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KRAS do wewnetrznej powierzchni btony komdrkowej odpowiada
domena C okreslana jako region hiperzmienny HVR (hypervariable
region). Domena obejmuje reszty aminokwasowe od 167 do 188 dla
Kras-4A i 189 dla Kras-4B oraz charakteryzuje sie wysokim stop-
niem zmiennosci. Cztery ostatnie reszty aminokwasowe domeny
C stanowig tzw. motyw CAAX (cysteina, 2 aminokwasy alifatyczne,
inna reszta). Modyfikacje potranslacyjne reszt C-terminalnych takie
jak prenylacja, rozszczepienie reszt AAX, estryfikacja i palmitoilacja
warunkujg lokalizacjg w btonie [18]. Modyfikacje sprawiaja, ze globu-
larne biatko o charakterze hydrofilowym ulega przemianie w biatko
btonowe zakoriczone hydrofobowym C-koricowym estrem mety-
lowym cysteiny farnezylu, ktdry tgcznie z regionem polilizynowym
w przypadku KRAS 4A odpowiada za zakotwiczenie biatka w fosfo-
lipidowej btonie plazmatycznej [19]. W zaleznosci od poziomu eks-
presji, biatka KRAS zwigzane z GTP za posrednictwem C-koricowego
regionu HVR ulegaja dimeryzacji lub tworza klastry wyzszych rzedéw
(z 5-8 monomerdw) na wewnetrznej btonie komdrkowej w celu sy-
gnalizacji komaorkowej [20]. Zwigzane z btong biatko moze rowniez
zostac wyparte przez fosfodiesteraze (PDE)6 [21].

Charakterystyka powierzchni wigzgcych KRAS

Pierwsza dogtebna analiza wszystkich dostepnych miejsc wig-
zacych biatka KRAS zostata przeprowadzona przez Zhao i wspotpr.
[22]. Zgodnie z ich badaniami wyrdznia sie trzy klasy kieszeni wig-
zacych ligandy na powierzchni KRAS. Wykazujg one specyficzng
elastycznosé umozliwiajgc przytaczenie réznorodnych potencjalnych
liganddw.

Klasa I (miejsce wigzania nukleotydéw) stanowi konserwatyw-
na kieszer zachowang do wigzania ligandéw stanowigcych GTPR,
GDP iich analogéw z wysokim powinowactwem. Strukturg rdzenia
liganda musi by¢ nukleotyd. Zwigzany ligand GTP lokuje sie tak, ze
jego skrajna grupa y-fosforanowa znajduje sie w sgsiedztwie petli
P i Przetgcznika-ll. Kieszen klasy | tworzg reszty aminokwasowe
strukturalnie zlokalizowane w regionie Petli P, przetacznika |, prze-
tacznika Il i ptata allosterycznego. Do reszt warunkujgcych silne
wigzania ligandow z KRAS zalicza sie Gly13, Gly15, Lys16, Ser17,
Ala18, Lys117,Phe28, Asp119, Ala146 i Lys147, natomiast resztami
mniej zaangazowanymi sg Cys12, Val14, Val29, Asp30, Glu31, Tyr32,
Asp33, Thr35, Gly60, GIn61, Asn116, Lys117 i Ser145.

Klasa Il (kieszen przetacznika -I/1l) ma postac ptytkiej kieszeni
nieznacznej wielkosci na powierzchni KRAS, ktdra posredniczy w in-
terakcji biatko-biatko. Po zwigzaniu liganddw regiony przetacznikowe
I'i Il ulegaja wyraznym modyfikacjom celem dostosowania sie do
struktury ligandéw, wskazujgc na potencjalny efekt allosteryczny
miejsca. Jednakze gdy GDP, warunkujagce nieaktywng forme biatka
Kras zajmuje kieszen wigzania nukleotydow klasy |, Kieszen klasy
[l nie wykazuje wyraznych zmian konformacji. Rdzen stanowig po-
tozone w regionach B1-3 i przetacznik-Il reszty Lys5, Val7, Ser39,
Aspb4,Leub6, Gly70, Tyr71, Thr74i Gly75, natomiast sasiednie reszty
Leu6, Glu37, Asp38, Tyr40, Arg41, lle55 i Met67 warunkujg swoiste
oddziatywania umozliwiajgce dopasowanie do réznych ligandow.
Ptytka powierzchnia cechujgca kieszen wymusza silng interakcje
jednej strony liganda ze strukturami B1-3, Przetgcznik-I i Przetgcznik-
-Il, przyczyniajac sie do tego, ze jego druga strona moze oddziatywac
z innymi biatkami.

Klasa Il (kieszen przetgcznika-Il/a3) sktada sie z 18 reszt ami-
nokwasowych. 3 reszty: Val9, Ala11 i Cys12 mieszczg sie w petli P,
1 reszta: Pro34, znajduje sie w regionie Przetgcznika-l, natomiast
14 reszt: Thr58, Ala59, GIn61, Glu62, Tyr64, Argé8, Asp69, Met72,
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Asp92, His95, tyr96, GIn99, Ile100 i Val103 potozonych jest w obrebie
petli Przetgcznika-Il i helisy a3. Miejsce wigzania Przetgcznika-Il/a3
cechuje sie znaczng elastycznoscig wigzania roznych ligandéw, wy-
kazujgc rézne efekty allosteryczne wobec liganddw. Do klasy Il nalezy
zatwierdzony do uzytku lek Sotorasib (AMG510) celujgcy w mutacje
G12C. Sotorasib wigze kowalencyjnie mutacje Cys12 w kieszeni al-
losterycznej powodujgc zablokowanie biatka w nieaktywnym stanie.

Obszar przetgcznika-ll/a3 wykazuje najwieksze rozmiary oraz
zapewnia wysoka elastycznos¢ pozwalajgcg na opracowanie czgste-
czek allosterycznych o znaczeniu klinicznym dla mutacji KRAS [22].

przetacznik I

Rys. 2. Struktura biatka KRAS [PDB ID: 40BE], z zaznaczonymi petlami P
(z6tta), przetacznik | (czerwona), przetacznik Il (niebieska), zwigzna cza-
steczka GDP oraz jon Mg2+ (jasno niebieska sfera) oraz miejscami wigzania
ligandéw klas -1

Mechanizm aktywacji i inaktywacji biatka
KRAS

Biatko btonowe KRAS funkcjonuje jako wewngtrzkomorkowy
wezet sygnalizacyjny, ktéry pozwala na transdukcje sygnatu pocho-
dzacego z powierzchni komorki do jgdra komdrkowego poprzez
inicjacje kaskad sygnalizacyjnych, z ktorych kluczowe to: szlak
RAF-MEK-ERK (MAPK), szlak PI3K-AKT-mTOR, szlak TIAM1-RAC
i RalGDS-Ral. Kaskady te regulujg krytyczne procesy komorkowe
takie jak proliferacja, réznicowanie, wzrost, apoptoza, migracja, cykl
komarkowy i przezycie komorek [23], [24]. Transdukcja sygnatu za
posrednictwem KRAS jest mozliwa wytgcznie wtedy, gdy biatko znaj-
duje sie w stanie aktywnym. Jest to zwigzane z funkcjonowaniem
GTPazyKRas jako ,molekularnego przetacznika”, ktory przetacza sie
pomiedzy dwoma stanami: formg aktywnag, w ktorej zwigzany jest
trifosforanem guanozyny (GTP) i forma nieaktywna zwigzang z di-
fosforanem guanozyny (GDP). Domena katalityczna biatek RAS ma
wzglednie stabilng konformacje, poza dwoma regionami przetgczni-
kowymi (przetacznik | i przetacznik II), ktorych zmiany konformacyjne
determinujg interakcje z innymi biatkami [25].

