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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Alostericka regulacija jedan je od mehanizama kojim stanice usmjeravaju funkciju enzima putem
konformacijskih promjena. Ove promjene rezultat su neizravnih interakcija izmedu razli¢itih veznih
mjesta (alostericki ucinci) koje se prenose putem strukturnih prijelaza induciranih vezanjem alosterickog
liganda.! Primjena ovog nadela prepoznaje se i u mehanizmima otpornosti bakterija, ukljucujuéi
alosteri¢ku regulaciju klju¢nih enzima poput penicilin-vezujuéih proteina u Staphylococcus aureus.’
Antibiotska rezistencija bakterije Staphylococcus aureus, posebice meticilin-rezistentnog soja, jedno je
od najznadajnijih podrugja istraZivanja u suvremenoj mikrobiologiji i medicinskoj kemiji.* Proteini koji
vezu penicilin (PBP, od engl. penicillin-binding proteins) kod bakterija gram-pozitivne skupine ¢ine
skupinu enzima odgovornih za zavr$ne korake u sintezi peptidoglikanske mreze — klju¢ne komponente
bakterijske stani¢ne stijenke. U bakteriji Staphylococcus aureus otpornoj na meticilin (MRSA), klasi¢ni
PBP-ovi bivaju inhibirani B-laktamskim antibioticima, dok PBP2a, zahvaljujuéi specificnoj prostornoj

gradi aktivnog mjesta, ostaje enzimatski aktivan (Slika 1).**

Slika 1. Usporedba struktura penicilin-vezujucih proteina (PBP) bakterija S. aureusi S. pneumoniae.
Bakterija S. aureus posjeduje Cetiri osnovna PBP-a (PBP1-4) te dodatni PBP2a u MRSA soju.
Prikazane su strukture: (A) PBP2x iz S. pneumoniae, (B) PBP2, (C) PBP3, (D) PBP4 i (E) PBP2a iz
S. aureus. Transpeptidazna domena u svim proteinima je oznacena plavo. PBP2a sadrzi tri istaknuta

reznja (P1, P2, P3) i uski kataliticki dZep (strelica), §to ga ¢ini otpornim na p-laktamske antibiotike.®
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§ 1. Uvod 2

Na molekularnoj razini, aktivno mjesto PBP2a uspostavlja izrazito zatvorenu konformaciju,
stabiliziranu medudjelovanjem petlji 02 — a3 i B3 — P4 petlji, kao i kljuCnim ostatcima Tyr446 i
Met641, koji djeluju kao ,,Cuvari ulaza u kataliticku Supljinu. Ova strukturna ograni¢enja, u spoju s
uskim pristupnim kanalom, onemogucuju f - laktamskim molekulama pristup katalitickom Ser403,
koji je presudan za tvorbu acil-enzimskog prijelaznog kompleksa. Uz prostornu zapreku, aktivno
mjesto PBP2a odlikuju i posebnosti elektricnog naboja. Hidrofobni karakter okoline te prisutnost
nepovoljno orijentiranih nabijenih ostataka dodatno naruSavaju moguénost stabilnog vezanja B -
laktamskih spojeva. Zanimljivo je da Cak i B - laktamski antibiotici s pobolj$anim bo¢nim skupinama
(poput oksacilina ili cefaleksina), koji kod ostalih PBP - ova iskazuju povecani afinitet veze, ne
uspijevaju savladati ovu konformacijsku barijeru PBP2a. Time bakterija zadrzava transpeptidacijsku
aktivnost 1 neometano nastavlja sintezu novih peptidoglikanskih lanaca ¢ak i u prisutnosti
inhibitora.>’

Zbog ove strukturne otpornosti, MRSA sojevi pokazuju izraZzenu otpornost na Siroki raspon f -
laktamskih antibiotika, uklju¢ujuéi penicilin, meticilin te cefalosporine ranijih generacija. U uvjetima
ogranicenog izbora djelotvornih lijekova, lijecenje infekcija izazvanih MRSA sojevima najcesce su se
provodila uporabom glikopeptidnih antibiotika (primjerice vankomicina), linezolida ili daptomicina.®
Medutim, navedeni lijekovi nerijetko uzrokuju ozbiljne nuspojave, slabiju sposobnost prodiranja u
odredena tkiva te usporeno pocetno djelovanje. Iz navedenih ograni¢enja, znanstvena zajednica i
farmaceutski sektor usmjerili su napore prema trazenju slabih tocaka u samoj strukturi PBP2a, osobito
prema identifikaciji alosterickih regija koje bi mogle omoguéiti ponovno uspostavljanje osjetljivosti
bakterije na B - laktamske antibiotike

