR mora razlikovati i

kvantificirati [P] i [PL]. Za promatranje proteina, promatrani odgovor NMR definiran je kao:
Mobs = Xep(free)Mpytree) + Xp(bound)Mp(bound)

gdje su Xp i Mp sada molarne frakcije i NMR karakteristike nevezanog i vezanog proteina.

Karlo Lelas ZavrsSni rad
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3.1. Ligand-DNA interakcije

Autori Novak i Jednacak [1] navode kako su interakcije liganda i DNA klju¢ne za mnoge
bioloske procese, ukljucujuci regulaciju gena, replikaciju DNA i popravak DNA. Ligandi koji se
znacajno utjecati na strukturu i funkciju DNA. Informacije o ovim interakcijama imaju veliki
znacaj za razvoj lijekova, posebno u podrucju kemoterapije gdje mnogi lijekovi ciljaju DNA u

svrhu inhibicije rasta stanica raka.

Jedan od glavnih nacina na koji ligandi interagiraju s DNA je kroz interkalaciju, gdje se
planarno strukturirani ligandi ubacuju izmedu baza DNA. Ove interakcije su stabilizirane Van
der Waalsovim silama i interakcijama n-n izmedu aromati¢nih prstena liganda i baza DNA.
Interkalatori Cesto uzrokuju strukturne promjene u DNA, ukljucujuéi elongaciju i savijanje
heliksa, $to moZe inhibirati funkciju DNA polimeraza i1 drugih enzima ukljucenih u replikaciju 1
transkripciju. Drugi nacin interakcije je putem vezaca za utore DNA. DNA ima dva utora - veliki
i mali - gdje se ligandi mogu specifi¢no vezati putem vodikovih veza, hidrofobnih interakcija i
elektrostatskih sila. Ligandi koji se vezu za veliki utor cesto oponasaju prirodne faktore
transkripcije, dok se oni koji se vezu za mali utor mogu koristiti za specifi¢no ciljanje sekvenci
DNA. Na primjer, distamicin je poznati ligand koji se veze za mali utor DNA, prepoznajuci

specifiéne AT-bogate sekvence.

Elektrostatske interakcije vrlo su vazne u ligand-DNA vezanju, posebno za katione i
polikatione koji neutraliziraju negativni naboj fosfatne okosnice DNA. Ovi ligandi mogu
stabilizirati odredene konformacije DNA ili promicati formiranje superstruktura poput

kvadrupleksa, koji su vazni u telomerima i genskoj regulaciji.

Spektroskopija NMR i rendgenska kristalografija kljuéne su tehnike za proucavanje ovih
interakcija. NMR omogucuje promatranje promjena u kemijskim pomacima i dinamici DNA i
liganda pri vezanju, dok rendgenska kristalografija pruza strukture visoke rezolucije kompleksa
ligand-DNA. Kombinacija ovih tehnika omoguéuje istrazivac¢ima da razumiju kako ligandi
prepoznaju specifi¢ne sekvence DNA, kako vezanje utjeCe na strukturu DNA 1 kako se ove

interakcije mogu iskoristiti za terapijske svrhe.
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3.1.1. Prakti¢na primjena spektroskopije NMR u
interakcijama ligand-DNA

Di Micco i sur,. [21] demonstrirali su pristup temeljen na dva paralelna seta eksperimenata
STD, u kojima je zasi¢enje izazvano ozrac¢ivanjem na prikladnoj frekvenciji odabranoj iz
specificnih DNA rezonancija za karakterizaciju razli¢itih DNA liganada. Omjeri signal-sum svih
protona koji pokazuju efekte STD usporedeni su s referentnim spektrom STD. Rezultati su
sugerirali da ligandi koji stvaraju neposredne kontakte s aromaticnim baznim protonima primaju
viSe zasi¢enja pri ozracivanju aromati¢nih protona DNA, dok su vanjski ligandi viSe pogodeni

ozracivanjem u regiji deoksiriboze.