Forma aktywna zwigzana z GTP charakteryzuje sie ograniczong
konformacja regiondw przetacznika | i przetgcznika Il za sprawag tzw.
mechanizmu obcigzone] sprezyny, wynikajacego z obecnosci wig-
zan wodorowych pomiedzy atomami tlendw grupy y-fosforanowej
GTP a grupami NH Thr35 i Glye0 KRAS. Hydroliza GTP, a zarazem
dezaktywacja biatka do formy GDP powoduje rozerwanie wigzan
przywracajac elastycznos¢ obszarom przetgcznikowym [26].

KRAS wykazuje wewnetrzng aktywnos¢ GTP-azy, jednakze jest
ona niska dlatego podlega regulacji i przyspieszeniu przez system
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GEF/GAP (odpowiednio czynniki wymiany nukleotydéw guanino-
wych i biatka aktywujgce GTPaze), ktéry reguluje cyklizacje pomie-
dzy nieaktywnym kompleksem KRAS-GDP i aktywnym KRAS-GTP.
Czynniki wymiany nukleotyddéw (GEF) np. SOST wigzg KRAS w stanie
nieaktywnym zwigzanym z GDP katalizujgc jego wymiane na rzecz
GTP prowadzac tym samym do aktywacji KRAS, natomiast biat-
ka aktywujgce GTP-aze (GAP) np. neurofibominal NF1 powodujg
hydrolize GTP i powr6t biatka do stanu nieaktywnego [27]. Utrata
wiasciwosci regulacyjnych wskutek mutacji genu prowadzi do utraty
regulacji procesu prowadzac do nadmiernych podziatow [28].
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Rys. 3. Schemat regulacji aktywaciji i dezaktyacji biatka KRAS za pomoca
GEF i GAP. Opracowanie whasne na podstawie [29]

Mutacje aktywujgce

KRAS nalezy do najczesciej mutujgcych cztonkéw RAS i uchodzi
na gtéwny czynnik onkogenny w przypadku inicjacji nowotworu. Na
Rys. 4 przedstawiono powigzanie najczesciej wystepujacych mu-
tacji biatka KRAS z inicjowanymi przez nie nowotworami. Mutacje
somatyczne w obrebie GTPazy KRAS nalezg do kluczowych mutacji
aktywujgcych kancerogeneze stwierdzanych w ludzkich nowotwo-
rach i wigzg sie powszechnie ze stabg odpowiedzig na standardowe
terapie [6]. Mutacje te sg okreslane jako ,mutacje aktywujgce” ze
wzgledu na fakt, ze prowadzg zwykle do obnizenia szybkosci samo-
istnej hydrolizy GTP zapobiegaja one funkcjonalnej interakcji miedzy
KRAS a biatkami GAP promujgcymi hydrolize GTPR, podczas gdy nie
zaktdcajg wigzania GEF i efektora [6], [7]. Strukturalna podstawa
aktywacji w przypadku pozycji Gly12 polega na tym, ze zastgpienie
glicyny jakakolwiek inng reszta z wyjatkiem proliny zaktoca wigza-
nie GAP z KRAS poprzez zderzenia steryczne z kluczowg resztg

CRC

4,24

NSCLC

7,07

argininowg GAP. W zwigzku z tym mutacje prowadza do akumulacji
kompleksu KRAS-GTPR, tym samym nadmiernie aktywujac szlaki
transdukcji sygnatu. Kliniczne podejscia do przywrdcenia normalne-
go funkcjonowania KRAS maja na celu przezwyciezenie akumulacji
aktywnego kompleksu KRAS:GTP za pomoca réznych srodkow [7].

Dominujg mutacje missense pojedynczej zasady, sposrod kto-
rych najpowszechniej wystepuja mutacje kodonu 12 (Gly12), kodonu
13 (Gly13) lub kodonu 61 (GIn61). Mutacje w genie KRAS sg naj-
czestsze w przypadku nowotwordw trzustki (PDAC), jelita grubego
(CRC) i ptaskonabtonkowego raka ptuc (NSCLC). Efekty biologiczne
poszczegolnych mutacji np. typ nowotworu mogg by¢ swoiste dla
tkanki lub typu komarki. NSCLC charakteryzuje sie dominujgcg mu-
tacjg KRAS®” (glicyna »  cysteina). W przypadku PDAC najczesciej
dochodzi do mutacji glicyny na kwas asparaginowy (KRASG12D).
Mutacje Gly12 GIn61 nie podlegaja hydrolizie z udziatem GAP - neuro-
fibrominy 1 (NF1), podczas gdy KRAS Gly13 jest czesciowo podatny
na jej dziatanie [30]. Osoby palgce sg bardziej narazone na zmiany
mutacyjne, dlatego tez palenie tytoniu zostato uznane za czynnik
onkogenny. Czestos¢ zmiany mutacyjnej moze siegna¢ u nich 35%
[29]. U 0sdb niepalgcych mutacje KRAS rowniez majg miejsce choc
profil mutacji rézni sie od profilu mutacji palaczy. U oséb niepalgcych
czesciej odnotowuje sie mutacje KRASG12D, natomiast palaczy
czesciej dotyczy KRASG12C [31].

Mutacje KRAS obejmujg wiece] substytucji, a dane przedsta-
wione w bazie danych Cebioportal, pozwalajg zidentyfikowac blisko
piecdziesigt dodatkowych mutacji biatka KRAS.

Szlaki sygnalizacyjne regulowane przez KRAS

KRAS jako scisle regulowany przetgcznik molekularny umozliwia
sterowanie licznymi sciezkami sygnatowymi przez cykliczng wymia-
ne GTP/GDP (patrz Rys. 5). W przypadku braku mutacji, w obecnosci
czynnikéw wzrostu takich jak EGF, PDGF i FGF oraz chemokin i jondw
Ca? zwigzanie czgsteczki GTP przez KRAS powoduje strukturalne
zmiany pomiedzy przetgcznikiem | i przetgcznikiem Il i przybranie
konformacji umozlwiajacej interakcje z efektorami szlakow sygna-
lizacyjnych. W ten sposob KRAS reguluje wiele kaskad sygnaliza-
cyjnych, w tym najwazniejszy szlak RAF-MEK-ERK (kaskada kinazy
biatkowe]j aktywowanej mitogenami), ktéry kontroluje proliferacje
komarkowa, szlak PIBK-AKT-mTOR wptywajacy na przezywalnosc
komorek, szlak TIAM1/RAC/PAK, RalGDS/Ral oraz szlak fosfatydy-
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Rys. 4. Czesto$¢ wystepowania najbardziej rozpowszechnionych mutacji KRAS. Opracowanie na podstawie [29]
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Rys. 5. Szlaki sygnalizacyjne kontrolowane przez biatko KRAS [29]

loinozytolu PLCe [27]. Regulacja powyzszych Sciezek przez natywne
biatko KRAS nie wywotuje negatywnych skutkéw w krajobrazie ko-
maorkowym zapewniajgc prawidtowe procesy wewngtrzkomorkowe.