Prekretnicu u razumijevanju mehanizma otpornosti MRSA predstavlja otkrice Otera i
suradnika, koji su prvi kristalografski dokazali postojanje alosterickog mjesta unutar PBP2a proteina.
Njihovo istrazivanje iz 2013. godine po prvi put opisuje kako alostericko vezanje molekula, poput
ceftarolina — cefalosporina pete generacije — uzrokuje konformacijske promjene koje omoguéuju
otvaranje inade zatvorenog aktivhog mjesta PBP2a.°’ Ovo otkriée zna¢ajno je doprinijelo
razumijevanju molekularne osnove rezistencije MRSA sojeva na - laktamske antibiotike. Temeljni
rezultati Oterova tima dodatno su potvrdeni i produbljeni novijim istraZzivanjem Jiao i suradnika,
koji su primjenom simulacija molekulske dinamike i bioinformati¢kih metoda detaljno prikazali
kinetiku 1 prijenos alosterickog signala unutar PBP2a te time dodatno ucvrstili model alostericke
regulacije ovog enzima.'’

Cilj seminara je objediniti i protumaciti dobivene rezultate s naglaskom na strukturnu biologiju,

molekularne mehanizme prijenosa alosteri¢kog signala te farmakoloska svojstva ceftarolina.
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Strukturna osnova i alostericka regulacija PBP2a

Otpornost meticilin - otpornog soja Staphylococcus aureusa (MRSA) desetlje¢ima se smatrala
posljedicom strukturne zatvorenosti aktivnog mjesta enzima PBP2a, sto fizicki onemogucava pristup 3
- laktamskim antibioticima. Medutim, Otero i suradnici (2013) su ponudili novo tumacenje tog
fenomena otkrivsi kako PBP2a sadrzi funkcionalno alostericko mjesto koje posredno regulira
dostupnost katalitickog centra enzima. Kristalografskom analizom visoke razlucivosti (1,9 A) te
nizom biokemijskih i kineti¢kih ispitivanja, autori su utvrdili da se alostericko mjesto nalazi unutar
sekundarne domene koja ne veze penicilin, na priblizno 60 A udaljenosti od aktivnog mjesta
transpeptidazne domene. Ovo mjesto sposobno je stabilno vezati i prirodne fragmente
peptidoglikana i ceftarolina, cefalosporinskog antibiotika pete generacije osmisljenog upravo za
inhibiciju PBP2a. Strukturnom analizom utvrdeno je da oksazolidinonski prsten i tiazolilna
skupina ceftarolina omogucuju ucinkovito stabiliziranje molekule u alosterickom dZzepu PBP2a, ¢ime
poticu konformacijske promjene potrebne za otvaranje aktivnog mjesta. Na prikazu slike 2A nalaze
se kemijske strukture prirodnog peptidoglikanskog fragmenta (1) i ceftarolina (2), pri ¢emu su

oznacene klju¢ne funkcionalne skupine odgovorne za stabilnost interakcije unutar alosterickog mjesta.
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Slika 2. Kemijske strukture prirodnog peptidoglikanskog fragmenta i ceftarolina s oznacenim klju¢nim

funkcionalnim skupinama koje sudjeluju u stabilizaciji unutar alosterickog mjesta PBP2a.°