Nadalje, kompleksi ligand-DNA prouc¢avani su metodama difuzije. Ramalho i sur. [22]
koristili su kombinaciju pulsno polje gradientne NMR (PFG NMR) spektroskopije, analize stope
relaksacije spin-resetke i dokiranja za istrazivanje interakcije 5-nitroimidazolskih
radiosenzitizera s dupleksnom DNA. Intenzitet interakcija radiosenzitizera i makromolekule
uspjesno je procijenjen koriste¢i PFG NMR i podatke dokiranja. Nadalje, mjerenja selektivnih
stopa relaksacije spin-resetke predstavljala su mocan alat za istraZivanje afiniteta vezanja liganda

prema receptoru.

3.2. interakcije Ligand-RNA

Interakcije liganda i RNA vazZne su za mnoge bioloske procese, uklju¢ujuéi gensku ekspresiju,
translaciju 1 regulaciju RNA. RNA, kao klju¢ni igrac u stani¢noj biologiji, nudi nekoliko ciljeva
za vezanje liganda, ukljucujuc¢i ribosomske RNA, prijenosne RNA (tRNA), glasnicke RNA
(mRNA) i razli¢ite ne-kodiraju¢e RNA molekule.

Jedan od glavnih nacina na koji ligandi interagiraju s RNA je specifi¢no vezanje na
sekundarne 1 tercijarne strukture RNA (Slika 3.). Ove strukture uklju€uju petlje, stabla,
pseudocvorove i druge sloZene formacije koje mogu pruziti specifi¢na vezna mjesta za male
molekule liganda. Na primjer, aminoglikozidni antibiotici kao $to je streptomicin vezu se na *°S

rRNA podjedinice ribosoma, sprjecavajuci pravilno ¢itanje mRNA 1 inhibirajuéi sintezu proteina.
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Slika 3. Op¢i prikazZRNA sekvence, sekundarne i tercijarne strukture RNA.

Interkalacija je joS jedan vazan mehanizam interakcije, gdje planarno strukturirani ligandi
ulaze izmedu baznih parova RNA. Interkalatori ¢esto utjecu na funkciju ribozima ili drugih
katalitickih RNA molekula, $to moze biti korisno za moduliranje bioloske aktivnosti RNA.
Elektrostatske interakcije takoder igraju klju¢nu ulogu u vezanju ligand-RNA jer je RNA
polianionska vrsta zbog svoje fosfatne okosnice, stoga kationi i polikationi mogu neutralizirati
negativni naboj i stabilizirati vezne komplekse. Ove interakcije su posebno vazne za ligande koji

ciljaju virusne RNA, gdje neutralizacija naboja moze inhibirati replikaciju virusa.

Spektroskopija NMR temeljena na pulsnim gradijentima magnetnog polja, osim STD i HSQC
spektroskopije, takoder se koriste za proucavanje difuzijskih svojstava kompleksa RNA-ligand,
omogucujuci istrazivacima da mjere promjene u veli€ini i obliku kompleksa tijekom vezanja.
Ove informacije mogu pruziti uvid u na¢in na koji ligandi mijenjaju konformaciju RNA i kako te
promjene utje¢u na biolosku funkciju RNA. Rendgenska kristalografija i krio-elektronska
mikroskopija takoder su korisne za dobivanje visoko rezolucijskih struktura RNA-ligand
kompleksa, omogucéujuci vizualizaciju interakcija na atomskom nivou. Kombinacija ovih tehnika

s NMR-om pruza sveobuhvatan pristup za razumijevanje mehanizama ligand-RNA interakcija.