Zmutowane biatka Ras sg zdolne do utrzymywania sie w formie
aktywnej. Zmiany punktowe np. w pozycji 12, 13161 moga prowadzi¢
do przyspieszenia cyklu wymiany GDP/GTP, ostabia¢ wewnetrzng ak-
tywnos¢ hydrolityczna, pozostawiajac biatko w stale aktywnej formie
badz zaburza¢ jego wrazliwos¢ wzgledem GAP i GEP. Zmutowany
KRAS moze przekazywac sygnaty i aktywowac kaskady sygnatowe bez
stymulacji przez zewnatrzkomarkowe czynniki wzrostu [27]. W konse-
kwencji, intensyfikacja kaskad sygnalizacyjnych prowadzi do nadmier-
nych nieplanowanych podziatéw komadrkowych, wptywajac tym samym
na nadmierne podziaty komorkowe, autofagie, przeprogramowanie
metaboliczne, unikanie apoptozy i niestabilnos¢ genomowa [23].

Szlak kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK) sta-
nowi kanoniczny szlak sygnalizacyjny KRAS. KRAS-GTP aktywuje
RAF poprzez dimeryzacje, nastepnie RAF oddziatuje i fosforyluje
MEK1/2, ktory z kolei fosforyluje i aktywuje ERK1/2. Aktywnosc
szlaku ERK jest regulowana przez ujemne sprzezenie zwrotne, np.
poprzez ERK moze fosforylowa¢ SOS i hamowac jego aktywnosc
i negatywnie wptywac na aktywnosc RAS. Finalnie ERK transporto-
wany do jadra fosforyluje i aktywuje czynniki transkrypcyjne, takie
jak czynnik odpowiedzi na surowice (SRF), CREB, ELK-1, ETS, NF-«B,
c-Myc oraz rybosomalng kinaze S6, istotnych dla zapoczatkowania
procesow kontrolujgcych proliferacje, réznicowanie, migracje, prze-
zycie i $mier¢ komorek [32].

KRAS reguluje rowniez szlak TIAM1 wptywajgacy na ksztatt
komorki, migracje, adhezje, tworzenie cytoszkieletu aktynowego,
endocytoze i przemieszczanie sie komdrek pamieci [29]. Ponadto
moze rowniez regulowac szlak fosfatydyloinozytolu poprzez aktywa-
cje PLCe. PLCe jest Zrodtem dwach przekaznikow, diacyloglicerolu
(DAG) i trifosforanu inozytolu (IP3), prowadzacych do zwiekszenia
wewnatrzkomaorkowego poziomu wapnia, ktéry kontroluje endocy-
toze, egzocytoze i reorganizacje cytoszkieletu [26]. Szlak PISK-AKT-
-mTOR jest kluczowy dla proceséw podziatu, réznicowania, progra-
mowana $mier¢ komaorek, a takze zdolnosci do transportu glukozy.

KRAS poprzez interakcje z PI3K inicjuje przeksztatcenie 4,5-bis-
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) w 3,4,5-trifosforan fosfaty-
dyloinozytolu (PIP3). PIP3 aktywuje kinaze zalezng od PDK1 (fos-
foinozytolu 1) prowadzac do fosforylazji treoniny 308 biatka AKT.
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Kontynuacja procesu nastepuje pod wptywem kompleksu Mtorc2
poprzez fosforylacje seryny472 prowadzac do finalnej aktywaciji
AKT, ktéra transferowana do jadra komoérkowego reguluje procesy
rozmnazania komorek, apoptozy oraz do proceséw metabolicznych
[33]. AKT moze aktywowac biatka docelowe mTOR majgce znacze-
nie dla regulacji proceséw profilferacji, przezycia, syntezy biatek,
procesOw metabolicznych, jednakze wykazuje zdolnos¢ fosforylacji
i aktywacji biatek $mierci komdrkowej np. Bcl-XL/Bcl-2 (BAD) za-
miast hamowac procesy apoptyczne.

Strategie terapeutyczne

0d lat 80. ubiegtego wieku, wraz z odkryciem przez naukowcow
z firmy Merck pierwszego inhibitora proteazy wirusa HIV, projektowa-
nie lekdw oparte na strukturze, ich iteracyjna synteza oraz testowanie
otrzymanych analogéw stanowia fundamenty procesu odkrywania
lekdw. Mutacje w genie KRAS odgrywajg kluczowa role w réznych
postaciach raka. Celowanie w te mutacje jest uwazane za wielkie
wyzwanie i cel terapii przeciwnowotworowej. Zwalczanie mutacji
KRAS nie byto wczesniej skuteczne z powodu silnego powinowac-
twa rzedu pikomolarnego KRAS do duzej iloci cytoplazmatyczne-
go GTP utrudniajac inhibicje kompetycyjng oraz w odrdznieniu od
innych celéw molekularnych biatko KRAS ma stosunkowo gtadka
powierzchnie bez ekspresji kieszeni wigzacej lek [5].

Na przetomie 201212013 r. ukazaty sie cztery przetomowe prace
opisujgce potencjalne mate czgsteczki wykazujgce zdolnosé wigza-
nia biatka KRAS [22]. Strategie oparte na bezposrednim celowaniu
w mutacje KRASG12C doprowadzity w 2013 r. do identyfikacji przez
zespot K. Shokata nowej kieszeni allosterycznej - ,S-1IP” kluczowej do
opracowania kowalencyjnych, nieodwracalnych i selektywnych inhi-
bitoréw dla mutanta G12C [8]. Dzieki temu w 2021 i 2022 r. pierwsze
dwa inhibitory zostaty zatwierdzone przez FDA i EMA, a ich struktura
stanowi Zrédto optymalizacji i projektowania lepszych struktur.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, rozwoj potencjalnych terapii
farmakologicznych obejmuje 4 zasadnicze podejscia: (/) inhibicja ko-
walencyjna i wzrost stezenia KRAS w kompleksie z GDP (stan nieak-
tywny), (if) celowanie w interakcje RAS:SOS, aby zapobiec wymianie
GDP na GTP, (iif) zaktocenie przytaczania efektora w celu ttumienia
sygnalizacji i (iv) nasilenie wigzania GAP ze zmutowanym biatkiem
RAS celem redukgji poziomu RAS-GTP (dotyczy przypadkdw, dla
ktorych wigzanie GAP jest mozliwe we wiasciwej konformacji) [7].

Inhibitory matoczgsteczkowe

Celowanie w KRASG12C opiera sie na nukleofilowosci tioli cy-
steinowych. Dlatego tez zaletg tej strategii jest fakt, ze pozwala
na selektywne wigzanie mutanta G12C nie wptywajac na natywne
biatko KRAS. Zmutowana Cysteina 12 zlokalizowana jest w Petli P,
w sgsiedztwie kieszeni nukleotydowej oraz regiondw przetgcznika
I'i Il kluczowych dla interakcji z biatkami efektorowymi szlakéw sy-
gnalizacyjnych [8].