Organizacija PBP2a enzima jasno pokazuje podjelu na dvije funkcionalne cjeline — alostericku
domenu (Petlja - 1 i Petlja - 2) te transpeptidaznu domenu (Petlja - 3) unutar koje je smjeSten
kataliticki Ser403. Upravo su unutar Petlje - 1 i Petlje - 2 locirana alostericka mjesta (CFT2), dok se
aktivno mjesto (CFT1) nalazi u Petlji - 3, prostorno udaljeno 60 A. Kristalografski prikaz proteina
jasno vizualizira ovu strukturnu podjelu te dodatno naglasava vaznost mehanizama prijenosa
signala koji osiguravaju funkcionalnu povezanost izmedu udaljenih domena (Slika 2B).
Prostorna udaljenost izmedu alosterickog i katalitickog mjesta dodatno je prikazana povrsSinskim
modelom enzima, gdje su oba dZepa smjestena na suprotnim stranama proteina (Slika 2C). Ovaj prikaz
oslikava slozenu strukturu PBP2a te objasnjava potrebu za posredovanjem signala kroz unutarnje

strukturne cjeline — petlje koje povezuju razlicite domene.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

2.1.1. Kristalografski podaci interakcija u aktivhom mjestu

U fizioloskim uvjetima, bez prisutnosti liganda, PBP2a odrzava aktivnho mjesto u zatvorenoj
konformaciji zahvaljujuéi specificnom pozicioniranju petlji a2 - a3 i B3 - 4 te ,zaStitarskim”
ostacima Tyr446 i Met641. Medutim, vezanjem ceftarolina dolazi do aktivacije enzima i otvaranja
pristupa katalitickom Ser403. Molekularna interakcija PBP2a s ceftarolinom u aktivhom mjestu

prikazana je kroz tri strukturna uvida na slici 3.
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Slika 3. Strukturna analiza interakcija PBP2a s ceftarolinom i ceftobiprolom. (A) Vezanje ceftarolina
unutar aktivnog mjesta uz interakcije sa Ser403, Tyr446, Met641 i petljama a2 — a3 te B3 — p4 ploce.
(B) Usporedba zatvorene i otvorene konformacije PBP2a nakon vezanja ceftarolina, s prikazom
otvaranja aktivnog mjesta. (C) Superpozicija PBP2a u kompleksima s ceftarolinom i ceftobiprolom te

prikaz lokalnih razlika oko ostataka Met641 i Tyr446.°

Ceftarolin se precizno pozicionira unutar katalitickog dzepa PBP2a, gdje ostvaruje niz stabilnih
interakcija s okolnim aminokiselinskim ostacima, uklju¢uju¢i Ser403, Tyr446, Thr600 i Met641.
Njegova struktura omogucuje uspostavu vodikovih veza i hidrofobnih kontakata koji osiguravaju
ucinkovito vezanje u aktivnom mjestu. Oksazolidinonski prsten ceftarolina sudjeluje u polarnoj mrezi
vodikovih veza, dok tiazolilna skupina ostvaruje dodatne hidrofobne interakcije koje stabiliziraju
molekulu u katalitickom dzepu. Konformacijska prilagodba enzima ukljucuje otvaranje petlji 02-03 i
3-B4 nabranih ploca, ¢ime se deaktivira tzv. ,,zastitarska“ funkcija ostataka Tyr446 i Met641, koji u
zatvorenom obliku fizicki ograni¢avaju pristup katalitickom Ser403. Vezanjem ceftarolina dolazi do
otkljucavanja ovih petlji i posljedi¢nog otvaranja aktivnog mjesta, §to omogucuje puni ulazak
antibiotika i njegovu optimalnu orijentaciju za inhibiciju transpeptidazne aktivnosti. Usporedba s
kompleksom PBP2a i ceftobiprola dodatno isti¢e posebnost ceftarolina — iako oba antibiotika
ostvaruju slicne kontakte s katalitickom domenom, ceftarolin potiCe izraZeniju reorganizaciju oko
ostatka Met641, omogucujuéi bolje otvaranje aktivnog mjesta. Ceftobiprol, nasuprot tome,
ostavlja navedeni ogranak u neSto zatvorenijoj konformaciji, S$to smanjuje pristupacnost

katalitickog centra. Kristalografski podaci
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

potvrduju da ceftarolin, za razliku od ceftobiprola, stabilizira aktivno mjesto PBP2a u otvorenoj
konformaciji pogodnoj za inhibiciju, pri ¢emu kljuénu ulogu imaju specificne vodikove veze i

hidrofobne interakcije ostvarene unutar katalitickog dzepa.