3.2.1. Prakti¢na primjena spektroskopije NMR u
interakcijama ligand-RNA

Kreutz i sur. [23, 24] primijenili su spektroskopiju °F NMR za identifikaciju specifi¢nih

mjesta vezanja liganda na RNA. Pristup se oslanjao na specificno oznac¢avanje RNA s 2'-deoksi-
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2'-fluoro (2'-F) nukleozidima, ¢ime se zamjenjuje 2'-hidroksi skupina s atomom fluora. Pomak
fluorinske rezonancije u spektru NMR-a prema dolje pri vezanju liganda i jasno smanjenje $irine
linije ukazivali su na to da RNA ima rigidniju strukturu u vezanom stanju. Nadalje, Foloppe i
suradnici kombinirali su spektroskopiju NMR i fluorescencijski rezonantni energetski transfer
(FRET) test vezanja kako bi identificirali ligande za aminoacil-tRNA akceptorsko mjesto (A-
mjesto). Spojevi koji su pokazali afinitet za A-mjesto u testu FRET vezanja dalje su istrazivani
koristenjem spektroskopije NMR. Medumolekulski efekti NOE potvrdili su vezanje ovih spojeva
na RNA.
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3.3. Ligand-membranske interakcije

Interakcije liganda i membrana klju¢ne su za mnoge bioloske procese, uklju¢ujuéi
signalizaciju, transport tvari i stanicnu komunikaciju. Membrane su slozene strukture sastavljene
od lipidnog dvosloja koji pruza barijeru i platformu za integrirane proteine i druge molekule

(Slika 4.). Ligandi koji se vezu za membrane mogu biti mali organski molekuli, peptidi ili

proteini, a njihovo vezanje moze izazvati znacajne promjene u strukturi i funkciji membrane.

Slika 4. Presjek fosfolipidnog dvosloja (membrane) stanice sa integriranim proteinima

Jedan od glavnih nacina na koji ligandi interagiraju s membranama je putem hidrofobnih
interakcija. Lipidni dvosloj membrane ima hidrofobne repove okrenute prema unutra, Sto
omogucuje hidrofobnim ligandima da se lako integriraju u membranu. Ove interakcije mogu
utjecati na fluidnost membrane, debljinu dvosloja i organizaciju lipidnih domena. Na primjer,
steroidi kao Sto je kolesterol mogu se umetnuti izmedu lipidnih molekula, mijenjaju¢i fizikalna
svojstva membrane i utjecuci na funkciju membranskih proteina. Fosfolipidi koji ¢ine membranu
¢esto imaju naboj na svojim polariziranim glavama, §to omogucuje kationskim ligandima ili
proteinskim domenama bogatim pozitivnim nabojem da se vezu za povrS§inu membrane i te
elektrostatske interakcije mogu biti kljucne za lokalizaciju proteina na membranu, kao S§to je
slucaj s mnogim signalnim proteinima koji se vezu za membranu samo u prisutnosti specifi¢nih

fosfolipida.

Peptidi i proteini takoder mogu interagirati s membranama putem specifi¢nih aminokiselinskih

sekvenci koje prepoznaju odredene lipidne komponente membrane. Na primjer, mnogi
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antimikrobni peptidi posjeduju amfipaticke strukture koje omogucéuju njihovo umetanje u lipidni

dvosloj, gdje mogu poremetiti membranu stvaranjem pora i izazvati smrt stanice.

Spektroskopija NMR i fluorescencijski testovi su najéesce koristeni za proucavanje ovih
interakcija. Fluorescencijski testovi, poput fluorescencijskog rezonantnog energetskog transfera
(FRET), mogu pruziti informacije o udaljenostima izmedu molekula i promjenama u
konformaciji membrane tijekom interakcije s ligandima. Krio-elektronska mikroskopija i
rendgenska kristalografija takoder mogu korisne za dobivanje visoko rezolucijskih struktura
membranskih kompleksa, omogucujuci vizualizaciju kako se ligandi veZu za membranu 1 kako to

vezanje utjeCe na strukturu membrane.

3.3.1. Prakti¢na primjena spektroskopije NMR u
interakcijama ligand-membrana

Proucavanje interakcija ligand-membrana pomoc¢u kombinacije NMR spektroskopije i
drugih eksperimentalnih ili racunskih tehnika nedavno je privuklo posebnu pozornost kako bi se

razumjeli metabolicki putovi i razvili lijekovi s Zeljenim svojstvima.