Sotorasib [AMG570; Lumakras™] jako pierwszy opracowany inhi-
bitor uzyskat zgode na rozpoczecie badan klinicznych, a nastepnie 28
maja 2021 r. zostat zatwierdzony przez FDA i 10 stycznia 2022 przez
EMA do leczenia dorostych pacjentéw z miejscowo zaawansowa-
nym lub przerzutowym niedrobnokomaorkowym rakiem ptuca z mu-
tacjg KRASG12C (NSCLC) [9]. Nieodwracalne kowalencyjne wigzanie
pomiedzy gtowicag akryloamidowa inhibitora a grupg tiolowa reszty
cysteiny 12 stanowi kluczowg terapeutycznie wtasciwos¢ AMG510
[34]. AMG510 wigze trzecig klase kieszeni KRAS okreslang mianem
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kieszeni Stwitch Il/a3 oraz wykazuje interakcje z resztami petli P
oraz przetacznika | i 1l [22]. Inhibitor wykorzystuje ,ukrytg kieszen”
w rejonie SlI-P utworzong przez reszty H95/Y96/Q99. Pomiedzy Y96
a chinazoling wystepujg oddziatywania n—1t, natomiast Q99 i H95
oddziatujg poprzez mostki wodne [35], [36].

Wptyw jaki AMG510 wywiera na strukture i zmiany konformacji
KRASG12C opiera sie na stabilizacji nieaktywnej formy KRAS zwig-
zanej z GDP. Kowalencyjne zwigzanie AMG510 obniza energie swo-
bodng wigzania KRASG12C — GDPR, zwiekszajac tym samym powino-
wactwo pomiedzy KRASG12C a GDP. W konsekwencji zmniejsza sie
elastycznos¢ obszardw przetacznikowych (przetacznika lill) kluczo-
wych dla wigzania i hydrolizy GTP oraz aktywacji biatka. Domena ka-
talityczna rodziny RAS ma wzglednie statg konformacje z wyjatkiem
dwdch obszaréw przetgcznikowych (SIi SlI), ktérych konformacije
wptywaja na interakcje z innymi biatkami. Obszary te charakteryzujg
sie dynamicznymi skorelowanymi ruchami, zapewniajgc obszary
oddziatywan z innymi biatkami. Po zwigzaniu AMG510 fluktuacje
obszarow przetgcznikowych zmniejszajg sie. AMG510 stabilizuje
wigzania miedzy Cys12 a resztami obszaru przetacznika | (Tyr32,
Asp30, Thr35, Asp38), co powoduje usztywnienie kieszeni wigzacej
nukleotydy. Wigzanie AMG510 nie utrzymuje KRAS w pojedynczej
konformacji o uporzadkowanych, catkowicie zamknietych regionach
przetgcznika | i1l czego mozna by oczekiwac na podstawie jego struk-
tury krystalicznej [PDB ID: 60IM], lecz jest to zestaw konformacji [36].
Fluktuacje reszt aminokwasowych sg ograniczone, uniemozliwiajgc
przejscie do w petni otwartej formy kieszeni wigzacej nukleodyty, ktéra
zapewnia interfejs dla interakcji z czynnikiem wymiany nukleotyddw
SOS1. Uniemozliwienie oddziatywania z SOST zamyka biatko w stanie
nieaktywnym zwigzanym z GDP [16)].

Rys. 7. a) Struktura chemiczna inhibitora AMG510 - Sotorasib; b) kom-
pleks AMG510 z KRAS G12C [PDB ID 8G47]; c) wzér chemiczny inhibitora
MRTX1133; d) kompleks MRTX1133 z KRAS G12D [PDB ID: 7RPZ]

Mutacja onkogenna KRAS®? jest istotnym celem w terapii prze-
ciwnowotworowej ze wzgledu na jej czeste wystepowanie i role w no-
wotworach litych. W przeciwienstwie do mutacji KRASG12C, gdzie
efekt inhibicji wynika z obecnosci nukleofilowej cysteiny tworzacej
silne wigzanie kowalencyjne z elektrofilowg czescia inhibitora, hamo-
wanie mutanta asparaginianowego jest trudniejsze ze wzgledu na
brak reaktywnej reszty w obszarze kieszeni przetacznika Il takiej jak
C12, co uniemozliwia stabilne nieodwracalne wigzanie kowalencyjne
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zmutowanej Asp12 [37]. Odwracalny drobnoczgsteczkowy inhibitor
niekowalencyjny MRTX1133 opracowany przez firme MiratiThera-
peutics jako pierwszy kompensuje te trudnosc i selektywnie wigze sie
z KRASG12D wykazujac silne powinowactwo wigzania (- 73,16 5,15
kcal/mol). Energia ta roztozona na poszczegodlne reszty, ujawnia, ze
reszty Asp69, His95, Met72, Tyr64, Gly60, Asp12 i Val9 maja najwiek-
szy udziat w energii wigzania MRTX1133 [38]. Szacowana warto$¢
statej dysocjacji KD wynoszaca 0,2 pM wskazuje na bardzo silne
i specyficzne wigzanie miedzy MRTX1133 a biatkiem KRAS®'2°139],

Mechanizm dziatania MRTX1133 opiera sie na stabilizacji ob-
szaru wigzgcego biatko wskutek podwyzszenia hydrofobowosci,
czego efektem sg ruchy przetacznikéw | i Il, zaburzajgce oddziaty-
wania z biatkami efektorowymi i regulatorowymi, warunkujgcymi
aktywacje sciezek sygnalizacyjnych [38]. MRTX1133 wykazywat
silng aktywnos¢ komaorkowa, hamujac fosforylacje ERK w linii ko-
morkowej AGS z IC50 wynoszgcym 2nM. W badaniach in vivo na
mysim modelu guza ksenografticznego w linii komaorkowej Panc
0403 (mutacja KRASG12D), MRTX1133 wykazat dawkowo zalezna
aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Przy dawce 30 mg/kg podanej
dootrzewnowo, MRTX1133 skutecznie hamowat wzrost guza, a przy
wyzszych dawkach powodowat jego regresje [39]. W marcu 2023 .
rozpoczeto faze I/1l badan klinicznych produktu leczniczego zawiera-
jacego MRTX1133 jako API (NCT05737706) u dorostych pacjentow
z zaawansowanymi nowotworami litymi m.in. NSCLC, PDAC, rak
jelita grubego i odbytnicy.