2.1.2. Kristalografski podaci interakcija u alosterickom mjestu

Interakcije u alostericnoj domeni PBP2a kljuéne su za prijenos signala izmedu udaljenih strukturnih
regija proteina i regulaciju njegove transpeptidazne aktivnosti. Kristalografski podaci (Slika 4) otkrivaju
stabilno vezanje fragmenta peptidoglikana —spoja 1 (magenta) — unutar alostericnog dzepa, gdje
ostvaruje vodikove veze s klju¢nim ostacima Arg241 i Tyr373. Te interakcije stabiliziraju organizaciju
Petlji - 1, 2 1 3 koje definiraju arhitekturu ove domene. Vezanjem spoja 1 (magenta) dolazi do stvaranja
dodatnih ionskih mostova, ukljuc¢ujuc¢i most Glul94 — Lys198, $to nije prisutno u slobodnom obliku
PBP2a i ukazuje na sposobnost ovog liganda da inducira konformacijske promjene u alostericnoj
domeni. Ceftarolin (tamnocrveno) takoder zauzima isti alostericni dzep, uz prisutnost muramicne
kiseline (cijan) kao dodatnog liganda. Mutacije N146 i E150, uo¢ene u klinickim sojevima MRSA,
smanjuju afinitet vezanja ceftarolina i povezane su s pojavom otpornosti. Strukturna analiza pokazuje
da ceftarolin (tamnocrveno) oponasa terminalni D-Ala-D-Ala motiv peptidoglikana te djeluje kao
funkcionalni mimetik prirodnog liganda. Njegovo vezanje u alostericno mjesto uzrokuje pomak Petlji

- 112 za priblizno 3 A, destabilizirajuéi ,,zastitarske* petlje u aktivnom mjestu i omoguéujuéi pristup

Ser403 te formiranje stabilnog acil - enzimskog kompleksa.
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Slika 4. Kristalografski prikaz interakcija u alostericnom dzepu PBP2a. (A) Vezanje
peptidoglikanskog fragmenta (spoj 1) uz vodikove veze s Arg241 i Tyr373. (B) Spoj 1 inducira ionski
most Glul94 — Lys198 i pomake petlji. (C) Ceftarolin i muramicna kiselina u alostericnom mjestu te
mutacije koje smanjuju vezanje ceftarolina. (D) Superpozicija spoja 1 i ceftarolina uz model
peptidoglikanskog lanca. (E) Ceftarolin imitira D-Ala-D-Ala kraj peptidoglikana, potvrduju¢i njegov

mimeticki uc¢inak.
2.1.3. Strukturno-dinamicki model alostericke kontrole PBP2a

Otero i suradnici su primijenili molekulske dinamicke simulacije (MD) kako bi istrazili prijenos
alosterickog signala unutar PBP2a. Njihova analiza pokazala je da vezanje fragmenta peptidoglikana
(spoja 1) ili ceftarolina (CFT) u alosteri¢cno mjesto stabilizira Petlje - 1 (P1) i Petlje - 2 (P2) unutar
alostericne domene te izaziva konformacijske promjene koje se prenose prema aktivnom mjestu enzima.
MD simulacijom autori su potvrdili mehanicki prijenos signala kroz ionske mostove izmedu alostericne
i kataliticke domene, oslanjajuci se na model ,,domino efekta”. Identificirali su klju¢ne ionske mostove,
ukljucujuéi Glul50 — Lys316, Lys273 — Asp275 i Lys387 — Asp635, koji povezuju alosteri¢ne regije s
transpeptidaznom domenom. Dodatno, simulacije su predvidjele 17 novih ionskih mostova koji nisu bili
uoceni u kristalnim strukturama. Vazno je istaknuti da su autori rezultate kvantitativno prikazali RMSD
analizom i izracunom volumena dZepova, bez vizualizacije samih dinamickih trajektorija. RMSD (eng.
root-mean-square deviation) grafovi (Slika 5A) prikazuju prosje¢ne pomake (u Angstromima)

pojedinih aminokiselinskih ostataka duz proteina izmedu razli¢itih sustava (apo-protein, sustav 1 i
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§ 2. Prikaz odabrane teme

sustav 2). Visi RMSD vrijednosti ukazuju na izraZeniju konformacijsku promjenu odredene regije u

odnosu na usporedeni sustav. Na RMSD profilima istaknute su regije P1, P2 i P3 (odgovarajuce petlje

alosteriCke domene) te podru¢ja aktivnog mjesta (nabori ploa B3 — B4 i petlje a2 — a3). Nakon

vezanja liganda, vidljive su znatne konformacijske promjene u P1 i P2 te destabilizacija petlji u

aktivnom mjestu. Dodatno, analiza volumena dzepova (Slika 5B) pokazala je da vezanje ceftarolina