Melo i sur. [25] proucavali su interakciju fuzijskog peptida virusa denge (DV) i razli¢itih
modela membrana pomoc¢u fluorescencije i spektroskopije NMR. Interakcija je bila najsnaznija u
dodecilfosfokolin i anionskim fosfatidilkolin/fosfatidilglicerol vezikulama, koje su bile jedine
vezikule koje je DV fuzijski peptid uspio spojiti. Trodimenzijska struktura DV fuzijskog peptida
vezan za dodecilfosfokolin micele i anionske fosfatidilkolin / fosfatidilglicerol vezikule rijeSen je
pomocu transferred NOESY (trNOESY) i homonuklearne spektroskopije NMR u otopini.
Vecina trNOE kriznih signala bila je iz hidrofobne triade, potvrdujuéi strukturu vezanu za

dodecilfosfokolin.

Follot i sur. [26] koristili su kombinaciju elektronske spin rezonancije (ESR) i
spektroskopije NMR u otopini, kao i spektroskopije NMR u ¢vrstom Stanju, za istraZivanje
fizikalno-kemijskih svojstava i interakcija s membranama anti-apoptotskih 2-(4-fluorofenil)-3-
(piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridinskih derivata s razli¢itim duljinama i konformacijama bo¢nih

lanaca. Rezultati su ukazivali na to da se poboljsana topljivost u bioloskim medijima moze
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posti¢i odabirom duljine bo¢nog lanca od Sest atoma te da se poboljSanje interakcija/prodiranja u

membrane moze posti¢i hidroksilnim supstitucijama na C6 bo¢nom lancu.

Cabeca i sur. [27] primijenili su simulacije molekulske dinamike (MD) i spektroskopiju
NMR kako bi istrazili interakciju neutralnih i protoniranih vrsta lokalnog anestetika prilokaina
(PLC) s fosfatidilkolinskim (PC) dvoslojevima. Eksperimenti difuzijski uredene spektroskopije
2D NMR (DOSY) pokazali su da neutralni PLC ima ve¢i afinitet prema okruzenju liposoma.
Nadalje, rezultati STD otkrili su da je interakcija molekula prilokaina s dvoslojem ovisna o pH

vrijednosti. Rezultati su bili u skladu sa simulacijama MD-a.

4. STRUKTURNA ANALIZA LIGANDA 1
PROTEINA

Strukturna analiza omogucuje istrazivac¢ima da vizualiziraju trodimenzijske strukture
molekula i identificiraju specificna mjesta vezanja prilikom prou¢avanja interakcija bioaktivnih

molekula.

Transferr NOESY (trNOESY) i spektroskopija heteronuklearne jednostruke kvantne
koherencije (HSQC) su medu najcesée koriStenim tehnikama NMR za proucavanje interakcija
ligand-protein. Rendgenska kristalografija je jo§ jedna mo¢na tehnika koja pruza slike visoke
rezolucije Kkristaliziranih proteina i liganda. Ova metoda omogucuje detaljno mapiranje atomske
strukture, $to je korisno za identifikaciju specifi¢nih interakcija na molekulskom nivou. Na
primjer, rendgenska kristalografija moze otkriti kako se lijekovi vezu za aktivna mjesta enzima,
pruzaju¢i uvid u mehanizme inhibicije. Krio-elektronska mikroskopija (cryo-EM) sve vise
postaje vazna tehnika za proucavanje velikih proteinskih kompleksa koji se teSko kristaliziraju.
Cryo-EM omogucuje vizualizaciju biomolekula u njihovom prirodnom stanju, pruzajuci

informacije o strukturi i funkciji na gotovo atomskom nivou.