Podsumowanie

Biatko KRAS jest jednym z najczesciej mutujgcych biatek przkaz-
nikowych. Jego liczne mutacje powigzane sg z wieloma typami no-
wotworow, ktére jeszcze do niedawna uznawane byty za nowotwory
nie poddajgce sie terapii farmakologicznej. Niemniej jednak, dzieki
blisko czterem dekadom badar udato sie wprowadzi¢ do farmako-
terapii dwa zwigzki wspomagajgce terapie niedrobnokomaorkowe-
go raka ptuc zaleznego od mutacji KRASG12C czy tez nowotworu
jelita grubego oraz okreznicy. Warto rowniez dodac, ze obecnie na
roznych etapach badan czy to przedklinicznych czy tez klinicznych
w fazie I lub Il jest ponad 12 zwigzkéw z duzym potencjatem tera-
peutycznym [1].
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wybranych penicylin metodami
chemii obliczeniowe;

Non-covalent interactions description of selected penicillins in the framework
of computational chemistry

Oddziatywania niekowalencyjne wewnatrz- i miedzyczasteczkowe majg kluczowe
znaczenie w nowoczesnym projektowaniu zwiazkéw aktywnych biologicznie. W ar-
tykule omawiamy wtasciwosci fizykochemiczne trzech wybranych zwigzkéw z grupy
penicylin - oksacyliny, ampicyliny i penicyliny G. Dla tych zwigzkéw zostaly wykonane
symulacje kwantowo-chemiczne wykorzystujac teorie funkcjonatu gestosci (DFT).
Analizowane byty wybrane parametry metryczne, jak réwniez struktura elektronowa
(teoria QTAIM i indeks NCI) skondensowanych pierscieni, jak i catych czasteczek.
Symulacje zostaty wykonane w fazie gazoweyj, jak rowniez z uwzglednieniem polary-
zacji otoczenia — model CPCM i wody jako rozpuszczalnika. Ostatni fragment badan
stanowi analiza oddziatywari niekowalencyjnych pomiedzy opisywanymi penicylinami
a ich miejscem wigzacym. Przedstawione wyniki badar wpisuja sie w zatozenia
komputerowo wspomaganego projektowania lekéw.

Stowa kluczowe: CADD, penicyliny, oddziatywania niekowalencyjne, DFT, QTAIM, NCI

Wstep

Komputerowo wspomagane projektowanie lekéw (Computer-
-Aided Drug Design, CADD) od lat jest uznang metodag badawcza
wspomagajgca techniki eksperymentalne w poszukiwaniu nowych
terapeutykow [1]. Jednak dopiero ostatnie dekady przyniosty szersze
wykorzystanie metod CADD w praktyce chemii medycznej, a przyczy-
ny tego stanu rzeczy sg ztozone [2]. Szeroko pojete metody oblicze-
niowe chemii strukturalnej sg dobrze poznane, a zatem problemem
nie jest sam dostep do wtasciwych metod, a moze nim by¢ nato-
miast koszt obliczeniowy oraz jakos¢ uzyskiwanych wynikow. Proste
metody oparte na klasycznych polach sitowych, bedgce podstawg
dokowania (uzytecznego w screeningu zwigzkéw dopasowanych do
danego receptora) oraz dynamiki molekularnej zapewniajg podsta-
wowy opis zmian konformacyjnych, ale nie sg w stanie odtworzy¢
struktury elektronowej. Metody chemii kwantowej to umozliwiajg, ale
koszt obliczeniowy utrudnia ich wykorzystanie w obliczeniach maso-
wych typu high-throughput, w mniejszym stopniu dotyczy to metod
potempirycznych, a w znacznym schematdéw ab initio oraz teorii
funkcjonatu gestosci. Jednak sama metodologia obliczen struktu-
ralnych jest dostepna. Powaznym problemem jest czesty brak wie-
dzy o detalach procesow prowadzacych do stanéw chorobowych,
o mechanizmach dziatania lekéw i metabolizmie prolekéw oraz
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Intra- and intermolecular non-covalent interactions play an important role in modern
design of biologically active compounds. In the paper, we discuss the physicochemical
features of three selected compounds from penicillin group — Oxacillin, Ampicillin
and Penicillin G. Quantum-chemical simulations on the basis of Density Functional
Theory (DFT) were carried out for these compounds. The analyses were performed for
selected metric parameters as well as electronic structure (QTAIM and NCI index) of
the fused rings and the whole molecules. The simulations were done in the gas phase
and taking into account the influence of the polar environment — CPCM model and
water as a solvent. The last part of the study is devoted to the non-covalent interac-
tions analysis in the binding site of the penicillins. The presented results are in line
with the Computer-Aided Drug Design (CADD) philosophy.

Keywords: CADD, penicillins, noncovalent interactions, DFT, QTAIM, NCI

dalszych oddziatywaniach z receptorami. Te powazne ograniczenia
rowniez moga by¢ przezwyciezane dzieki metodom modelowania
molekularnego, ktére umozliwiaja wglad w szczegdty oddziatywan
wewnatrz- i miedzyczasteczkowych, dostarczajgc wiedzy do racjo-
nalnego projektowania nowych lekdw i struktur wiodacych w ramach
CADD. W tym kontekscie artykut opisuje wybrang grupe lekow, anty-
biotyki beta-laktamowe, i na przykfadzie trzech wybranych struktur
z grupy penicylin pokazuje zastosowanie metod obliczeniowych do
analizy oddziatywan niekowalencyjnych warunkujacych strukture
i whasciwosci tych zwigzkdw chemicznych [1].

Antybiotyki beta-laktamowe dziatajg przede wszystkim na
DD-transpeptydazy, enzymy niezbedne do budowy $ciany komor-
kowej bakterii [3]. Z drugiej strony, bakterie wyksztatcity wiele me-
chanizmoéw opornosciowych [4], co obecnie powoduje problemy
kliniczne z opornoscig wielolekowg. Tymczasem, od odkrycia przez
Alexandra Fleminga pierwszego antybiotyku tej klasy, penicyliny G,
nie mineto jeszcze 100 lat [5] to przez kilkanascie lat od zauwazenia
bakteriobdjczego dziatania grzybdw Penicillium pomyst zastosowania
w lecznictwie ekstraktu z grzybni byt w Srodowisku naukowym lekce-
wazony. Od tego czasu antybiotyki beta-laktamowe rozrosty sie do
poteznej rodziny obejmujacej penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy
i monobaktamy [1]. W tym artykule skoncentrowano sie na klasycz-
nych przedstawicielach penicylin, pierwotnej, naturalnej penicylinie G
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oraz potsyntetycznych, oksacylinie i ampicylinie, przedstawiajac ich
wiasciwosci czgsteczkowe oraz potencjat tworzenia oddziatywarn
niekowalencyjnych, wykorzystujgc metody chemii obliczeniowe;].

Metody obliczeniowe

Modele penicylin (oksacyliny, ampicyliny i penicyliny G) zbu-
dowano na podstawie danych zaczerpnietych z biatkowej bazy
danych (Protein Data Bank) — PDB [6] i bazy danych PubChem [7].
Wykorzystano w tym celu kompleksy biatek (4JXG [8], 3ITA [9],
1GM7 [10]), z ktérych wyekstrahowano analizowane czgsteczki.
W przypadku oksacyliny przebadano takze jej metabolit. Symulacje
kwantowo-chemiczne wykonano w fazie gazowej i z zastosowa-
niem ciggtego modelu rozpuszczalnikowego CPCM [11] wykorzy-
stujgc Teorie Funkcjonatu Gestosci (DFT) [12, 13]. Zastosowano
poziom obliczeniowy wB97X-D3BJ/def2-TZVP [14, 15,16]. Na sy-
mulacje sktadaty sie: minimalizacja anergii, obliczenie czestosci
harmonicznych w celu potwierdzenia, ze badane czgsteczki znaj-
dujg sie w minimum na powierzchni energii potencjalnej (PES),
a takze przygotowanie funkcji falowych do dalszych analiz struktury
elektronowej. Symulacje wykonano w programie Orca 5.0.4. [17].
Otrzymane funkcje falowe postuzyty do dalszych analiz struktury
elektronowej z zastosowaniem kwantowej teorii atomow w czg-
steczkach (QTAIM) [18] i indeksu oddziatywan niekowalencyjnych
(NCI) [19]. Nastepnie, przeanalizowano oddziatywania niekowalen-
cyjne pomiedzy czgsteczkami penicylin a ich miejscem wigzacym
w biatku. Analiza oddziatywan badanych antybiotykéw z centra-
mi wigzgcymi enzymow zostata wykonana za pomocg programu
LigPlot+v.2.2 [20] na podstawie struktur zdeponowanych w bazie
danych strukturalnych PDB [6]. Wizualizacje pozostatych otrzy-
manych wynikéw wykonano w programach VMD [21] i AlMall [22].
Programy AlMall oraz Multiwfn [23] postuzyty rowniez do analiz
topologicznych i struktury elektronowe;j.