(sustav 2) dovodi do poveéanja volumena aktivnog mjesta s priblizno 500 A3 u apo-strukturi na vise

od 1300 A® u sustavu s vezanim ceftarolinom. Time su Otero i suradnici potvrdili da alosteri¢ka

aktivacija putem liganda omogucuje otvaranje katalitickog dZepa i izlaganje Ser403.

Apo-PBP2a_spoj 1 - Sustav 1

Aktivno mjesto

4 P1

RMSD (A)

BB,

Aminokiselinski ogranak

Apo-PBP2a_CFT - Sustav2

Aktivno
mjesto

Alosteritko
mjesto
5
e Aktivno mjesto
=z
]
H
& 3 P2 ‘3’ ﬁd
T BBy
2
P1 | a
P3 “[“s
0
2 7o ow ow w1 aw & sw o sm 6%
Aminokiselinski ogranak
Alosteritko mjesto  Aktivno mjesto
7
Sustay 1 - Sustay 2 Protein  Powsina  Volumen  Povisina  Volumen
6 Ay Ay Ay @Ay
Apo-PBP2a 19742 65663 4340 5018
s
P1 Aktivno mjesto
z* Sustav 1 14718 51877  417.0 4848
Sustav 2 16203 4957.8 633.1 13075

Aminokiselinski ogranak

Slika 5. (A) RMSD analiza PBP2a u apo obliku i nakon vezanja spoja 1 ili ceftarolina. Istaknuti su

pomaci u alosteri¢cnim petljama (P1-P3) i u regijama aktivnog mjesta (nabori ploca f3 — p4 i a2 — a3

petlje). Povisene RMSD vrijednosti upucuju na konformacijske promjene nakon vezanja liganda. (B)

Prostorni prikaz PBP2a s oznac¢enim alosteri¢nim (zeleno) i aktivnim dZzepom (plavo) te analiza

volumena, koja potvrduje poveéanje aktivnog mjesta nakon vezanja ceftarolina.’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 9

2.2. Molekulsko-dinamic¢ka nadogradnja alosteric¢ke regulacije PBP2a

Jiao i suradnici (2023) potvrdili su mehanicki model alosterickog prijenosa signala u PBP2a koji su
prethodno predlozili Otero i suradnici (2013), ali su ga dodatno prosirili kvantificirajuéi i prikazujuci ga
u kontekstu konformacijske dinamike proteina.'® Kljuéni nalaz njihova rada bio je detaljno pracenje
otvaranja aktivnog mjesta PBP2a nakon vezanja ceftarolina u alosteri¢no mjesto, ¢ime su hipoteze
Otera i suradnika dobile potvrdu na molekulskoj i funkcionalnoj razini. Koristenjem simulacija
molekulske dinamike (500 ns), Jiao i suradnici prikazali su kako vezanje ceftarolina u alosteri¢ki dzep
stabilizira alostericku domenu (Petlju - 1 i ostatke domene B), smanjujuéi njezinu fleksibilnost, dok
istovremeno uzrokuje povecanu pokretljivost transpeptidazne domene (domena C) i njezinih
"zastitarskih" dijelova (02 - a3 petlje i B3 - B4 nabrane plo¢e) koje omeduju aktivno mjesto. Najvazniji
kvantitativni rezultat njihova rada odnosi se na povecanje udaljenosti izmedu ostataka Y446 1 M641 s
prosje¢nih ~13,5 A u apo obliku proteina na ~16,5 A nakon vezanja ceftarolina (Slika 6B i 6C). Ova
promjena omogucuje fizicko otvaranje aktivnog mjesta te pristup drugoj molekuli ceftarolina (CFT2)
koja inhibira enzim. Osim udaljenosti izmedu ,,za” ostataka, autori su prikazali i znacajan rast
volumena aktivnog mjesta s priblizno 500 —1250 A® u apo stanju na vise od 1600 A3 u prisutnosti
ceftarolina, §to dodatno potvrduje alostericki mehanizam otvaranja dzepa (Slika 6D). Ovi podaci jasno
kvantificiraju konformacijski prijenos signala i potvrduju ,,domino efekt” alostericke regulacije PBP2a