Kombinacija ovih tehnika pruZza sveobuhvatan uvid u strukturne znacajke liganda 1
proteina, omogucujuéi istrazivacima da bolje razumiju molekularne mehanizme koji su temelj

bioloskih procesa.
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4.1. Prakti¢na primjena spektroskopije NMR za strukturnu
analizu liganda i proteina

Modarresi-Alam i sur. [28] koristili su varijabilnu temperaturnu spektroskopiju *H NMR
za proucavanje ograni¢ene S—N rotacije u aril-N-(arilsulfonil)-N-(trifenilfosforaniliden)
imidokarbamatima. Dubleti arilnih supstituenata koriSteni su za odredivanje barijera rotacije na
temperaturi koalescencije. Pokazano je da promjena supstituenata na kisiku, sulfonilu i dusiku

imidoilne skupine nije imala znac¢ajan utjecaj na opazenu barijeru rotacije

Zhuang i sur. [29] koristili su NMR podatke temeljene na paramagnetizmu, ukljucujuéi
inducirane RDC-ove (residual dipolar couplings) i pseudo-kontaktne pomake (PCS-ove) za
odredivanje strukture galektin-3-ugljikohidrata. Paramagnetski Dy** ion bio je kompleksiran s
peptidom, $to je omogucilo opazanje RDC-ova kao i PCS-ova za protein i ligand. Utvrdena

struktura bila je u skladu s kristalnom strukturom galektin-3-N-acetillaktozamin kompleksa.

Tiziani i sur. [30] primijenili su difuzijski poredanu spektroskopiju NMR (DOSY) za
procjenu mogucih interakcija izmedu daidzeina i1 daidzein sojinog proteina te karotenoida.
Rezultati su pokazali da je afinitet izmedu daidzeina i izolata sojinog proteina bio vec¢iu
usporedbi s daidzeinom otopljenim u istom modelnom sustavu. Pomak specifi¢nih protonskih
signala NMR ukazivao je na dva glavna doprinosa interakcijama fitokemikalija i proteina:

vodikove veze iz hidroksilnih skupina i hidrofobne interakcije.

Arroyo i Mayo [31] razjasnili su strukturu angiostatskog peptida anginexa koriste¢ci NMR
strukturne studije u dodecilfosfokolin micelarnom okruzenju. Konformacijsko modeliranje
provedeno je koriste¢i podatke iz NOESYspektra. Rezultati su pokazali da anginex formira

trostruko anti-paralelnu B-plastu konformaciju u dodecilfosfokolin micelarnoj otopini.

Daly i sur. [32] karakterizirali su strukturu nekoliko ciklotida (cikli¢kih peptida), koji sadrze od
glave do repa ciklizirani peptidni kostur i zamrSeni raspored tri disulfidne veze. Izvrsna
disperzija signala u spektrima NMR ¢ini spektroskopiju NMR najc¢esce koristenom tehnikom za
proucavanje struktura ciklotida. spektar NOESY ciklotida kalata B1 otkrio je kontinuirani ciklus

sekvencijalnih kriznih signala, koji su obuhvatili svih 29 aminokiselina u sekvenci i pruzili dokaz
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za njegov ciklicki kostur. Nadalje, analiza NMR kalata B1 i kalata B7 u prisutnosti

dodecilfosfokolin micela ilustrirala je njihovo vezanje na membranu u razli¢itim orijentacijama.

S. INTERAKCIJE MAKROLIDA I RIBOSOMA

Autori Novak i Jednacak [1] isti¢u kako su makrolidni antibiotici, kao $to su eritromicin,
azitromicin i telitromicin (Slika 5.), u¢inkoviti su terapeutski agensi za lijeCenje zaraznih bolesti.
Oni su jos uvijek u srediStu interesa mnogih istrazivackih grupa 1 farmaceutskih kompanija, a
veliki napori usmjereni su prema otkrivanju novih makrolidnih antibiotika kemijskom
modifikacijom postojecih klasa prirodnih derivata. Cilj je dobiti nove terapeutske agense s
poboljsanim ukupnim bioloskim profilom, s posebnim naglaskom na rezistentne bakterijske
sojeve. Stalna pojava multirezistentnih bakterijskih sojeva predstavlja ozbiljnu prijetnju
zdravstvenoj zajednici i1 pojac¢ava potragu za novim 1 uc¢inkovitijim agensima kako bi se
prevladao ovaj problem. Posebno su zanimljivi azalidi, polusintetski derivati eritromicina A, za
koje je utvrdeno da pokazuju Siroki antimikrobni spektar i sposobnost nakupljanja unutar stanica

domacina s visokim akumulacijskim omjerima.