Wyniki badan iich dyskusja

Na rys. 1 przedstawiono struktury molekularne badanych peni-
cylin (@ w przypadku oksacyliny réwniez jej metabolitu). Jak wynika
z przeprowadzonych symulacji, czgsteczki wybranych do badan
penicylin wykazujg zréznicowanie konformacyjne, co jest spowodo-
wane wprowadzeniem réznych podstawnikéw i zwigzanych z tym
efektow sterycznych i indukeyjnych. Na Schemacie 1 przedstawio-
no w sposob uproszczony skondensowane pierscienie, obecne we
wszystkich trzech badanych penicylinach, ktére postuzyty do analizy
wybranych parametréw metrycznych. Wzieto pod uwage dtugosci
wigzan, a takze wartosci katow walencyjnych i torsyjnych (tab. 1).
Poréwnano parametry otrzymane jako wynik symulacji w fazie ga-
zowej z parametrami po uwzglednieniu wptywu otoczenia polar-
nego. Jak wynika z rezultatow badan zamieszczonych w tab. 1,
nie obserwuje sie zbyt duzej réznicy w wartosciach otrzymanych
parametrow metrycznych. Wyjatkiem jest wartosc¢ kata torsyjnego
C-C-S-C w penicylinie G, gdyz rézni sie ona znaczgco w poréwnaniu
z oksacyling i ampicyling. Jest to Swiadectwem swobody konforma-
cyjnej alifatycznego pierscienia heterocyklicznego zawierajgcego
atom siarki. Otrzymane wyniki badan potwierdzajg nasze wczesniej-
sze spostrzezenia dotyczace sztywnych fragmentdw molekut [24].
Jednak nalezy zauwazy¢, ze obecnos¢ otoczenia polarnego modu-
luje dtugosci wigzan i wartosci analizowanych katéw, co przektada
sie na przewidywanie wptywu rozpuszczalnika na wtasciwosci fizy-
kochemiczne badanych penicylin.
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Rys. 1. Struktury molekularne badanych penicylin (wizualizacja CPK). Panel
gérny: oksacylina (OXA) i metabolit oksacyliny (1S6); Panel dolny: ampicy-
lina (AIC) i penicylina G (PNN). Oznaczenia atomdw: szary — wegiel, z6tty
- siarka, czerwony - tlen, niebieski — azot, biaty — wodér

Schemat 1. Struktura pierscienia skon-

densowanego wykorzystanego w analizie

C parametréw metrycznych (tab. 1) i QTAIM
(tab. 2)

Analize topologiczng i struktury elektronowej badanych penicylin
wykonano wg kwantowej teorii atoméw w czgsteczkach (QTAIM). Na
rys. 2 przedstawiono grafy molekularne z zaznaczonymi punktami
krytycznymi wigzan i pierscieni. W przypadku metabolitu oksacyliny
odnotowano rowniez tzw. klatkowy punkt krytyczny (niebieska kulka).
Wyniki badan przedstawione narys. 2 zostaty otrzymane z symulaciji
w fazie gazowej. Widac¢ jednak, ze w zaleznosci od przyjetej konfor-
macji (co spowodowane jest obecnoscig réznych podstawnikéw,
grup funkcyjnych) zaobserwowa¢ mozna rézng liczbe wewnatrzcza-
steczkowych oddziatywari niekowalencyjnych (punkty krytyczne wia-
zan - linia przerywana). Jak wynika z rys. 2, najwiecej oddziatywan
niekowalencyjnych (pie¢) mozna zauwazy¢ w czasteczce oksacyliny,
trzy punkty krytyczne wigzan znaleziono w ampicylinie, natomiast
jeden punkt krytyczny w penicylinie G.

W tab. 2 zebrano wartosci czastkowych fadunkéw atomowych
oraz wartosci gestosci elektronowej i jej laplasjanu w punkcie kry-
tycznym wigzania w statym fragmencie analizowanych penicylin
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Tab 1. Parametry metryczne pierécieni skondensowanych otrzymane jako wynik symulacji na poziomie obliczeniowym wB97X-D3BJ/def2-TZVP w fazie
gazowej i z uwzglednieniem wptywu otoczenia (model CPCM i woda jako rozpuszczalnik)

Parametry metrvezne
e CPCM CPCM CPCM

Dtugosci wigzan, A

c-C 1,5631 1,5630 1,5630 1,5637 1,5691 1,5682
c-S 1,8381 1,8416 1,8357 1,8403 1,8337 1,8367
S-C 18110 1,8090 1,7987 1,8003 1,8055 1,8022
C-N 1,4658 1,4682 1,4726 1,4711 1,4678 1,4724
N-C 1,4421 1,4450 1,4455 1,4462 1,4443 1,4482
c-C 1,5575 1,5572 1,5608 1,5611 1,5567 1,5556
c-C 1,5513 1,5477 1,5392 1,5389 1,5444 1,5429
C-N 1,3975 1,3850 1,3866 1,3795 1,3980 1,3849
Katy walencyjne, °
Cc-C-S 104,7 1049 105,1 1052 1044 104,1
C-S-C 951 952 95,1 953 91,2 91,0
S-C-N 106,0 1057 106,2 1059 1039 103,6
C-N-C 116,2 116,5 116,7 117,2 116,9 1171
c-c-C 84,6 84,5 84,7 84,6 84,0 84,2
C-C-N 91,5 91,9 92,3 92,4 91,5 92,0
Katy torsyjne, °
C-C-s-C 17,9 18,0 19,8 18,1 -34,5 -36,2
C-S-C-N 03 0,5 -2,45 -0,8 352 35,7
S-C-N-C 21,7 -22,0 -18,5 -19,8 274 -26,7
C-N-C-C 36,0 36,2 337 338 2,0 00
C-C-C-N -8,7 -7.9 72 -6,7 =182 11,4

Rys. 2. Grafy molekularne cza-
steczek penicyliny z zaznaczo-
nymi punktami krytycznymi
wigzan (zielone kulki), punk-
tami krytycznymi pierscieni
(czerwone kulki) oraz punk-
tem klatkowym (niebieska kul-
ka) otrzymanymi jako wynik
analizy QTAIM (wB97X-D3BJ/
def2-TZVP w fazie gazowej).
Linie przerywane oznaczajg
oddziatywania niekowalencyj-
ne. Oznaczenia atomoéw: szary
- wegiel, z6tty - siarka, czer-
wony — tlen, niebieski — azot,
biaty — wodér
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Tab. 2. Warto$ci wybranych parametréw otrzymanych z QTAIM dla pierscieni skondensowanych. Wynik symulacji na poziomie obliczeniowym wB97X-
D3BJ/def2-TZVP w fazie gazowej i z uwzglednieniem wptywu otoczenia (model CPCM i woda jako rozpuszczalnik)