koji su prvotno predlozili Otero i suradnici.
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Slika 6. Promjena udaljenosti izmedu ostataka Y446 1 M641 te volumen aktivnog mjesta

PBP2a u prisutnosti i odsutnosti ceftarolina.'’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 10

2.2.1. lonska mreza kao temelj prijenosa signala

Ionska mreza PBP2a proteina ukljucuje kriticne ostatke kao Sto su E150, K153, E294 i D635, ¢ija
medusobna povezivanja ionskim i vodikovim vezama omogucuju prijenos konformacijskog signala od
alosterickog mjesta prema katalitickom dzepu. Ova mreza prenosi signal od alostericke petlje prema
a2 - a3 petlji koja omeduje ulaz u aktivno mjesto. Racunalne simulacije Jiao tima prikazuju da signal
putuje kroz definiranu putanju: R297 (alostericno mjesto) — E150 — K153 — E294 — Y446
(aktivno mjesto). U prisutnosti ceftarolina dolazi do stabilizacije alostericke petlje i jacanja prijenosa
signala, pri ¢emu se smanjuje fleksibilnost alosterickog dijela, dok a2 - a3 petlje i B3 - 4 nabrane
plo¢e postaju pokretljivije, omogucujuci otvaranje Kkatalitickog mjesta. Analizom molekulske
dinamike prikazana je jaca funkcionalna povezanost izmedu domene B (alostericka domena) i
domene C (transpeptidazna domena), §to je vidljivo kroz skracene i pojacCane signalne putove,
prikazano podebljanom linijom u mreznoj analizi (Slika 7K i 7L). Ovi podaci potvrduju da vezanje
ceftarolina uc¢inkovito sinkronizira konformacijske promjene unutar proteina, olakSavajuci otvaranje

kataliti¢kog dzepa.

Petlia

B3-p4
Petlja

N2
5
Petlja- 1 petlia *
-1

Slika 7. Dinamicka mrezna analiza PBP2a u razli¢itim simulacijskim sustavima. Prikazi (A-E) i
mrezni grafovi (F-J) prikazuju klastere i prijenos signala, pri cemu deblje linije oznacuju vaznije veze.
Paneli (K—O) prikazuju alostericki prijenos signala od R297 do Y446. Vezanje ceftarolina stabilizira i

usmjerava signalne putove prema aktivnom mjestu.'
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§ 2. Prikaz odabrane teme 11

2.2.2. Vezne interakcije ceftarolina u alosterickom i aktivhom mjestu

Energetska analiza medudjelovanja (Slika 8) kvantificirala je doprinose klju¢nih aminokiselinskih
ostataka stabilizaciji ceftarolina unutar alosterickoga i kataliticCkoga mjesta proteina PBP2a. ,,Radarski”
viSedimenzionalni dijagrami (A — D), dobiveni MM-PBSA (eng. Molecular Mechanics Poisson—
Boltzmann Surface Area) analizom nakon simulacija molekulske dinamike, prikazuju doprinose
pojedinih ostataka ukupnoj slobodnoj energiji vezanja u Cetiri simulacijska modela, pri ¢emu manji
polumjeri oznacuju povoljnije, odnosno negativnije, energijske doprinose. U alosterickom mjestu (A—
C) ceftarolin uspostavlja stabilna medudjelovanja s ostacima K76, Y105, W205 i Y297, ukljucujuci
vodikove veze, elektrostatske interakcije (npr. s K76) te hidrofobne i @ — &t interakcije (npr. s Y105
1 W205). Ovi podaci potvrduju stabilnost alosterickoga vezanja neovisno o konformacijskom stanju
(zatvoreno ili otvoreno) te u ,,dvojnome” modelu u kojemu je ceftarolin istodobno prisutan u oba vezna
mjesta. U KkatalitiCkome mjestu ,,dvojnoga” modela (D) prevladavaju interakcije s kataliticki
relevantnim ostacima Y446, S462, H583 i T600. Ostatak Y446 uspostavlja vodikovu vezu s aktivnim
dijelom ceftarolina, dok H583 i T600 dodatno stabiliziraju ligand putem polarnih interakcija i vodikovih
veza. Osim toga, interakcije s ostacima S403, Q521 i K597 dodatno ucvrSéuju ceftarolin unutar
kataliticke Supljine. Donji strukturni prikazi (E-H) vizualiziraju polozaj ceftarolina u alosterickome i
katalitickome mjestu u razli¢itim modelima, naglaSavaju¢i prostornu organizaciju navedenih