oy
c) o

Slika 5. Kemijske structure: a) eritromicina, b) azitromicina i c) talitromicina
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Postoje dva glavna mehanizma rezistencije na makrolide, npr. modifikacije ciljnih mjesta
metilacijom koje sprjeavaju vezanje antibiotika na ribosome (kodirane erm genom) i mehanizmi
izbacivanja (efluks), posredovani mef (streptococci) i msr (staphylococci) genima. Metilacija
ribosomskih rRNA baza dovodi do krizne rezistencije na makrolide (M), linkozamide (L) i
streptogramin B (SB), tzv. MLSB fenotip.

Makrolidi djeluju na nacin da se vezu na bakterijsku 50S ribosomsku podjedinicu na, ili
blizu, peptidil-transferaznog centra i tako inhibiraju rast novonastalog peptidnog lanca. Kao §to
je ve¢ spomenuto, rezistencija na antibiotike postala je globalni problem i mnogo se truda sada
ulaZe u razvoj novih 1 potentnijih klasa lijekova. U¢inkovit pristup za prevladavanje ovog
problema je razumjeti principe kako ti lijekovi interagiraju s ribosomom. Nedavno su kristalne
strukture nekih kompleksa ribosom-makrolid otkrile mehanizme vezanja makrolida za ribosome
i tako pruzile dobru osnovu za racionalni dizajn novih liganda i inhibitora. Medutim, pri analizi
struktura u ¢vrstom stanju kompleksa ribosom-makrolid, treba imati na umu neke nrazlike
izmedu struktura dobivenih za halofilnu bakteriju H. Marismortui i D. radiodurans. PredloZeni
modeli se razlikuju iako ribosomske podjedinice 50S ove dvije bakterije imaju mjesta vezanja
lijekova ¢ije su sekvence visoko o¢uvane. Nadalje, kristalografski podaci dobiveni do sada na
kompleksima makrolida s ribosomima izoliranim iz klini¢ki nerelevantnih bakterija ne

objasnjavaju sve uéinke makrolida na razlicite patogene sojeve [33-35].

Novak i sur. [36-40] pokazali su da sustavni pristup koji kombinira NMR i racune molekulskog
modeliranja moze biti primjenjiv za konformacijske studije slobodnih i vezanih makrolida te
njihovih interakcija s ribosomima. Njihovi rezultati pokazali su da makrolidi pripadaju dvijema
glavnim konformacijskim obiteljima: "folded-out" i "folded-in", $to se odnosi na vanjsko i

unutarnje savijanje fragmenta prstena 3C-5C (Slika 6.).
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Slika 6. Superpozicija dvije glavne konfiguracije azitromicina : “folded-in (crna)

i folded-out (siva)
Autori su zakljuéili da su vicinalne konstante sprega 3Juzns | NOE kontakti proton-proton, kao
$to su H3-H11 i H4-H11, dobri pokazatelji savijanja aglikona. Nadalje, vicinale konstante 3Jcn
preko glikozidnih veza mogu pruziti informacije o polozaju 1 pokretljivosti jedinica Secera u

odnosu na laktonski prsten. Longitudinalna relaksacija metilnih protona takoder moze biti

korisna za istrazivanje gibanja metilnih skupina koje odrazavaju savijanje aglikonskog prstena.

Dodatno, primjenom eksperimenata trNOESY i STD NMR, bilo je moguce karakterizirati

interakcije makrolida i ribosoma.
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