Oksacylina Ampicylina Penicylina G
CPCM CPCM CPCM

Wartosci tadunkéw czastkowych wedtug QTAIM (a.u.)

qC 0,3911 0,3815 0,3859 0,3816 0,3822 0,3720
qC -0,0278 -0,0239 -0,0274 -0,0236 -0,0246 -0,0205
qs -0,0173 -0,0325 0,0231 -0,0177 -0,0203 -0,0320
qC 0,2430 0,2406 0,2423 0,2380 0,2264 0,2220
gN -1,0881 -1,1061 -1,0993 -1,1120 -1,0764 -1,0983
qC 0,4060 0,4051 0,3956 0,3932 04157 04132
qC 1,4887 1,4921 1,5102 1,5125 1,4932 1,4933
Warto$ci gestosci elektronowej i jej laplasjanu w punktach krytycznych wiazan (p= e/a V2 = e/a)
c-C 0,2353; 0,2352; 0,2352; 0,2348; 0,2322; 0,2325;
-0,5612 -0,5613 -0,5610 -0,5599 -0,5477 -0,5501
C-S 0,1797; 0,1780; 0,1803; 0,1785; 0,1808; 0,1797;
-0,2944 -0,2900 -0,2997 -0,2922 -0,3022 -0,2974
S-C 0,1873; 0,1880; 0,1915; 0,1910; 0,1898; 0,1910;
-0,3338 -0,3380 -0,3566 -0,3541 -0,3448 -0,3520
C-N 0,2697; 0,2679; 0,2648; 0,2653; 0,2681; 0,2649;
-0,6829 -06764 -0,6581 -0,6632 -0,6699 -0,6569
N-C 0,2760; 0,2722; 0,2725; 0,2708; 0,2756; 0,2712;
-0,7620 -0,7453 -0,7433 -0,7357 -0,7590 -0,7392
c-C 0,2411; 0,2412; 0,2400; 0,2396; 0,2403; 0,2410;
-0,5892 -0,5901 -0,5841 -0,5826 -0,5829 -0,5884
c-C 0,2483; 0,2499; 0,2536; 0,2537; 0,2507; 0,2516;
-0,6223 -0,6312 -0,6549 -0,6554 -0,6349 -0,6397
C-N 0,3109; 0,3193; 0,3190; 0,3233; 0,3128; 0,3214;
-0,9736 -1,0329 -1,0299 -1,0623 -0,9815 -1,0454

(schemat 1, skondensowane pierécienie).
W przypadku wartosci tadunkow czgst-
kowych na uwage zastuguje atom siarki,
gdyz w przypadku ampicyliny nastgpita
znaczna zmiana wartosci, a nawet znaku,
tadunku czgstkowego. Symulacje wykona-
ne w fazie gazowej daty wartos¢ tadunku
rowng 0.0231, natomiast z modelu CPCM
otrzymano wartos¢ -0.0177. Analiza war-
tosci gestosci elektronowej i jej laplasja-
nu wskazuje na bardzo znikomy wptyw
otoczenia polarnego na rozktad gestosci
elektronowej w skondensowanych pier-
Scieniach. W przypadku wigzania C-S,
obecnos¢ otoczenia polarnego obniza
wartos¢ gestosci elektronowej w punkcie
krytycznym wigzania. W wigzaniu S-C nie
zaobserwowano podobnego trendu, gdyz
wartos¢ gestosci elektronowej w punkcie
krytycznym (CPCM) jest wieksza w przy-
padku oksacyliny i penicyliny G, natomiast
mniejsza w ampicylinie. Wartos$¢ gesto-
Sci elektronowej w punkcie krytycznym
wigzania C-N jest wieksza w oksacylinie
Rys. 3. Diagramy NCI otrzymane dla badanych penicylin: oksacyliny i jej metabolitu, ampicyliny i pe- i penicylinie G, gdy poréwna sie faze ga-
nicyliny G. Wyniki otrzymane z symulacji w fazie gazowej zowag z otoczeniem polarnym. Odwrotny
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trend zaobserwowano w przypadku ampicyliny. Analizujgc wartosé
gestosci elektronowej w punkcie krytycznym wigzania N-C widac, ze
obecnos¢ otoczenia polarnego systematycznie obniza te wartosc.
Ujemna i znaczna wartos¢ laplasjanu gestosci elektronowej wska-
zuje na kowalencyjny charakter analizowanych wigzan.

Dopetnieniem analizy oddziatywan niekowalencyjnych, obec-
nych w czgsteczkach badanych penicylin, jest indeks oddziatywan
niekowalencyjnych (NCI). Na rys. 3i 4 zostaty przedstawione wyniki
analizy wykonanej dla czgsteczek symulowanych w fazie gazowsj,
a takze z uwzglednieniem otoczenia polarnego. Na rysunkach wida¢
roznokolorowe izopowierzchnie. Izopowierzchnie w kolorze niebie-
skim wskazujg na obecnos¢ wigzan wodorowych i halogenowych,
ogolnie wskazujg na silne oddziatywania. Izopowierzchnie w kolorze
zielonym oznaczajg obecnos¢ oddziatywan typu van der Waalsa.
Kolor czerwony oznacza silne odpychanie (np. efekty steryczne
w pierscieniu) [19].

Jak wynika z rys. 3 i 4, obecno$c¢ otoczenia polarnego nie wptywa
znaczaco w ilosciowy sposéb na charakter obecnych w czgstecz-
kach oddziatywan niekowalencyjnych.

Zastosowanie indeksu NCI umozliwia jednak doktadniejszy
wglad w nature tych oddziatywan w poréwaniu z teorig QTAIM. Wi-
dzimy, ze obecne w badanych penicylinach oddziatywania niekowa-
lencyjne majg charakter stabych oddziatywan van der Waalsa, ale
zauwazy¢ tez mozna obecnos$¢ oddziatywan odpychajacych (izo-
powierzchnie w kolorze czerwonym). Dwukolorowe izopowierzch-
nie Swiadczg o tym, ze oddziatywania przyciagajace i odpychajace
konkurujg ze sobg w analizowanych czgsteczkach lekéw. Ostatnim
elementem badan teoretycznych byta analiza oddziatywan oksacy-
liny, ampicyliny i penicyliny G z miejscem wigzacym w biatku. Wyniki
badan zostaty przedstawione narys. 5.