medudjelovanja.
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Slika 8. Prikaz ostataka PBP2a ukljucenih u stabilizaciju ceftarolina u alosterickom (A-C, E-G) i
katalitickom (D, H) mjestu. Gornji dijelovi prikazuju energijske doprinose pojedinih bo¢nih ogranaka
vezanju ceftarolina, dok donji dijelovi prikazuju prostorni smjestaj ceftarolina unutar alosterickog i

aktivnog mjesta.'
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§ 2. Prikaz odabrane teme 12

Dobiveni rezultati upucuju na koordinirani mehanizam vezanja kojim ceftarolin istodobno stabilizira
alosteric¢ku i katalitiCku domenu, podupiruéi hipotezu o njegovoj ulozi kao alosterickoga modulatora i
kompetitivnoga inhibitora PBP2a. Utvrdena medudjelovanja potpuno su uskladena s prethodno
provedenim dinamickim i mreZznim analizama koje su pokazale funkcionalnu povezanost izmedu

alosterickoga vezanja i otvaranja katalitickoga mjesta.

2.3. Zakljuéak

Otero i1 suradnici uspostavili su temelj za razumijevanje alostericke regulacije PBP2a proteina,
definiraju¢i ionsku mrezu kao kljuénu komponentu prijenosa konformacijskog signala izmedu
alosterickog 1 katalitickog mjesta. Pritom su identificirani klju¢ni ostaci, medu kojima E150, K153 i
Y446, sudjeluju u prostorno organiziranom prijenosu strukturnih promjena potrebnih za otvaranje

aktivnog mjesta PBP2a i smanjenje njegove inherentne rezistencije na p-laktamske antibiotike.

Na ovoj osnovi, Jiao i suradnici prosiruju model primjenom simulacija molekulske dinamike,
koje po prvi put kvantificiraju i dinamicki prikazuju tijek prijenosa alosterickog signala unutar PBP2a u
realnom vremenu. Njihovi rezultati potvrduju da vezanje ceftarolina u alostericno mjesto stabilizira
ionsku mrezu te posljedi¢no potice konformacijsko otvaranje katalitickog dZepa. Kvantitativna analiza
ukazuje na povecanje udaljenosti izmedu ostataka Y446 i1 M641 te znacajno proSirenje volumena

aktivnog mjesta, ¢ime su funkcionalno potvrdeni postulati Oterovog modela alostericke regulacije.

Dobiveni uvidi otvaraju nova istrazivacka i terapijska podrucja. Osobitu vaznost stjeCu
kinazolinonski spojevi, mali molekularni modulatori alosterickog mjesta PBP2a, koji u kombinaciji s -
laktamskim antibioticima pokazuju sinergisticki uc¢inak inhibicije enzima. Istodobno, razvoj dvostrukih
inhibitora — molekula sposobnih istodobno ciljati alosteri¢no i kataliticko mjesto — profilira se kao
obeéavajuca strategija za suzbijanje otpornosti MRSA sojeva.'""'?

Zajednicki doprinos spoznaja Otera i Jiao tima predstavlja ¢vrstu znanstvenu osnovu za daljnje
istrazivanje alostericke kontrole PBP2a te za usmjereni razvoj novih antimikrobnih terapija protiv

rezistentnih bakterijskih infekcija.
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