Antybiotyki beta-laktamowe wigzg sie z réznorodnymi typami
biatek. Jak juz wspomniano, podstawowy cel zwigzany z efektem
terapeutycznym to bakteryjne biatka PBP (penicillin-binding prote-
ins), ktére nazwano w ten sposéb zanim ustalono ich role. Sg to

Rys. 4. Diagramy NCI otrzymane dla badanych penicylin: oksacyliny i jej metabolitu, ampicyliny
i penicyliny G. Rezultaty otrzymane z symulacji z uwzglednieniem ciagtego modelu rozpuszczalni-

kowego CPCM i wody jako rozpuszczalnika
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DD-transpeptydazy, sieciujgce wiokna peptydoglikandw budujgcych
Sciane komorkowa bakterii. Podobieristwo strukturalne penicylin
i ich analogow do substratu biatka PBP, acylo-D-alanylo-D-alaniny,
umozliwia dezaktywacje transpeptydazy przez te klase antybioty-
kéw [3]. Jednak nie sg to jedyne cele molekularne dla zwigzkow
beta-laktamowych, a szczegdty wigzania czagsteczki antybiotyku
przez receptor sg bardzo zréznicowane. W dalszej czesci artykutu
przedstawiono, z naciskiem na oddziatywania ligand-gospodarz,
trzy przyktady miejsc wigzgcych antybiotyku beta-laktamowego
wystepujgcego w strukturach zdeponowanych w bazie PDB [6].

Wiele bakterii nabywa odpornosci na antybiotyki z grupy peni-
cylin dzieki ekspresji (a zwtaszcza indukowanej nadekspres;ji) beta-
-laktamaz klasy AmpC [4]. Przyktadu takiej dezaktywacji czasteczki
oksacyliny dostarcza struktura PDB 4JXG [8] oparta na beta-lakta-
mazie wyizolowanej z bakterii Escherichia coli. Jak przedstawiono
na rys. 5 a), pierscien beta-laktamowy oksacyliny zostat otwarty
i utworzone zostato kowalencyjne wigzanie jego grupy karbonylowej
z grupg —OH reszty Ser64, dzieki czemu atomy pochodzace z tego
pierscienia moga tworzy¢ liczne wigzania wodorowe: atom tlenu
grupy karbonylowej oksacyliny (a obecnie — fragmentu estrowego)
ze szkieletowymi fragmentami N-H reszt Ser64 i Ala318, zas atom
azotu (obecnie N-H) z grupg -OH reszty Tyr150. Do tego dotgczaja
inne liczne wigzania wodorowe stabilizujgce czgsteczke metabolitu
(np. ze szkieletowa grupa karbonylowa Ala318 i N-H reszty Asn346).
Wazng wartoscig struktury 4JXG jest wiasnie uchwycenie produktu
posredniego w procesie dezaktywacji oksacyliny.

Jedna z DD-transpeptydaz bakterii E. coli, PBP6, zostata wyko-
rzystana do wykazania podobieristwa strukturalnego antybiotykow
beta-laktamowych do substratu biatek PBP. Struktura kompleksu
PBP6 z ampicyling (kod PDB 3ITA [9]) jest zblizona do analogiczne-
go kompleksu PBP6 z acylo-D-alanylo-D-alaning [9]. Najwazniejsze
oddziatywania ligand-gospodarz w centrum wigzgcym bakteryjnego
PBP6 zobrazowano na rys. 5 b). Jak wskazuje analiza strukturalna,
pierscien beta-laktamowy ampicyliny nie tworzy bezposrednio od-
dziatywan o charakterze wigzania wodorowe-
go, zas drugi ze skondensowanych pierscieni
wykazuje oddziatywanie o charakterze dysper-
syjnym miedzy swoim atomem siarki a resztg
Phe271. Przytaczona do tego pierscienia grupa
karboksylowa takze nie wchodzi w oddziatywa-
nia inne niz dyspersyjne z pierscieniem aroma-
tycznym reszty Tyr308. Charakterystyczne wig-
zania wodorowe tworzg sie jedynie pomiedzy
grupa karbonylowa fragmentu amidowego am-
picyliny a grupa N-H reszty Ala306, oraz grupa
aminowg liganda i szkieletowym fragmentem
C=0 reszty Leu304. Sg to wigzania N-H--O, ty-
powe dla struktur biatkowych.

Opisana dezaktywacja beta-laktamoéw (na
przyktadzie oksacyliny) nie jest jedynym przy-
ktadem biotransformaciji tej klasy antybioty-
kow. Bardzo wazne technologicznie okazaty
sie enzymy z grupy acylaz (amidaz) penicyli-
nowych, umozliwiajace czesciowg hydrolize
naturalnej penicyliny G do kwasu 6-aminope-
nicylanowego, podstawowego substratu do
produkcji penicylin potsyntetycznych. Wglad
w mechanizm tej reakcji daje struktura acyla-
zy penicylinowej bakterii E. coli, w kompleksie
z penicyling G [10]. Na rys. 5 ¢) pokazano, ze
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a) metabolit Oksacyliny w bialku PDB: 4]XG
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c) Penicylina G w bialku PDB: 1GM7

sy

b) Ampicylina w biatku PDB: 3ITA

Rys. 5. Analiza oddziatywan niekowalencyjnych oksacyliny, ampicyliny i penicyliny G w miejscu wigzacym biatka

skondensowane pierscienie nie sg zrodtem silnych wigzan wodo-
rowych, grupa karboksylowa penicyliny G oddziatuje raczej ze sro-
dowiskiem zewnetrznym (woda, etanodiol uzyty przy krystalizacji),
za$ wzglednie silne wedtug kryterium odlegtosciowego wigzanie
wodorowe tworzy sie miedzy grupa karboksylowg fragmentu ami-
dowego antybiotyku a resztg Ser1. Gtéwna role petnig oddziatywania
dyspersyjne i stackingowe, zwtaszcza miedzy pierscieniami fenylo-
wymi antybiotyku i reszty Phe24, dodatkowo klatke hydrofobowg
uzupetniajg reszty Phe71 i Phe146. Modyfikacje rejonu fenylowego
w antybiotykach beta-laktamowych sg wiec wazng strategig zmiany
aktywnosci biologicznej oraz przetamywania opornosci bakteryjne;j.

Podsumowanie

Narzedzia chemii teoretycznej wykorzystano do analizy trzech
wybranych czgsteczek penicylin: oksacyliny, ampicyliny i penicyliny
G. Wykonano dla nich symulacje wykorzystujac teorie DFT i na tej
podstawie analizowano cafe czgsteczki i ich fragmenty pod katem
zmian parametréw fizykochemicznych. Wyniki badan wskazujg,
ze nie obserwowano istotnych zmian parametréw metrycznych
w skondensowanych pierscieniach czasteczek penicylin. Otoczenie
polarne moduluje nieznacznie wartosci dtugosci wigzan, wartosci
katéw, a takze tadunkdw atomowych i gestosci elektronowej w punk-
tach krytycznych wigzan. Analiza topologiczna ujawnita istnienie
oddziatywan niekowalencyjnych, wewnatrzczasteczkowych (obec-
nos$¢ punktéw krytycznych wigzan). Zauwazono, ze w zaleznosci
od czgsteczki, liczba punktdw krytycznych sie zmienia odpowiednio
w kolejnosci: oksacylina > ampicylina > penicylina G. Na podstawie
wynikow uzyskanych dla indeksu oddziatywan niekowalencyjnych
(NCI) zauwazono, ze wewnatrzczasteczkowe oddziatywania nie-
kowalencyjne obecne w czgsteczkach badanych penicylin majg
(w przewazajacej mierze) charakter oddziatywar van der Waalsa.
Analiza oddziatywan w miejscu wigzacym biatka wykazata, ze cza-
steczki penicylin sg w stanie utworzy¢ wigzania kowalencyjne, a nie
tylko sie¢ miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych.
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